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A la memoria de Mi Padre

Nothing in the world can take the place of
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RESUMEN

La microcina E492 es un antibiotico peptidico de 7,9 kDa producido por
Klebsiella pneumoniae RYC492. Esta microcina actua mediante la
despolarizacién de la membrana citoplasmatica de bacterias Gram negativas
como E. coli, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella, mediante la
formacién de canales idnicos. Mediante estudios de clonamiento y expresion en
E. coli, se estableci6 que los determinantes genéticos, implicados en la
produccion de microcina activa estan contenidos en un segmento de DNA
cromosomal de Klebsiella pneumoniae RYC492 de 13 kb. Una caracteristica
particular es que la microcina E492 activa se produce en fase exponencial de
crecimiento a diferencia del resto de las microcinas que se producen en fase
estacionaria. Ademés, la produccién de microcina activa es inhibida por la
presencia de enteroguelina producida por la falta de hierro en el medio.
Mediante el andlisis de la secuencia de las posibles regiones promotoras de
los genes necesarios para la produccion de microcina se establecio que varios
de ellos posefan la presencia de secuencias de consenso para la union de la
proteina Fur, lo cual podria indicar que estos genes estarian regulados por
hierro.

La inmunidad en algunas mutantes por deleciéon que presentan un fenotipo no
productor de microcina activa sélo ocurre en fase exponencial de crecimiento.
La regulacién de la microcina y su inmunidad parece ser bastante compleja,

pues la produccién de microcina activa dependeria del producto de otros
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genes, y posiblemente la regulacion operaria simultineamente en varios
niveles: transcripcional, traduccional y post-traduccional.

En esta tesis se estudio la expresion a nivel transcripcional y traduccional de
los genes implicados en la sintesis de microcina activa y de su inmunidad en
diferentes condiciones de cultivo.

A partir de los estudios de regulacion a nivel transcripcional se establecid que la
organizacion del sistema productor de microcina E492 en el plasmidio pJAM434
estd compuesto por 10 genes, que estan organizados en 7 unidades
transcripcionales (mceBA, mceC, mceD, mceE, mceF, mceHG y mcedlHG).
Empleando la técnica de extension del partidor se establecié cuales son las
regiones promotoras funcionales de cada una de las unidades transcripcionales
del sistema microcina E492. Se determind que el operén que agrupa a los
genes de la microcina y de la inmunidad se transcribe tanto en fase exponencial
de crecimiento como en fase estacionaria, y que el mRNA de este operén se
traduce en ambas fases de crecimiento.

Solo los genes de maduracion mcel y mced regulan la expresion de microcina
activa en fase estacionaria pues presentaron una expresion diferencial clara no
transcribiendo en fase estacionaria y por tanto bajando la produccion de
microcina activa. Tambien se detectd que el gen de maduracion mceC
disminuye aproximadamente 3 veces sus niveles de expresion en fase
estacionaria de crecimiento.

Se establecié que el hierro no tiene ningun efecto en la expresién de los

mRNAs mceAB, mcedJIGH 6 mceGH, y sélo tiene efecto sobre la expresion de
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mceC. Este efecto no seria a través del represor Fur, pues mediante ensayos in
vivo de titulacién de este regulador se encontré que mceC no posee una region
funcional para la unién de este represor.

Se establecid que el fenotipo de sensibilidad a la microcina en fase estacionaria
observado en cepas que poseen los genes mceABCDE no esta asociado a una
variacion en la expresion del mRNA del gen de inmunidad en esta fase de
crecimiento, sino mas bien a la produccion de microcina por la propia cepa, la
cual, no puede exportarse por carecer de los genes de exportacién y por otro
lado a la presencia de alguna combinacion de los genes mceC, mceD y mceE.
La presencia de MceF acentuaria la perdida de inmunidad pues la construccion

mceABCDEF es sensible en ambas fases de crecimiento.
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ABSTRACT

The microcin E492 is a peptide antibiotic of 7.9 kDa produced by Klebsiella
pneumoniae RYC492. This microcin acts by means of the depolarization of the
cytoplasmic membrane of Gram-negative bacteria like E. coli, Salmonella,
Citrobacter, Enterobacter and Klebsiella, forming ionic channels. With studies
involving cloning and expression in E. coli, it was established that the genetic
determinants, involved in the active microcin production, are contained in a 13
kb cromosomal segment of DNA in Klebsiella pneumoniae RYC492,

The active microcin E492 is produced in exponential phase of growth unlike the
rest of the microcins that are produced in stationary phase. In addition, the
production of active microcin is inhibited by the presence of enterochelin. The
enterochelin is produced by the lack of iron in culture media.

Analysing the possible promoter regions of the genes involved in microcin
production, we established that several had consensus sequences of Fur protein
binding sites, which could indicate that these genes would be regulated by iron.
In some deletion mutants that present a nonproducing phenotype of active
microcina, the immunity happens in exponential phase of growth.

The regulation of the microcin and its immunity seems to be quite complex,
because the production of active microcin would depend on the product of other
genes, and possibly the regulation would operate simultaneously in several

levels: transcriptional, translational and post-translational.
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In this thesis we studied the transcriptional and translational expression of
genes involved in the synthesis of active microcin and its immunity in different
culture conditions.

From the studies of transcriptional regulation we determined that the producing
system of microcin E492 in the plasmid pJAM434 is made up of 10 genes,
which are organized in 7 transcriptional units (mceBA, mceC, mceD, mcek,
mceF, mceHG and mceJiHG). Using the primer extension technique we
determined the functional promoter regions of each of these transcriptional units
of the microcin E492 system.

We also determined that the operon that he groups the microcin and immunity
genes is transcribed as much in exponential phase of growth like in stationary
phase, and that mRNA of this operon is translated in both phases of growth.
Only the maturation genes mcel and mced regulates the expression of active
microcin in stationary phase because they presented a clear differential
expression not transcribing in stationary phase and therefore lowering the
production of active microcin. Also we detected that the maturation gene mceC
expression level diminishes approximately 3 fold stationary phase of growth.

It was determined that iron does not have any effect over the expression of
mRNAs mceAB, mceJIGH or mceGH, and only does over the expression of
mceC. This effect would not be mediated by Fur repressor, because we
determined by in vivo test of Fur titulation that mceC gene does not have a Fur

functional binding site.
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The phenotype of sensibility to microcin observed in stationary phase in strains
that have mceABCDE genes it is not associated to a variation in mRNA
expression of immunity gene in this phase of growth. Instead, this phenotype is
associated with the microcin produced by the own strain, which cannot be
exported because of the lack of the exporter genes and to the presence of some
combination of the genes mceC, mceD and mceE. The presence of MceF would
accentuate the lost of immunity because the construction mceABCDEF is

sensible to microcin in both phases of growth.
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1. INTRODUCCION

1.1. Bacteriocinas

Los microorganismos producen un extraordinario arsenal de sustancias
quimicas que son empleadas como sistemas de defensa y de adaptacion al
medioambiente. Este arsenal incluye a los antibidticos clasicos, fundamentales
en la terapéutica medica, productos metabdlicos como el acido lactico
producido por lactobacilos, agentes liticos como las lisozimas, numerosos tipos
de exotoxinas proteicas y las bacteriocinas, proteinas con actividad bioldgica
antibacteriana (Riley y Wertz, 2002).

Las bacteriocinas son proteinas o péptidos de sintesis ribosomal producidos
por microorganismos pertenecientes principalmente al dominio Bacteria. Solo
se ha caracterizado hasta el momento un sdlo tipo de bacteriocinas producidas
por microorganismos del dominio Arquea, las halocinas (Riley y Wertz, 2002).
Las bacteriocinas fueron detectadas por primera vez por André Gratia en 1925,
quien observd la inhibicion del crecimiento de algunas cepas de E. coli por la
accion de un compuesto antibacteriano que denominé colicina V, el cual era
liberado al medio extracelular por una cepa virulenta de E. coli (E. coli V)
(Gratia, 1925; Oscariz y Pisabarro, 2001). La produccion de péptidos
antibidticos es una estrategia de defensa contra las bacterias que no es
exclusiva de los microorganismos sino también estad presente en plantas y
animales. Por ejemplo, los animales producen péptidos antimicrobianos como

megaininas y defensinas (Zasloff, 1987; Lehrer y cols., 1993) y las plantas



secretan defensinas vegetales denominadas tioninas (Broekaert y cols., 1997).
Si bien estos agentes antimicrobianos difieren significativamente a nivel de su
estructura primaria, muchos de ellos poseen caracteristicas comunes como
estabilidad térmica, naturaleza hidrofébica y cationica y bajo peso molecular.
Mas aun, todos estos péptidos son codificados por genes estructurales y son

traducidos empleando la maquinaria ribosomal.

1.2. Clasificacion de las bacteriocinas

Las bacteriocinas han sido agrupadas utilizando diversos criterios como el
organismo que las produce, el tamafio molecular, la estructura quimica o el
modo de accién. Estas diversas clasificaciones han dado lugar a diferentes
denominaciones como microcina, colicina, lantibitico, tiolantibiético,
cistiobidtico, etc. En general podemos clasificar las bacteriocinas en dos
grandes grupos: las producidas por bacterias Gram negativas y las producidas
por bacterias Gram positivas.

Segun el criterio que se desee emplear existen varias maneras de agrupar o
clasificar las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas. Jack y
cols. (1995) consideran la presencia de enlaces distlfuro y monosuifuro y el
espectro de accion que posee, y en base a este criterio clasifican a las
bacteriocinas producidas por los organismos Gram positivos en cuatro grupos:
(1) [lantibidticos, antibidticos que contienen aminoacidos modificados
postraduccionalmente como deshidroalanina, deshidrobutirina, lantionina; (2)

cistibiéticos, antibioticos que contienen al menos un puente disulfuro esencial



(98]

para su actividad, (3) tiolbioticos, compuestos que presentan solo un residuo
—SH el cual debe estar en forma reducida para que el antibiético sea activo y
(4) antibigticos sin residuos cisteina. En cambio Klaenhammer (1993) emplea
un criterio basado principalmente en las propiedades que presentan estos
antibioticos como su masa molecular, termoestabilidad, sensibilidad enzimatica,
presencia de aminoacidos modificados postraduccionalmente y modo de
accion. En base a este criterio podemos clasificar a las bacteriocinas
producidas por las bacterias Gram positivas en 4 grupos: (1) Bacteriocinas
clase |, este grupo comprende a los lantibidticos y puede dividirse en dos
subgrupos en base a la carga y estructura del compuesto. (2) Bacteriocinas
clase Il, que agrupa a los péptidos termoestables con masa molecular inferior a
10 kDa que no presentan aminoacidos modificados. (3) Bacteriocinas clase |,
que esta conformado por antibioticos proteicos termolabiles que poseen masas
moleculares superiores a 30 kDa. y (4) Bacteriocinas clase IV conformado por
glicoproteinas y lipoproteinas que poseen actividad bactericida.

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram negativas, en tanto, se
clasifican segun la masa molecular que estas poseen. Podemos distinguir dos
tipos de bacteriocinas en los microorganismos Gram negativos: las que poseen
una masa superior a 10 kDa denominadas colicinas y las que poseen una
masa inferior a 10 kDa llamadas microcinas (Baguero y Moreno, 1984).

Las colicinas fueron las primeras bacteriocinas descubiertas y las mas
exhaustivamente estudiadas corresponden a las producidas por cepas de E.

coli, lo cual dié origen a su nombre (colicinas). Los genes para la produccion



de estas colicinas se encuentran localizados en plasmidios y se caracterizan
por presentar el gen de colicina, que codifica para la toxina; un gen de
inmunidad, que codifica para la proteina que le confiere una proteccién
especifica a la célula productora al unir e inactivar especificamente a la toxina;
y el gen de lisis, el cual codifica para una proteina involucrada en la liberacién
de la colicina a través de la lisis de la célula productora (Riley y Wertz, 2002).
La produccion de colicinas esta regulada por el sistema SOS y por ende, son

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

1.3. Microcinas

El término microcina fue empleado por primera vez por Asensio y cols. (1976)
para diferenciar a un grupo de antibioticos de naturaleza proteica producidos
por bacterias de origen fecal y que podian difundir a través de una membrana
de celofan, de las bacteriocinas convencionales producidas por las bacterias
gran negativas.

Las microcinas son una familia de sustancias antibidticas producidas
principalmente por bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Estas
bacteriocinas presentan actividad bacteriostatica o bactericida sobre especies
estrechamente relacionadas con las bacterias que las producen, y a diferencian
de la mayoria de las colicinas, las microcinas poseen bajo peso molecular
(inferior a 10 kDa), son resistentes a condiciones exiremas de pH vy
temperatura, son resistentes a algunas proteasas, son solubles en metanol y

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



Casi todas las microcinas que se han descrito en la literatura son producidas
por cepas de Escherichia coli, a excepcion de la microcina E492 que es
producida por Klebsiella pneumoniae (de Lorenzo, 1984) y la microcina SF608
producida por la cianobacteria Microcystis sp. (Banquer y Carmely, 1999).
Todas la microcinas descritas hasta el momento se sintetizan en fase
estacionaria de crecimiento, siendo la Unica excepcién la microcina E492, la
que se produce mayoritariamente en fase exponencial de crecimiento (de
Lorenzo y cols., 1984).

Los genes implicados en la expresion de diversas microcinas estan
organizados en operones, constituidos al menos por tres tipos de genes: el gen
de la microcina, el de la inmunidad y el gen responsable de la salida de la
microcina al exterior de la célula (Kolter y Moreno, 1992). La localizacion de
estos genes en muchas de las microcinas es plasmidial (MccC7, MccB17,
MccD93, Mccd25, Col V, Mcc24), en tanto para la microcina H47 de E. coli
(Gaggero y cols., 1993) y la microcina E492 de K. pneumoniae (de Lorenzo y
Pugsley, 1985; Wilkens y cols., 1997) estos genes se encuentran localizados
en el cromosoma bacteriano. También se han encontrado cepas de E. coli que
producen varias microcinas y los genes para la produccidn de estas microcinas
también se localizan en el cromosoma bacteriano. Este es el caso de la cepa
de E. coli DSM6601 que produce microcina M y microcina H47 (Patzer y cols.,
2003). Otro ejemplo es la cepa de E. coli LR05 que produce 4 microcinas:

MccL, Mccd25, MccD93 y MccB17 (Sable y cols., 2003).



1.3. Organizacion genética de las microcinas

La organizacion genética de las microcinas codificadas por plasmidios como las
MccC7, MccB17, Mcc24 y colicina V es bastante compacta, agrupando hasta 7
genes en un fragmento de DNA de 6 kb (Kolter y Moreno, 1992). La colicina V
presenta 4 genes organizados en 2 unidades transcripcionales (Fig. 1). La
primera unidad agrupa a los genes que codifican para el sistema exportador y
la segunda reune los genes que codifican para la colicina V y para la proteina
de inmunidad (Boyer y Tai, 1998). El sistema para la microcina 24 también
posee 4 genes (Fig. 1): los 2 genes implicados en exportacion, el gen que
codifica para la microcina y el que codifica para la proteina de inmunidad.

Los determinantes genéticos de la microcina H47, que es de origen
cromosomal, estan localizados en una regién de DNA de aproximadamente 10
kb, con una region silente interna de 3 kb que al parecer no esta implicada en
el sistema de produccion (Gaggero y cols., 1993). En el fragmento de DNA de
10 kb, se ubican 6 genes para produccion del antibidtico y uno para la
produccion de la inmunidad, con una compleja organizacion transcripcional

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

1.4. Regulacion de la expresion de microcinas

La regulacién de la expresion de las microcinas es un fenémeno complejo. A
modo de ejemplo podemos senalar la microcina B17, que se produce cuando
las células terminan su crecimiento exponencial y entran en fase estacionaria.
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Fig. 1. Organizacion genética de las microcinas plasmidiales B17, C7, J25
y ColV (A) y de las microcinas cromosomales H47 y M (B). Los numeros
indican la cantidad de residuos aminoacidicos codificada por cada gen. Los
genes que codifican para la microcina estan en color rojo. Los genes de

inmunidad en color amarillo y los genes requeridos para la secrecién de la
microcina estan en color verde.



Su sistema esta constituido por 7 genes (mcbABCDEFG) (Moreno y cols.,
1992). Para estudiar la regulacion dependiente de la fase de crecimiento en
este sistema se realizaron fusiones de los diferentes genes de la microcina con
el gen lacZ y se determind la actividad p-galactosidasa de estas fusiones a
diferentes tiempos de crecimiento (Genilloud y cols., 1989). Los putativos
promotores de los genes se determinaron empleando ensayos de proteccion a
nucleasa S1 y extension del partidor, encontrandose 3 promotores (Genilloud y
cols., 1989). El promotor principal (Pmc) Se localiza rio arriba del gen mcbA y
transcribe a todos los genes del sistema en una misma direccion, el segundo
promotor (P2) se ubica en mcbC y es responsable de una expresion basal baja
de mcbD, y el tercer promotor (P3) se ubica en mcbD en orientacion divergente
empezando en mcbD y extendiéndose a través de mcbC. La transcripcion de
los genes proximales (mcbA-mchC) aumenta al aproximarse a la fase
estacionaria de crecimiento, mientras que la transcripcion de los otros genes se
mantiene al mismo nivel (Genilloud y cols., 1989). La actividad de las fusiones
mchA-lacZ no sblo es regulada por la fase de crecimiento sino que tambien por
la velocidad de crecimiento y la naturaleza del medio de cultivo (Moreno y cols.,
1992). La determinacion de la actividad B-galactosidasa de las fusiones ha
permitido establecer que el promotor P, €5 muy activo en medio M63 y LB
durante fase estacionaria (aproximadamente 800 a 1000 unidades Miller), pero
su actividad durante fase exponencial es mucho menor en medio LB (10 a 20

unidades Miller) que en medio M63 (150 a 200 unidades Miller) (Moreno y



cols.,1992). Estos resultados indican que estos promotores son regulados en
forma fina por diferentes factores fisioldgicos. El promotor Py, también es
regulado por activadores transcripcionales como OmpR que estimula tanto la
transcripcion a nivel basal durante la fase exponencial como la induccion
durante la fase estacionaria de crecimiento (Kolter y Moreno, 1992) y el factor
de integracién del huésped (IHF) formado por el producto de los genes himA'y
himD, que actla durante la fase estacionaria (Moreno y cols., 1892). No se ha
detectado actividad de MccB17 en mutantes himA y himD. La regulacion de la
transcripcion de Pre, también es afectada por inhibidores como el producto del
gen mprA que actia como represor durante la fase exponencial de crecimiento
(del Castillo y cols., 1990) y el producto del gen bg/Y, una proteina similar a la
histona H1 que regula la expresion de genes bacterianos involucrados en
diferentes funciones (Moreno y cols., 1992).

Otro ejemplo de regulacion de expresion de microcinas es el de la colicina V, la
cual no es inducible por el sistema SOS y que esta constituida por 4 genes
cvaABC y cvi. La transcripcion del sistema de ColV es inducida por la limitacion
de hierro en la fase estacionaria bajo el control de la proteina regulatoria Fur
(Kolter y Moreno, 1992). Los dos promotores existentes en este sistema se
caracterizaron empleando ensayo de proteccion a nucleasa S1, extension del
partidor y fusiones transcripcionales (Boyer y Tai, 1998). El primer promotor
esta ubicado rio arriba del gen cvaA y transcribe al operén cvaAB y el segundo
promotor ubicado rio arriba del gen cvi transcribe a los genes cvi y cvaC.

Ambos promotores son transcripcionalmente regulados por hierro induciendose
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su transcripcion al final de la fase logaritmica de crecimiento al ir
desapareciendo este metal. La proteina Fur, un regulador transcripcional
dependiente de hierro, actuaria como un represor de estos promotores,
uniéndose a las cajas FB-A1 y FB-A2 ubicadas en la region promotora de cvaA
y a la caja FB-1 ubicada en la regién promotora del gen cvi, que poseen
secuencias consenso de unién a la proteina Fur (Boyer y Tai, 1998). Fur
estaria unido al promotor cuando existe hierro en el medio y se liberaria de él

cuando este metal empieza a escasear.

1.5. Microcina E492

La microcina E492 es producida por la cepa de Klebsiella pneumoniae
RYC492. Esta microcina es un polipéptido de 7.886 Da. (Lagos y cols., 2001),
que presenta actividad bactericida sobre otras cepas Gram-negativas como E.
coli. Klebsiella, Salmonella, Citrobacter, Enterobacter y Erwinia (de Lorenzo,
1984).

La microcina E492 actia sobre la célula blanco produciendo una
despolarizacidén de la membrana citoplasmatica (de Lorenzo y Pugsley, 1985),
la cual seria inducida por la formacién de canales idnicos, ya gue la microcina
E492 es capaz de formar canales idnicos en bicapas lipidicas (Lagos y cols.,
1993; Wilkens y cols., 1997). Para ejercer su accion la microcina E492 necesita
internalizarse a través de un receptor ubicado en la membrana externa y un
translocador ubicado en la membrana interna. Para este proceso serian

necesarias las proteinas TonB y ExbB (Pugsley y cols., 1986), las cuales se
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ubican en la membrana citoplasmatica y participan en todos los sistemas de
captacion de hierro conocidos en E. coli (Silver y Walderhaug, 1992).

Como se menciond anteriormente, la microcina E492 activa se produce
mayoritariamente en fase exponencial de crecimiento (de Lorenzo y cols.,
1984, Orellana y Lagos, 1996) a diferencia de las demas microcinas descritas
hasta el momento, que se sintetizan en fase estacionaria de crecimiento (Kolter
y Moreno, 1992).

La actividad de la microcina E492 estd regulada por la presencia de un
antagonista, la enteroquelina o enterobactina (Orellana y Lagos, 1996), que
produce una disminucion de la actividad de la microcina. La sintesis del
antagonista es inducida en fase estacionaria, cuando las células son privadas
de hierro (de Lorenzo y cols., 1984). También se ha descrito que diferentes
condiciones de cultivo afectan la produccién y actividad de la microcina E492
(de Lorenzo, 1984; de Lorenzo y cols., 1984; Orellana y Lagos, 1996).
Mediante estudios de clonamiento y expresion en E. coli, se estableci6 que los
determinantes genéticos implicados en la sintesis, maduracién, procesamiento,
exportacion e inmunidad de la microcina E492 estan contenidos en un
segmento de DNA cromosomal de 13 kb (Wilkens y cols.,, 1997). Las
propiedades bioquimicas y electrofisiologicas de la microcina E492 producida
en E. coli son indistinguibles de la microcina sintetizada en K. pneumoniae
RYC492, siendo también producida su forma activa en fase exponencial de
crecimiento (Wilkens y cols., 1997), de modo que es posible validar los

experimentos realizados en ambos sistemas.
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El segmento de DNA que contiene los determinantes genéticos necesarios
para la produccion de microcina E492 activa es el de mayor tamafno en
comparacion a otros sistemas descritos que producen microcinas (Patzer y
cols., 2003). Mediante experimentos de mutagénesis por delecién con enzimas
de restriccion, se establecié que gran parte de este fragmento de 13 kb de
origen cromosomal es necesario para la produccion de la microcina y su
inmunidad (Wilkens y cols., 1997). Mediante mutagénesis al azar empleando el
transposon Tn5 se ha podido identificar que el sistema de la microcina E492
esta compuesto por entre 6 a 8 cistrones, ademas del gen estructural de la
microcina, que son necesarios para producir microcina activa (Lagos y cols.,
2001). Esto se correlaciona con el analisis de la secuencia del fragmento de 13
kb en la cual se detectd la existencia de 10 posibles marcos de lectura abierta
(ORF) implicados en la expresion de la microcina E492 y su inmunidad y que
se resumen en la Fig. 2.

El gen mceA corresponde al gen estructural de la microcina, el cual fue
identificado mediante microsecuenciacion del producto génico (Lagos y cols.,
1999). El producto de este gen seria sintetizado como un precursor de 103
aminoacidos el cual seria procesado entre los residuos 19 y 20, en un motivo
de tipo doble glicina originando una proteina madura de 7.886 Da que no posee

modificaciones post-traduccionales (Lagos y cols., 2001).
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mceC: homodloga a glicosil transferasa
mceD: homdloga enteroquelina esterasa
mcekE: proteina 114 aa, sin homdlogo

mceF: proteina de membrana

mceG: exportador tipo ABC

mceH: proteina accesoria de secrecion
mcel : proteina 163 aa (aciltransferasa)
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Fig. 2. Esquema de los posibles marcos de lectura abierta (ORFs)
implicados en la sintesis de la microcina E492 y su inmunidad en el
plasmidio pJAM434. Las flechas negras indican la direccidn de la transcripcidén
de cada ORF vy los diferentes niveles en que se ubican las flechas representan
los diferentes marcos de lectura en que son traducidos a partir de la secuencia
de DNA
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El gen mceB codifica para una proteina de 95 aminoacidos que corresponde a
la de inmunidad. Se demostré que este gen codifica para la inmunidad al
obtener un fenotipo resistente a microcina cuando células sensibles fueron
transformadas con un vector de expresion que lleva clonando exclusivamente el
fragmento correspondiente a este gen (Lagos y cols., 1999).

El gen mceC codifica para una proteina de 370 aminoacidos que es homologa
(76% identidad, 85% similitud) a la proteina codificada por el gen iroC de
Salmonella enterica serotipo Typhi (GenBank U62129), una glicosil transferasa,
la cual fue identificada por homologia a partir de una glicosil transferasa
caracterizada experimentalmente que estd involucrada en la sintesis de los
antibiéticos urdamicina A en Streptomyces fradiae (Faust y cols., 2000) y
daunorubicina en Streptomices peucetius (Otten y cols., 1995). La proteina
MceC esta involucrada en el proceso de maduracion de la microcina, pues un
mutante por transposicién en el gen mceC con el transposén TnS produce
microcina E492 que carece de actividad bactericida (Lagos y cols., 2001).

El gen mceD codifica para una proteina de 414 aminoacidos, homologa (54%
identidad, 67% similitud) a una enteroguelina esterasa (iroD) de Salmonella
enterica serotipo Typhi (Baumler y cols., 1998). El producto del gen mceD
podria tener una papel en la interaccién de la enterobactina o moléculas
similares con la microcina E492.

El gen mceE codifica para una proteina de 114 aminoacidos y no tiene

homélogo identificable. Esta proteina puede tener algun papel regulatorio ya
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que una region de la secuencia de esta proteina presenta un grado de similitud
con proteinas regulatorias que se unen al DNA.

El gen mceF, cuyo producto es una proteina de 179 residuos, posee homologia
(44% identidad, 63% similitud) a una proteina hipotética de 24,3 kDa de funcién
desconocida codificada por un plasmidio de la cepa de E. cofi R1 (Bravo y
cols., 1987). Un analisis del perfil de hidrofobicidad de la secuencia de MceF
identifica a esta proteina como una proteina de membrana.

El gen mceG codifica para una proteina de 698 aminoacidos homoéloga (87%
identidad, 92% similitud) al producto del gen cvaB, un exportador del tipo ABC,
que participa en la exportacion de la colicina V (Gilson y cols., 1990). Este tipo
de exportador requiere de una proteina accesoria para la secrecion.

El gen mceH codifica para una proteina de 413 aminoacidos, homéloga al
producto del gen cvaA (91% identidad, 94% similitud) que corresponde a la
proteina accesoria necesaria para la secrecién de la colicina V.

El gen mcel codifica para una proteina de 163 aminoacidos. El analisis de la
secuencia de Mcel indica que posee homologia con aciltransferasas del
sistema de citolisina de Actinobacillus pleuropneumoniae y del sistema de
leucotoxina de Pasteurella hemolitica (Lagos y cols., 2001).

El gen mced codifica para una proteina de 524 residuos que no posee
homologos conocidos hasta el momento.

Se ha determinado que para la expresion de microcina activa se requiere de
casi todos los determinantes genéticos codificados en el segmento de 13 kb

descrito anteriormente (Wilkens y cols., 1997) y que sdlo se sintetiza microcina
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activa en fase exponencial de crecimiento (de Lorenzo y cols., 1984). El hecho
que la microcina no se sintetiza en fase estacionaria, podria deberse ya sea a,
que no se transcriba su gen o que no se traduzca su mensajero, o porque la
microcina sintetizada en fase estacionaria no es madurada post-
traduccionalmente por las otras proteinas del sistema, o bien porque la
actividad de la microcina es inhibida durante esta fase de crecimiento.

Wilkens y cols. (1997) determinaron que la expresiéon de la inmunidad no es
controlada por el factor sigma de fase estacionaria, RpoS. Ademas se
determind mediante espectrometria de masa que la microcina E492 no es
modificada post-traduccionalmente (Lagos y cols., 2001). También se detecto
gue la microcina se produce en fase estacionaria de crecimiento pero es
inactiva (Corsini y cols., 2002).

Por otra parte, un analisis de la secuencia de las posibles regiones promotoras
de todos los genes que integran el sistema, revela la presencia de secuencias
consenso para la union de la proteina Fur en los genes mceC, mceD, mceE,
mceF, mceH y mecel, sugiriendo que estos son buenos candidatos para una
posible regulacidn por hierro en el medio dependiente de la proteina reguladora
Fur. Otro antecedente a considerar en relacion a la regulacion por hierro es que
la actividad de la microcina es regulada por la presencia de un antagonista, la
enteroquelina o enterobactina, un quelante de Fe (lll), el cual es secretado al
medio extracelular por la misma cepa productora de microcina, principalmente

en fase estacionaria (Orellana y Lagos, 1996).
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En cuanto a la inmunidad ésta se expresa en ambas fases de crecimiento.
Cepas de E. coli transformadas con el fragmento de 13 kb (JAM434) son
inmunes tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de crecimiento.
Sin embargo, la cepa que portan el plasmidio pJl, es inmune a la microcina s6lo
en fase exponencial (Wilkens y cols., 1997). El plasmidio pJl carece de algunos
de los genes de maduracion y de los genes de exportacion del sistema y no
producen microcina activa. El fenotipo de sensibilidad a la microcina en fase
estacionaria en la cepa que porta el plasmidio pJl podria ser consecuencia que
no hay transcripcion o traduccién del gen de inmunidad, o porque la proteina de
inmunidad se inactiva en fase estacionaria debido a la falta de algun gen del

sistema en esta construccion.

Del analisis de estos antecedentes, se desprende que la regulacion de la
microcina E492 y su inmunidad es compleja y dicha regulacion estaria
ocurriendo simultaneamente a distintos niveles. Esto nos lleva a plantear como
hipotesis de trabajo que la expresion de la microcina E492 activa es regulada a
nivel: (1) transcripcional, de manera directa inhibiendo la expresion del gen
mceA o indirecta inhibiendo la expresion de alguno o algunos de los otros
genes del sistema. (2) traduccional, impidiendo que se traduzca la microcina u
otras proteinas del sistema necesarias para la produccion de microcina activa y
su inmunidad. (3) post-traduccional, alterando el proceso de maduracion de la

microgcina.
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En este trabajo nos abocamos como objetivo general a determinar como es la
regulacion de la expresion de la microcina E492 activa y su inmunidad, cuales
son los eventos que ocurren en los diferentes niveles de expresion y sus
posibles moduladores, y cuales son los genes implicados en este fendmeno.

Si bien el presente estudio es especifico para la expresion de la microcina
E492, estudiar nuevos mecanismos de regulacion de la expresion génica
puede tener proyecciones sobre otros sistemas. Cabe recordar que el factor
sigma S fue descubierto cuando se estudiaba la regulacién de la expresion de

la microcina B17 (Bohannon y cols, 1991).



19

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES.

2.1.1. Reactivos.

Enzimas de restriccion, Tag DNA polimerasa, Elongasa, desoxinucleétidos,
estandar de peso molecular AHindlll, 1 kb DNA ladder, CIAP, kit CONCERT™
Rapid PCR Purification System, PCR dsDNA Cycle Sequencing System
utilizados en esta Tesis se compraron en Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA.
T4 DNA ligasa se compro en Fermentas Inc., Hanover, M.D., USA.
Ribonucleasa A, fluorescamina, anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa
alcalina, bis-acrilamida, BSA, SDS, azida de sodio, fosfato di-acido de potasio,
azul brillante de Coomassie, estandar de bajo peso molecular para péptidos,
glucosa, Tween 20, tricina, L-aminoacidos se compraron a Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA.

DNAsa | se obtuvo de Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania.
Transcriptasa reversa M-MLV se compré en Promega Corporation Madison, WI,
USA.

Membranas de nitrocelulosa para Western blot y [y-**P]JATP se obtuvieron en
Amersham Biotech Ltda UK.

Membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para microdialisis de &acidos
nucleicos se obtuvieron en Millipore, USA.

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

obtuvieron en BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA.
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Azul de bromofenol, cloroformo, alcohol isoamilico, isopropanol, etanol,
metanol, carbonato acido de sodio, PNPP, TCA, cloruro de calcio, se obtuvieron
de Merck, Darmstadt, Alemania.

Cloruro de sodio, agar, cloruro de magnesio hexahidratado, dimetilformamida,
cloruro de guanidinio, TRIS, glicina, glicerol, EDTA, fenol, fosfato acido de
sodio, BSA, MOPS, DEPC, formamida, (-mercaptoetanol, citrato de sodio,
marcador de proteina pretenido, 100 bp DNA ladder, se adquirieron en Winkler,
Santiago, Chile.

Cloruro de potasio, sulfato de magnesio y cloruro de calcio se adquirieron en
Fluka Chemie AG, Messerschmittstr, Suiza.

Los reactivos grado técnico (acido acético, etanol, metanol, acetona, acido
clorhidrico) se adquirieron en TCL, Santiago, Chile.

Triptona y extracto de levadura se adquirieron en DIFCO Laboratories, Detroit,
Michigan, USA.

Hidroxido de sodio se obtuvo en J. T. Baker, México.

BCIP y NBT se adquirieron en Aplichem Damstadt, Alemania.

Pelicula instantanea 667 se adquirid en Polaroid.

Los cartuchos Sep-Pak C18 se adquirieron en Waters, USA.

Cloranfenicol se adquiri6 en Flamingo Pharmaceuticals y tetraciclina en el
Laboratorio Benguerel, Ltda, Chile.

Ampicilina se adquiri6 en Lyka Lab, Limited y el Triton X-100 compro a

Boehringer Mannheim Corp. Indianapolis, USA.
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2.1.2. Cepas bacterianas.

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

2.1.3. Plasmidios y vectores.

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

2.1.4. Partidores.
En la Tabla 3 se detallan los partidores utilizados en los experimentos de PCR y

RT-PCR de esta Tesis

2.2. METODOS.

2.2.1. Medios de cultivo.

Caldo Luria. Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L,
NaOH 3,5 mM final. Se usé para el crecimiento de todos los clones de E. coli.
Medio SOB. Bactotriptona 20 g/L, extracto de levadura 5,0 g/L, NaCl 0,5 g/L
KCI 2,5 mM. Se ajusté el pH a 7,0 con NaOH 5N (~0,2 mL/L).

Medio SOC. Se anadié al medio SOB estéril 20 mL de una solucion estéril de
glucosa 1 M. Esta solucién se preparo disolviendo 18 g de glucosa para un
volumen total de 100 mL de solucion y fue esterilizado por filtro de 0,22 um.
Medio minimo (M9). Na;HPQ, 6 g/L, KH-PO, 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4CI 1 g/L.

Se suplementé con CaCl, 0,1 mM, MgS0O4 2 mM, citrato de sodio 0,2% p/v,
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Cepa

Genotipo

Fuente

E. coliVCS257

E. coliMC4100

E. coli BL21(DE3)

E. cofi XL1-Blue

E. coli POII1681

E. coli pop3001.6

E. coliH1717

K. pneumoniae
RYC492

DP50,sup F[supE44, supF58,
hsd53(rg mp), dapD8, lacY1,

ginvV44, A(gal-uvrB)47, tyrTo8,
gyrA29, TonA53A(thyA57)]

F araD139, AlacU169, rpsL, relA,

thiA, Mot

F-ompT, rg mp

recA, endAl, gyrA96, thil,hsdR-17,
supE44, relAl, lac [F' proAB,

lacl'ZAM15, Tn10]

F-, ara D139 A(ara-feu)7697
A(proAB-argF-laclPOZYA) XIII rpsL
Mu dil1681(Km') ara::(Mu cts)3 araD’

leu® lac™ pro”

MC4100 Mu cts

derivada de MC4100 pero aroB

fhuA::iplacMu

Km' Mcc' Inm’

Stratagene

R. Kolter

Novagen

Stratagene

Castilho y cols., 1984

F. Moreno

Hanke, 1987

de Lorenzo y cols.,
1984

Tabla 2. Plasmidios y vectores utilizados en esta Tesis.

Plasmidio

Carateristicas relevantes

Fuente o referencia

pBluescript SK Plasmidio de propésito general. Amp’
pHC79 Cosmidio de propésito general. Amp' Tet'
pACYC184 Plasmidio de propdsito general. Cm' Tet'

pSC101 Plasmidio de ntimero bajo de copias. Tet'

Stratagene

Hohn y Collins, 1980
Chang y Cohen, 1978
Cohen y cols., 1973
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Plasmidio Carateristicas relevantes Fuente o referencia
pBAD33 Plasmidio derivado de pACYC184 que permite Guzman y cols,, 1995
modular la expresion transcripcional de genes.
Cm'
pJAM434 Plasmidio que tiene los genes para la produccion ~ Wilkens y cols., 1997
de microcina activa. Construido en el cosmidio
pHC79 empleando el DNA cromosomal de K.
pneumoniae RYC492 digerido con Sau3A. Amp'
pJAM229 Plasmidio derivado de pJAM434. Posee un Wilkens y cols., 1997
fragmento interno Xhol invertido respecto a
pJAM434. Produce microcina activa. Amp'
pJRST Derivado de pJAM229. Contiene una delecién en  Wilkens y cols., 1997
el gen mceF y meceG. Amp'
p4S-12 Derivado de pJAM434. Posee los genes Lagos y cols., 2001
mceABCDEF. Amp'
pJEM15 Derivado de pJAM229. Posee doble copia del gen Wilkens y cols., 1997
meeF. Amp'
p157 Derivado de pT7-7 que lleva el gen mceB en un Lagos y cols., 1999
fragmento Ndel-EcoRl de 0.3 kb Amp'
np220 pJAM434 mceA::Tn5. Amp' Kn' Lagos y cols., 2001
npi108 pJAM434 mceG::Tn5. Amp' Kn' Lagos y cols., 2001
np203 pJAM434 meeH:: Tn5. Amp’ Kn' Lagos y cols., 2001
pMCA Derivado de p4S-12. Lleva los genes mceBCDEF. Este trabajo
Amp'
PMCA-AF Derivado de pMCA. Lleva los genes mceBCDE. Este trabajo
Amp'
pIBC Derivado de pACYC184. Lleva clonado en el sitio  Este trabajo
EcoRV un fragmento amplificado por PCR que
contiene el gen mceB bajo el promotor T7. Cm'
pMAH34 Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio BamH|  Este trabajo
un fragmento amplificado por PCR que contiene
los genes mceB y mceA con una tag de His en el
extremo 3. Cm'
pMceAB Derivado de pACYC184. Lleva en el sitic BamH|  Este trabajo
un fragmento amplificado por PCR gue contiene
los genes mceB y mceA. Cm'
pB40 Derivado de p45-12. Lleva los genes Castillo, 2003
mceABCDEIJ. Amp'
p6-18 Derivado de pBAD33 Lleva clonado en el sitio Este trabajo
Smal el gen mceF con su promotor. Cm'
pA40 Derivado de pJAM229, proviene de la religacion ~ Wilkens y cols., 1997

pJi

de un fragmento de 16 kb digerido con EcoRl,
posee los genes meceF y parte del gen mceG.
Amp'

Derivado de pJAM434. Contiene una delecion con
BstV| de 6,8 Kb. Contiene los genes mceABCDE.
Amp'

Wilkens y cols., 1997
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Plasmidio

Carateristicas relevantes

Fuente o referencia

pJll

pJIE291

pGHIJ12

pGHIJ13

pJIC4

pBSC47

pLOL3

pFurC2

pFurD22

pFurg1

pFurE2-45

pFurF-A

pMuME12
pMuME132
pMUG21
pMUG43

Derivado de pJl digerido con BstVI y Sall,
Contiene los genes mceABCDE. Amp'

Derivado de pJAM434. Formado por la religacién
de 3 fragmentos EcoRl. Contiene los genes
mceCDE. Amp'

Derivado de pACYC184. Lleva clonado en el sitio
EcoRV un fragmento amplificado por PCR que
contiene los genes mceGHIJ. Cm'

Derivado de pACYC184. Lleva clonado en el sitio
EcoRV un fragmento amplificado por PCR que
contiene los genes mceGHIJ. Cm'

Derivado de pJAM434. Contiene los genes
mceDE. Amp'

Derivado de pBluescript SK. Lleva un fragmento
Cla | de 3Kb de pJAM434. Contiene los gene
mceABC. Amp’

Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoRV
un fragmento amplificado por PCR que contiene el
gen mceE bajo el promotor T7. Cm'

Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoRV
un fragmento de 347 bp de la regién promotora de
mceC. Cm'

Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoRV
un fragmento de 267 bp de la region promotora de
meceD. Cm'

Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoRV
un fragmento de 357 bp de la regién promotora de
mceE. Cm'

Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoRV
un fragmento de 239 bp de la region promotora de
mceE. Cm'

Derivado de pACYC184. Lleva en el sitio EcoRV
un fragmento de 258 bp de la region promotora de
mceF. Cm'

pMAH34 mceA::Mu dll1681

pMAH34 mceB::Mu dll1681
pJAM434 mceC::Mu dll1681
pJAM434 mcel::Mu dil1681

Wilkens y cols., 1997

Wilkens y cols., 1997

Este trabajo

Este trabajo

Wilkens y cols., 1997

Lagos y cols., 1999

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Amp" ampicilina, Kn" kanamicina, Cm' cloramfenicol, Tet tetraciclina
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Tabla 3. Secuencias de los partidores empleados para amplificar mediante PCR
0 RT-PCR los genes sistema microcina E492,

_Partidor Secuencia ) ~ Ubicacion™
RL3 5-GAA ATT TTC AGG CAG AAT TCT GGT GCA GTT GCA-3' 116-148
RL1 5-CGG ATA AAA CAT ATG ACATTACTT TCATTT GG-3' 809-840
RL2 5'-AAA GCA AGA ATT CAG TCC TTT TGA CTA ATT CT-3' 517-548
C1 5“ATT TTC ATATGC GTATTC TCT TTATTG GCC CT-3' 1298-1329
Cc2 5-TTT CAG CAA GCT TAT ACA ATT ATT GCC AGA TG-3' 2406-2437
D1 5'-CTA CAA CAT ATG CCATTT ATG AGG AAT CAT C-3' 3819-3850
D2 5'-ATT ACT CTG CAG TAT CTG CTC ACG ATT ACA-3' 2571-2600
Ed 5'-TGA TGG GAG ACT CAT ATG AAT GGC AAC AAA-3' 5701-5730
E2 5-GGC AGAAAG CTT CTG CTT TTT TGT TAT AGG-3' 5348-5377
F1 5-CTT CTT GCC CAT ATG TTATTC ATC CTC GAA-3' 6025-6054
F2 5'-TCC AGA GCG AAG CTT ATT ATG GAC TAT TGA-3' 6570-6600
G1 5-AGG GCC GAC ATATGA GTA ACG GGA ATG T-3' 9307-9334
G2 5-TCC TCC AAG CTT CAC TAA AAC CTC CTT AC-3' 7169-7197
H1 5'-TAG AAA ACA GAC ATA TGA AAT GGC GGG GA-3' 10543-10571
H2 5-CGC ATATCAAGC TTATTT ATC ATT CGT CTG-8 9277-9306
H3 5-GTT GAC TCT CTG AGT GTC AC-3' 9770-9789
1 5-TAA GGC ATA TGA CAATGA TGT CGC ATA TAC-3' 11186-11214
12 5'-GGT ACA TAT CGA TTC CGG TAT TCA AAG TTC-3' 10695-10724
J1 5'-TCA GCA TAT GGT AAC GGA GAA ATA CAG TCA-3' 12772-12801
J2 5-TTG TCA GGA TCC TTATAT TTT ACA CCG CAA-3 11201-11230
J3 5'-GCT GTC CAG ATA CAG CCT GT-3' 11619-11638
amb30 5-GTT TCG CGT TCT CTACGG ATAGAATTT ACT-3' 730-759
PEC 5-CTT CAT GTC CGT TCA CAC GA-3' 1377-1390
PED 5-TGT GGA CAACTG TGC ACA TAT-3' 3761-3781
PEE 5'-GGA ATA GAG GAG AGT GAG GA-3' 5589-5609
PEF 5'-CCA ATG CCA AGC CCA TCT CT-3' 6097-6116
PEG 5-CAC ACT CCG AGG TCT CCG TCT GAT GAA-3' 9227-9253
PEH 5'-CTA TAA CGA ACG TCA GAA ATG CCG TGA TA-3' 10455-10483
PEI 5-TAT GAA GCA TGC AAC TGA CTG CAA AAC CA-3' 11111-11139
PEJ 5-TTC AGC ACA CCA AAT CAA CGA AGA GGT TAT-3' 12678-12707
FURC 5'-CCT GTG TCA AGG CAT AAT AT-3' 1058-1078
FURD 5-GGG CTA CGC GGC TCT GCT-3' 2401-2419
FURE1 5'-GCA AAC ACCATT TCACTT ACC T-3' 5484-5506
FURE2 5'-CCA ATG TGC TCA CTC AGC ATA-3' 5606-5627
FURF 5-GACTTC GTG TGT CTA ATA TGT CA-3' 5847-5870
T7-Primer 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3' ]
HCrev 5-ATC GAT GAT AAG CTT GGG CT-3' =
AMP1 5'-GAG TAT GAG TAT TCAACATTT CCG T-3' 2
AMP2 5'.ACC AAT GCT TAA TCA GTG AGG CA-3' «

# utilizando de referencia la secuencia publicada en GenBank (codigo de acceso AF063590)
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tiamina 1 pg/mL, casaminoacidos 1 mg/mL, como fuente de carbono glucosa
0,2% p/v. Las cepas que portan el plasmido pBAD33 se cultivaron en medio
minimo suplementado al que se agregdé ademas 5 aminoacidos que no son
aportados por los casaminoacidos: triptéfano, cisteina, glutamina, asparagina y
tirosina a una concentracion final de 50 pg/mL. Para inducir la expresién del
promotor Pgap se utilizd arabinosa (0,2% p/v) y no se adicioné glucosa al medio.
Placas de agar LB. Se prepararon las placas con el medio caldo Luria y con
1,5% 6 1,0% de agar.

Placas de césped. Sobre placas de agar LB se esparcieron 3 a 5 mL de agar
LB al 0,7% en que se incluyé 300 uL de un cultivo bacteriano crecido toda la
noche.

Las células bacterianas que portan plasmidos recombinantes se crecieron en
placas o en medio liquido suplementado con antibiéticos, cuya concentracion
final es la siguiente: ampicilina 100 ng/mL, cloranfenicol 50 pg/mL, tetraciclina
10 pg/mL, y kanamicina 50 pg/mL. Estos antibidticos fueron preparados como

describe Sambrock y cols. (1989)

2.2.2. Purificacion de la microcina E492 extracelular.

A un litro de medio de cultivo minimo se agregd 3-5 mL de un cultivo crecido
toda la noche y se incubd a 37°C con una agitacion de 80-100 rpm, hasta una
OD a 600 nm de 0,7. El cultivo se centrifug6 a 8.000 rpm por 30 min en un rotor

GSA. El sobrenadante, sometido a una presion negativa, se paso6 a través de
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una columna de extraccion en fase sélida Sep Pak Cqs, activada previamente
con 3 mL de metanol al 95% y 3 mL de agua destilada. En la matriz de la
columna quedo retenida la microcina y algunos contaminantes. La columna se
lavd con 3 mL de metanol al 60% para retirar los contaminantes que tienen una
pigmentacion de color amarillo, y posteriormente la microcina se eluyé con 3 mL

de metanol al 95%.

2.2.3. Purificacion de la microcina E492 desde extractos celulares. La
preparacion de microcina a partir de extractos celulares (intracelular) es el
enriguecimiento de la fraccion celular obtenida en el procedimiento para
detectar la actividad intracelular de microcina empleando columnas Sep-Pak.
Las cepas se cultivaron en un litro de medio minimo y las células se cosecharon
a una DOsoonm de 0,7. Después de centrifugar el cultivo, el precipitado de
células se resuspendio en un amortiguador (Tris-HCI 50 mM pH 8,0 y MgCl, 10
mM) y se dejé en bano maria a ebullicién por 20 min. La suspensién se agito
vigorosamente en un vortex, cada 5 min., durante el calentamiento. Luego, la
suspension se centrifugé a 20.000 x g para descartar la mayor parte de los
restos celulares, y a continuacion se tomé solamente el sobrenadante. Este
sobrenadante se paso a través de una columna Sep-Pak Cis previamente
activada con agua y metanol. El procedimiento de elucion de la microcina de
extractos celulares se realizé de la misma forma que para la purificacion de la

microcina extracelular.
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2.2.4. Deteccion y cuantificacién de la actividad de la microcina E492.

Se detectd la actividad bactericida de la microcina purificada depositando
alicuotas de diluciones seriadas de la muestra sobre un césped de una cepa
bacteriana indicadora E. coli BL21(DE3). Las placas se incubaron a 37°C
durante toda la noche. La actividad de la microcina se visualizé por la presencia
de halos de inhibicién de crecimiento de la cepa sensible y en algunos casos se
midio el diametro de los halos formados. La cuantificacién de la actividad
microcina de estas preparaciones se realizd determinando la maxima dilucién
de la muestra donde es posible observar un halo de inhibicién de crecimiento
bacteriano en el césped de la cepa sensible (Dilucion Minima Inhibitoria, Mayr-

Harting et al., 1972). Para diluir las muestras se utilizé metanol al 95%.

2.2.5. Ensayo de sensibilidad a la microcina en placa.

Alicuotas de 150 pL de cultivo de la cepa a analizar se mezclaron con 4 mL de
agar blando (0,75% p/v) y se esparcieron sobre placas de agar LB. Se
sembraron alicuotas de 5 pL de diluciones seriadas de microcina E492
purificada sobre este césped. Las células sensibles a la accion de la microcina
presentaron halos de inhibicion de crecimiento en torno a la microcina
sembrada. Las células inmunes a la accion de la microcina no presentaron

formacion de halos de inhibicion de crecimiento.
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2.2.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para
microcina E492.

Los geles se prepararon segun el método descrito por Schagger & von Jagow
(1987) el que permite separar proteinas de un rango de masa molecular de 1-
100 kDa. El gel separador se prepard con: 16,5% de acrilamida (3% de
entrecruzamiento); Tris-HCI 1,0 M pH 8,5; SDS 0,1% vy glicerol al 10%. El gel
espaciador se preparo con: 10% de acrilamida (3% de entrecruzamiento); Tris-
HCI 1,0 M pH 8,5; SDS 0,1%. El gel concentrador se prepard con: 3% de
acrilamida (3% de entrecruzamiento); Tris-HCI 1,0 M pH 8,5; SDS 0,1%. A cada
una de estas soluciones se agrego6 0,033% de persulfato de amonio y 2,2 mM
de TEMED. Los geles se sometieron a un campo electrico de 20 - 200 V,
empleando un amortiguador catodico (Tris-HCI 0,1 M pH 8,5, Tricina 0,1 My
SDS 0,1%) y un amortiguador andédico (Tris-HCI 0,2 M pH 8,9). La diferencia de
potencial se aplicé con una fuente de poder EC-420 de EC Apparatus
Corporation o Power Pac 300 de BioRad.

Se emple6 un marcador de peso molecular pretefiido con rojo fenol y posee
fragmentos de los siguientes pesos moleculares aparentes: 175, 83, 62, 47, 32,

25, 16,5 y 6,5 kDa.

2.2.7. Marcacion y preparacion de la microcina E492 con fluorescamina
para electroforesis en geles de poliacrilamida.

Se empled el método de marcacion de péptidos con fluorescamina descrito por
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Rangland y cols. (1974). Para ello se concentré por evaporacion al vacio 300 pL
del eluido de la columna Sep Pak o 1 mL de microcina de extractos celulares
hasta un volumen de 10 pL. Al concentrado se agregd 4 pL de solucién borato
(0,4 M pH 9,0), 8 pL de fluorescamina (2 mg/mL en DMSO) y 7 uL de
amortiguador de carga 4X (glicerol 40%; Tris-HCI 50 mM pH 7,6; SDS 10%; B-
mercaptoetanol 20%; azul de bromofenol 0,04% (p/v). La mezcla se calentd a
bafio maria por 3 min y las proteinas se separaron mediante SDS PAGE.

Como marcador de peso molecular se utilizé Sigma MW-SDS, que contiene
mioglobina de 16.950 Da y fragmentos de mioglobina de 14.440, 8.160, 6.210,
3.460 y 2.210 Da. Estas proteinas se marcaron con fluorescamina de la misma
manera que las muestras. Las bandas de proteinas se visualizaron en un
transiluminador UV. Inmediatamente después, se tomaron fotografias con

pelicula instantanea Polaroid 667.

2.2.8. Hibridacion Western.

2.2.8.1. Electrotransferencia.

Después de realizar un SDS-PAGE, se retiro el gel de los vidrios y se montd la
transferencia colocando el gel sobre una esponja y 3 papeles filtro. Luego se
colocd sobre el gel una membrana de nitrocelulosa, tres papeles filtro y otra
esponja. Antes de montar la transferencia las hojas de papel filtro y las esponjas
se humedecieron en amortiguador de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190

mM, metanol 20%). La membrana de nitrocelulosa (Hybond ECL, Amersham)
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se humedecio en agua y posteriormente en amortiguador de transferencia. El
sistema se montd en la cadmara respectiva y la transferencia se realiz durante
2 ha 100 V a -20 °C empleando el amortiguador de transferencia enfriado
previamente.

2.2.8.2. Desarrollo inmunolégico.

La membrana se bloqued con BSA 3% en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2 mM,
Na:HPO, 10 mM, KH2PO,; 2 mM) durante 1 h a temperatura ambiente. Luego
se traspaso a una solucién de BSA 1% en PBS que contiene el anticuerpo
primario. La membrana se incubd con el anticuerpo primario antimicrocina
durante 2 h con agitacion a temperatura ambiente. Luego se realizaron 3
lavados con amortiguador TS (Tris-HCl 50 mM pH 7,5; NaCl 150 mM) y la
membrana se incubo por 2 h en BSA 1% en TS con el anticuerpo secundario el
cual esta conjugado a la enzima fosfatasa alcalina. Se empled una dilucién
1:1.000 del anticuerpo policlonal antimicrocina y una dilucion 1:30.000 del
anticuerpo secundario de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El revelado
se realizd colocando la membrana en 10 mL de amortiguador para fosfatasa
alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl. 5 mM), y se adicion6 33
uL de BCIP (0,5 g del reactivo disuelto en 10 mL de dimetilformamida 100%) y
66 uL de NBT (0,5 g del reactivo disuelto en 10 mL de dimetilformamida 70%).
La membrana se incubd hasta la aparicion del color en la banda y la reaccion se

detuvo lavando la membrana con abundante agua destilada.
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2.2.9. Aislamiento y purificacion de acidos nucleicos.

2.2.9.1. DNA plasmidial bacteriano (miniprep).

El DNA plasmidial se extrajo segun el método de lisis alcalina descrito por
Sambrook y cols. (1989). Se centrifugaron 5 mL de un cultivo bacteriano crecido
durante toda la noche en medio LB o medio minimo. El precipitado bacteriano
se resuspendi6 en 200 uL de amortiguador de lisis (glucosa 50 mM; Tris-HCI 25
mM pH 8,0; EDTA 10 mM). Se incubd 5 min a temperatura ambiente y se
agregd 400 uL de una solucion fresca de SDS/NaOH (SDS 1% y NaOH 0,2 M),
se mezclo invirtiendo los tubos 10 veces. A continuacion se agrego 300 ulL de
acetato de potasio 7,5 M pH 5,2 y se mezclo suavemente por inversion. Esta
solucién se incubd a -20°C durante 5 min, y se centrifugé a 14.500 x g. El
sobrenadante se traspas6 a un tubo nuevo previamente rotulado, y se agrego
250 uL de fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico (25:24:1) para eliminar proteinas
contaminantes. La muestra se agit6 en el vortex por 10 sy se centrifugd durante
5 min a 14.500 x g. Luego se extrajo la fase acuosa (superior) y se someti6 a
una extraccion con 250 uL de cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1) para remover
los restos de proteinas y fenol. A la fase superior que contiene el DNA se
adiciond 0,6 volimenes de isopropanol y se dejé a -20°C durante 15 min para
precipitar el DNA. EI DNA precipitado por centrifugacion se lavo con etanol al
70% y posteriormente se secé en una estufa (37°C) o en un Speed Vac. El
precipitado de DNA se resuspendié en 50 pL de agua nanopura y se agrego

5ulL de ribonucleasa A (10 mg/mL).
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2.2.9.2. RNA bacteriano.

El RNA bacteriano se aisl6 a partir de cultivos crecidos toda la noche o hasta
DOg00=0,4 6 DOg=0,7. El cultivo se centrifugd, se elimind el sobrenadante y
las bacterias se suspendieron en solucion Z6 (clorhidrato de guanidina 8 M;
Tris-HCI 50 mM pH 7,0; EDTA 20 mM) complementada con p-mercaptoetanol
frio (al 10%). A la mezcla se agregd fenol:.cloroformo saturado en agua y
después de agitar fuertemente en un vortex se dejé en hielo durante 20 min.
Las proteinas y el DNA se separaron centrifugando la solucién a 13.000 rpm
durante 30 min en una microcentrifuga. La fase acuosa se traslad6 a un tubo
nuevo y se agregd 1/20 del volumen de acido acético 1 M (en agua DEPC) y 0,7
volumenes de etanol al 95% frio. Se dej6 a -20°C durante 15 a 20 min. EI RNA
se sedimentd por centrifugacion a 13.000 rpm a 4°C y se lavé con etanol frio al
70% (con agua DEPC). Luego de secarlo al aire se disolvio en agua tratada con
DEPC y se calenté a 65°C durante 10 min. Inmediatamente después se enfrié

en hielo.

2.2.10. Electroforesis de acidos nucleicos.

2.2.10.1. Separacion de DNA.

Los acidos desoxirribonucleicos, como el DNA genomico, el DNA plasmidial,
fragmentos de restriccion, productos de PCR y productos de RT-PCR, se
analizaron mediante electoforesis en geles de agarosa. Esta electroforesis se

llevé a cabo en una camara horizontal, usando el amortiguador TEA (Tris-HCI
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40 mM pH 8,1; 4cido acético glacial 20 mM; EDTA 2 mM). La concentracion de
agarosa fluctud entre 1,0 y 2,0% dependiendo del tamano de los fragmentos de
DNA a separar. Para la preparacion de la muestra se empled el amortiguador
de carga (glicerol 50%, EDTA 50 mM, xilén cianol 1 mg/mL, azul de bromofenol
1,5 mg/mL) antes de su incorporacion a los pocillos del gel. La electroforesis se
realiz6 con una diferencia de potencial de 80-100 V. Una vez finalizada la
electroforesis, el gel se tind con bromuro de etidio (10 pug/mL) y se puso sobre
un transiluminador UV para observar las bandas de DNA.

2.2.10.2. Separacion de RNA.

El RNA bacteriano se separd mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa-formaldehido, utilizando amortiguador MOPS (acido 3-N-morfolino-
propanosulfénico 20mM, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10mM pH 8,0 y
formaldehido 2,2 M). Se disolvié 1 g de agarosa en 90 mL de agua DEPC y se
agrego 10 mL de MOPS 10X. La preparacion de la muestra consistié en
resuspender el RNA en formamida desionizada (12,5 uL ), MOPS 10X (2,5 ul)
y agua DEPC (10 plL). Las muestras se calentaron a 65°C durante 10 min. y se
agreg6 amortiguador de carga (2,5 uL de glicerol al 50%, EDTA 50 mM, xilén
cianol 1 mg/mL, azul de bromofenol 1,5 mg/mL). Se utilizé MOPS 1X como
amortiguador de corrida. La electroforesis se realizé a 100 V durante 1 h y luego
se tind el RNA con bromuro de etidio. Los geles se observaron en un

transiluminador UV.
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2.2.11. Hibridacion Northern.

2.2.11.1 Transferencia

La transferencia Northern consistié en una hibridacién de RNA con una sonda
de DNA con el fin de detectar la presencia de transcritos especificos de los
genes del sistema microcina. Para ello se utilizaron muestras de RNA total
separadas mediante geles de agarosa con formaldehido.

La transferencia del RNA del gel a una membrana de nylon se realizé de la
siguiente forma:

Se cortd un trozo de membrana de nylon cargada positivamente del tamafo del
gel y se hidraté incubandola en el amortiguador SSPE 20X durante 10 min.
Posteriormente se colocd un trozo de papel filtro en la cdmara de transferencia
empapado con amortiguador SSPE 20X. Sobre este papel filtro se colocaron 3
laminas mas de papel filtro humedecidas en el amortiguador SSPE 20X pero
del tamano del gel. Luego se coloco el gel sobre las laminas de papel
humedecido evitando que se produjeran burbujas y se colocaron alrededor de
los contornos del gel trozos de papel PARAFILM®. Sobre el gel se coloco la
membrana de nylon previamente humedecida y sobre ésta se colocaron 3
trozos de papel filtro seco, del tamano del gel. Sobre los papeles filtros secos
se colocd una torre de 5 cm se servilletas (secas) y una cubierta de vidrio de 20
x 20 cm sobre la cual se puso un matraz aforado de 500 mL lleno de agua y

sujeto a un soporte universal mediante una pinza de soporte.
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Se dejo transfiriendo el RNA a la membrana mediante este sistema durante 12
h. Posteriormente se desmontd el sistema y se fij6 el RNA a la membrana
mediante un entrecruzamiento con luz UV colocando la membrana
directamente sobre el transiluminador UV durante 2-5 min.

2.2.11.2. Marcacién de la sonda.

Los genes empleados como sondas se amplificaron mediante PCR empleando
el partidor antisentido marcado radiactivamente con [y-**PJATP y Ty
polinucledtido quinasa Gibco BRL. La incorporacion del %P radiactivo se realizé
segun el protocolo descrito por el fabricante incubando 5 pmoles del partidor
con 25 uCi [y-**PJATP y 10 U de la T4 polinucledtido quinasa en el
amortiguador comercial proporcionado por el fabricante que contiene Tris-HCI
70 mM (pH 7,6), MgCl2 10 mM, KCI 100 mM y 2-mercaptoetanol 1 mM. La
reaccion de amplificacion se realizé mezclando 100 ng de DNA plasmidial con 5
uL de amortiguador comercial de PCR (Tris-HCI 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM).
A esta mezcla se agregd MgCl. 1 mM, dNTPs 10 mM, 10 pmoles del partidor
sentido, 5 pmol del partidor antisentido marcado radiactivamente con [y-**P]ATP
y 2,5 U de Tag DNA polimerasa. Las condiciones estandares de la reaccion
fueron: 30 a 33 ciclos de 45 s a 94°C para la desnaturacion, 30 s a 55°C para el
“annealing”, y 90 s a 72°C para la elongacion, seguidas por una elongacion final

a 72°C durante 10 min.
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2.2.11.3. Hibridacioén.

La membrana de nylon con el RNA se prehibridé a 60 °C durante 2 h con la
solucion de prehibridacién/hibridacién que contenia solucion de Denhardt 5X,
SSPE 5X, SDS 0,5% y 200 mg/mL DNA de timo de ternera desnaturado,
empleando una agitacién suave. Posteriormente se agregé la sonda de DNA
marcada radiactivamente y se incubd a 60 °C durante 12 horas con agitacién
suave. Finalizada la hibridacion se removié la solucion de
prehibridacion/hibridacién que contenia la sonda y se lavé la membrana 3 veces
con una solucion que contenfa SSPE 5X y SDS 0,1% durante 15 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavo la membrana dos veces con una
solucion que contenia SSPE 5X y SDS 0,1% durante 2 min a 40 °C. La
membrana se secO a aire y Se expuso en un casete con una placa

intensificadora utilizando una pelicula rapida XAR-5 de KODAK.

2.2.12. Digestion de DNA con enzimas de restriccion.

La digestion de DNA plasmidial fue realizada diluyendo el amortiguador
comercial de la enzima correspondiente a una concentracion 1X y agregando
de 5-10 U de la enzima de restriccion, en un volumen final de reaccion de 20
uL. Las reacciones se incubaron a la temperatura éptima para cada enzima
durante 2 h (o 14 h para el caso de Xhol). La reaccion se detuvo calentando a

65°C durante 15 min.
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2.2.13. Desfosforilacion de los extremos 5’ de fragmentos de DNA.

Para evitar el religamiento de un vector cortado con sélo una enzima de
restriccion, se procedio a desfosforilar los extremos 5 de éste. La reaccién de
desfosforilacién consistié en incubar a 37°C durante 2 a 12 h una mezcla
constituida por amortiguador de desfosforilacion (Tris-HCI 50 mM pH 8,5; EDTA
0,1 mM), el DNA a desfosforilar (1 pmol) y la enzima CIAP (fosfatasa alcalina de
intestino de ternera) diluida (7 U) en el amortiguador de dilucién (Tris-HCI 25
mM pH 7,6; MgCl, 1 mM; ZnCl, 0,1 mM y glicerol al 50%) provisto por el

fabricante.

2.2.14. Ligacion de fragmentos de DNA.

Antes de ligar los fragmentos de DNA se determiné la concentracion de DNA
del vector y del inserto mediante espectrofotometria determinando la
absorbancia de la muestra a 260 y 280 nm o mediante geles de agarosa
comparando con estandares de concentracién conocida. La relacion de
concentracion entre el DNA del inserto y del vector fue de 3:1. La reaccién de
ligacion se realizd mezclando el inserto, el vector, el amortiguador de |la enzima
y la T4 DNA ligasa, para luego incubarla durante toda la noche a 14°C. En
todos experimentos de ligacion se realizé una reaccion de control que no llevo
inserto. Las sales presentes en el producto de la ligacion se removieron por
medio de una precipitacién con etanol o empleando membranas Millipore

VSWP02500 de 0,025 um de poro, para su posterior electrotransformacion.
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2.2.15. Preparacion de células electrocompetentes.

Las células electrocompetentes se prepararon a partir de un cultivo de
crecimiento exponencial, para ello se inoculé 100 mL de medio LB con 1 mL de
un cultivo crecido hasta fase estacionaria. Las células se colectaron a una
ODsso de 0,75 (3-6 x 10° cel/mL) en tubos de centrifuga frios y se centrifugd
durante 10 min a 4.000 rpm. El precipitado bacteriano obtenido se resuspendid
en 40 mL de glicerol frio 10% y se centrifugd durante 10 min a 4.000 rpm. Este
procedimiento se repitié dos veces mas. Después de los lavados, las células se
resuspendieron en el glicerol 10% remanente que quedo en el tubo después de
la dltima centrifugacion. Se midié el volumen de la suspension celular y se
determino la ODsso diluyendo una pequena porcién de ella en glicerol al 10%.
Se ajustd el volumen del precipitado celular con glicerol al 10% para llegar a
una ODssy final de 200-250/mL. Las células se alicuotaron y se usaron

directamente para la electroporacién o se almacenaron a -80°C.

2.2.16. Transformacion por electroporacion.

Se utilizé un equipo BioRad Gene Pulser acoplado a un controlador de pulso,
para realizar la transformacion de las células competentes. El aparato se
configurd colocando el voltaje a 2.500 V, la resistencia de 200 Q y una
capacitancia de 25 pF. Las celulas, las cubetas y el portacubetas se colocaron
en hielo antes de proceder a la transformacién. Se mezclaron 25 uL de células

electrocompetentes con 1-2 puL de DNA plasmidial en un tubo y se electropord
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la mezcla en una cubeta de electroporacion de 0,2 cm de separacion entre los
electrodos. Inmediatamente después se resuspendieron las células en 1 mL de
medio SOC estéril y se las incubd a temperatura apropiada durante 1 h. Las
células transformadas se Ssembraron en placas LB con los antibidticos

apropiados y se incubaron durante 12 h a la temperatura apropiada.

2.2.17. Amplificacién de fragmentos de DNA por PCR.

2.2.17.1. PCR de DNA plasmidial.

La reaccion de amplificacion se realizé mezclando DNA plasmidial (0,1-10 ng)
con 2,5 6 5,0 uL de amortiguador de PCR (Tris-HCI 200 mM pH 8,4; KCI 500
mM), 0,5-1,0 uL de MgCl, 50 mM, 1,0 uL de dNTPs 10 mM, 1,0-2,0 uL de cada
partidor a una concentracion de 25 pmol/uL y 2,5 U de Taq DNA polimerasa
para un volumen final de 25 6 50 L. Las condiciones estandares de la reaccion
fueron: 30 a 33 ciclos de 45 s a 94°C para la desnaturacién, 30 s a 55°C para el
apareamiento y 90 s a 72°C para la elongacion, seguidas por una elongacion
final a 72°C durante 10 min. Los fragmentos mas largos de 3 Kb se amplificaron
usando el kit Elongase Amplification System de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, con 30 ciclos (94°C durante 30 s, 55-60°C durante 30-35 s 'y 68°C
durante 1 min por cada kb del tamano del fragmento que se amplifico). Los
partidores empleados para la amplificaciéon de los distintos segmentos estan
detallados en la Tabla 3. Los productos de amplificacion se purificaron

utilizando el kit CONCERT Rapid PCR Purification System, para realizar
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posteriormente las reacciones de ligacion.

2.2.17.2. PCR de colonia.

La amplificacion de fragmentos de DNA utilizando directamente colonias
bacterianas como fuente de DNA templado se realizd introduciendo una
pequena modificacion al procedimiento descrito para hacer PCR a partir de
DNA plasmidial. Se mezclaron los componentes de la reaccién de PCR como
se ha descrito anteriormente, excepto que, no se agregd la polimerasa ni el
DNA plasmidial. A continuacion se resuspendié una colonia bacteriana fresca
en la solucién y se coloco en el termociclador a 99°C durante 10 min. Después
de enfriada la mezcla, se agrego la enzima Tag DNA polimerasa y se prosiguid

segun el protocolo de amplificacion de DNA plasmidial.

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

Se realiz6 un tratamiento con DNAsa | (libre de RNAsa) para retirar
completamente todo el DNA que pudo haber sido co-purificado mediante el
procedimiento de purificacion de RNA total. Varias alicuotas de RNA se trataron
con 10 U de DNAsa | en una solucién de MgClz 2,5 mM durante 30 min a 25°C.
La reaccion se detuvo por calentamiento a 65 °C durante 15 min. La mezcla
resultante se incubd con él o los partidores antisentido durante 5 min a 75°C y
luego se realizé la transcripcion reversa empleando 200 U de transcriptasa
reversa M-MLV de Promega y dNTPs 400 uM durante 1 h a 42 °C. La reaccion

se calenté 10 min a 65 °C para desnaturar la enzima. La etapa de PCR se
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realizé6 empleando como templado una alicuota de 5 pL de la reaccion de
transcripcion reversa, MgCl, 1 mM, dNTPs 200 pM, amortiguador de PCR 1X,
25 pmoles de cada partidor, 2,5 U de Tag DNA polimerasa utilizando el
siguiente programa: un ciclo de 94°C durante 6 min, 55°C durante 2 min y 72°C
durante 30 min, seguido de 25 ciclos rapidos de 94°C durante 45 s, 55°C

durante 30 sy 72°C durante 90 s y una extension final de 10 min a 72 °C.

2.2.19. Secuenciacion manual de DNA.

El DNA templado se obtuvo purificando productos de amplificacion por PCR con
partidores correspondientes al gen a analizar y al transposon (Tn1) empleando
el kit CONCERT™ Rapid PCR Purification System, segun el protocolo descrito
por el fabricante. Para secuenciar el producto amplificado y purificado se
empleé el kit PCR dsDNA Cycle Sequencing System. ElI método de
incorporacion de marca radiactiva a la reaccion de secuencia se realizo
empleando el partidor Tn1 marcado con [y-**PJATP y T, polinucledtido quinasa.
Las reacciones de secuencia fueron almacenadas a —20°C hasta su uso o
analizadas inmediatamente mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
6% (acrilamida:bis-acrilamida = 38%:2%) que contenia urea 8M. Las muestras
fueron calentadas a 82°C durante 2 min y una alicuota fue colocada
inmediatamente en el gel precalentado a 50°C. La electroforesis fue
desarrollada en amortiguador 1X TBE (10,8 g/L de Trizma base, 5,5 g/L de

acido bérico y 5 mL de EDTA 0,5 M) a una potencia entre 50-60 Watts,
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procurando mantener el gel a 50°C durante toda la electroforesis. Cuando el
colorante azul de bromofenol se encontraba en el tercio final del gel, se agregd
acetato de sodio 1M (pH 8,8) al compartimiento anddico de la camara, con el fin
de lograr una contracorriente de iones y agua hacia el polo negativo,
comprimiendo las bandas cerca de los oligonucleotidos partidores, logrando
bandas menos difusas y extendiendo la secuencia alejada de los partidores.
Los geles fueron secados a 80°C durante 1 h al vacio y expuestos en contacto

con un film répido X-OMAT AR-5 de Kodax a —80°C durante toda la noche.

2.2.20. Extension del partidor (primer extension)

Para estos experimentos se emple6 30-40 ug de RNA total de la cepa de E. coli
VCSpJAM434, los que fueron incubados a 75° C durante 5 min con 5 pmoles
de partidor marcado con **P, empleando T4 kinasa Gibco BRL de manera
similar a la descrita en el punto 2.2.11.2. Luego se realizé la reaccion de
transcripcion reversa empleando 200 U de M-MLV transcriptasa reversa Gibco
BRL y dNTPs 400 uM durante 1 h a 42 °C. La reaccion se calenté 10 min a
65°C para desnaturar la enzima. Las reacciones de extension del partidor
fueron almacenadas a —20°C hasta su uso o analizadas inmediatamente junto
con reacciones de secuenciacion manual realizadas con el mismo partidor
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% (acrilamida:bis-
acrilamida=38%:2%) que contenia urea 8M como se describe en el punto

2.2.19.
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2.2.21. Fusiones traduccionales.

Se empled el bacteriéfago mini-Mu dli1681 (Castilho y cols., 1984) que es un
fago defectivo que porta en su genoma el gen de resistencia a kanamicina
proveniente de transposon Tn5 y el operon lactosa sin las senales de iniciacion
de la transcripcion y traduccién y sin los primeros codones del gen lacZ (Fig.
3A). Ademas este bacteriofago mini-Mu defectivo porta una mutacion en el gen
C que codifica para el represor de la transposicion. Este bacteriofago mini-Mu
cuando se encuentra en una cepa hospedera que porta un fago helper que
posee una copia del gen C pero con una mutacion termosensible (cts), es capaz
de transponer a una elevada frecuencia solo cuando se crece a una
temperatura restrictiva de 42°C, insertandose al azar en diferentes genes. En
una orientacion adecuada, la insercion del fago Mu dll1681 origina fusiones
génicas entre el gen donde se insertd y el gen lacZ. La obtencion del gen
hibrido requiere que el sentido de transcripcién, asi como la fase de lectura de
ambos genes coincidan. Asi la expresion del gen hibrido esta bajo el control
transcripcional y traduccional del gen en el que se encuentra la insercion y la
proteina hibrida formada tiene actividad pB-galactosidasa (Fig. 3B). Las fusiones
traduccionales se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito por Casthilho y
cols. (1984) que se resume en la Fig. 4 y que consta de las etapas que se

describiran a continuacion.
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Fig. 3. Mapa fisico del fago mini Mu dill1681 (A) y representacion
esquematica de una fusion del gen X-Mudil1681 (B). Px corresponde al
promotor de un gen hipotético X, donde se inserté el fago mini Mu dli1681. La
orientacion de mini Mu dil1681 en la parte B de la figura tiene una orientacion
inversa que en la parte A de la figura.
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Fig. 4. Construccion y seleccion de fusiones traduccionales en plasmidios
empleando el fago mini-Mu dll1681 (Castilho y cols., 1984). Un plasmidio es
introducido por transformacién dentro de una célula que contiene el profago
defectuoso mini-Mu dli1681 y el profago “helper” Mu cts. El profago mini-Mu se
replica y transpone y se inserta en el plasmidio. El DNA del mini-Mu que lleva al
plasmidio es empacado empleando las proteinas producidas por el profago
‘helper”. Las particulas virales son empleadas para infectar una cepa
bacteriana rec A+ y que no permita la expresion de los genes contenidos en el
fago Mu (posee un represor Mu en un fago liségeno defectuoso). En esta cepa
ocurre un evento de recombinacién homoéloga entre los segmentos duplicados
del mini Mu formando un plasmidio con una insercién de mini-Mu. La seleccion
de los clones con las inserciones funcionales se realizan en placas de agar
conteniendo X-gal como sustrato para la enzima B-galactosidasa y los
antibiéticos adecuados.
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2.2.21.1. Trasformacién de la cepa portadora.

La cepa de E. coli POII1681 portadora de los dos fagos, el helper (Mu cts) y el
defectivo (Mu dIl1681) se transforméd mediante electroporacién con el plasmidio
de interés (pJAM434 o pMAH) segun los descrito en la seccion 2.2.14.

2.2.21.2. Produccion de lisado de fago Mu dil1681-plasmidio.

La cepa transformada con el plasmidio de interés se crecié en medio liquido LB
a 30°C, hasta que el cultivo alcanzé una ODggy de 0,2 (10° células/mL). A
continuacion se mantuvo el cultivo durante 30 min a 42-44°C. Después se
incubd con agitacion fuerte a 37°C, hasta que se consigui6 la lisis celular (45 a
60 min). Se anadi® unas gotas de cloroformo y se continud la incubacion
durante 15 min. El cultivo lisado se centrifugo a 12.000 rpm durante 20 min a
4°C y se colect6 el sobrenadante. Este contenia una suspensién de fago Mu
cts/Mu dll-plasmidio. Se almacenaron los lisados a 4 °C.

2.2.21.3. Muduccién.

La cepa receptora E. coli pop3001.6, lisogena para Mu cts, se crecié hasta el
principio de fase estacionaria en medio liquido LB. Se mezclé 0,1 mL de estas
células con 0,1 mL de los lisados de Mu dIl1681-plasmidio sin diluir. Se anadio
a cada mezcla 5 uL de MgS0O, 0,1 My 4 uL de CaCl, 50 mM. Tras permitir la
adsorcién del fago a la bacteria durante 20 min a 30 °C sin agitacion, se diluyo
la mezcla con 1 mL de LB y se incubdé 75 min a 30°C con agitacion,
plaqueandose después las alicuotas en medio selectivo e incubandose a 30 °C

durante 12 a 14 h.



48

2.2.22. Determinacion de actividad -galactosidasa.
Para efectuar la valoracion cuantitativa de la expresion de las fusiones de

proteinas construidas se determind la actividad p-galactosidasa segun el
metodo descrito por Miller (1992). Este método calorimétrico se basa en la
hidrolisis del compuesto incoloro ONPG (o-nitro-3-D-galactésido) por la enzima
p-galactosidasa. La hidrolisis da como producto galactésido y o-nitrofenol, que
es de color amarillo. La concentracion de o-nitrofenol se puede determinar
midiendo la absorbancia de la muestra a 420 nm. Tal concentracion es
proporcional a la cantidad de p-galactosidasa presente en el medio de reaccién
y al tiempo de reaccion, siempre que no haya condiciones limitantes del
compuesto en el medio de reaccion.

Las cepas portadoras de la fusiones cuya expresion se deseaba determinar se
incubaron durante toda la noche en medio M9 suplementado con glucosa y
citrato. Se hicieron diluciones 1/20 en el mismo medio de cultivo y se prosiguio
la incubacién tomando alicuotas a diferentes tiempos del ciclo de crecimiento.
En los tubos de reaccién se mezclaron 0,5 mL de amortiguador Z con 0,5 mL de
cultivo. Se agregd 20 pL de cloroformo y 20 uL de SDS 0,1%, agitando durante
30 s para lisar las células. La mezcla se preincubo durante 5 min a 30 °C, y a
continuacion se agregd 0,2 mL de ONPG (4 mg/mL) para iniciar la reaccion.
Cuando las muestras tomaron un color amarillo la reaccién se detuvo
agregando 0,5 mL de Na,CO; 1M. Se determino la absorbancia de la muestra a

450 y 550 nm. Las unidades de [-galactosidasa se determinaron como
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actividad especifica utilizando la siguiente formula:

(DO, —1,75* DO, ) *1000
DOy *V ™1

Unidades P - galactosidasa =

Donde: ODgyo representa la densidad optica del cultivo a 600 nm, V el volumen

utilizado en la mezcla de reaccion, t el tiempo y DOus vy DOsso la absorbancia

de la mezcla a 420 y 550 nm respectivamente.



3. RESULTADOS

3.1. ESTUDIOS DE REGULACION A NIVEL TRANSCRIPCIONAL

Como se menciono anteriormente la microcina E492 activa se produce en fase
exponencial de crecimiento (de Lorenzo y cols., 1984; Wilkens y cols., 1997) y
su produccion y actividad son afectadas por diferentes condiciones de cultivo
(de Lorenzo, 1984; Orellana y Lagos, 1996). Para establecer cuales son los
determinantes genéticos que determinan la produccién de microcina activa en
esta fase de crecimiento, el estudio de la regulacion de la expresion de esta
microcina se abordoé en primer término desde un punto de vista transcripcional,
estudiando si los genes implicados en la produccion de la microcina E492 activa

sufren algun tipo de regulacién a este nivel.

3.1.1 Caracterizacion transcripcional del sistema productor de MccE492.

Como paso previo para el estudio de la expresion a nivel transcripcional de los
genes involucrados en la sintesis, maduracion y exportacion de la microcina y
su inmunidad, los experimentos se centraron en la determinacion de las
unidades transcripcionales en las que se agrupan dichos genes. Para ello, se
utilizod la técnica de transcripcion reversa acoplada a la reaccion de polimerasa

en cadena (RT-PCR).



Los primeros genes candidatos a formar una unidad transcripcional son el gen
mceB que codifica para la proteina de inmunidad y el gen estructural de la
microcina E492 (mceA) ya que se superponen en 26 bp (Fig. 5). Para
comprobar si estos genes estaban acoplados transcripcionalmente se realizé la
etapa de transcripcion reversa usando un partidor ubicado rio abajo del gen
mceA (partidor RL3). EI DNA obtenido se utilizé como templado para la etapa
de PCR donde se emple6 una pareja de partidores que amplifica ambos genes
(RL1-RL3) y una pareja de partidores que amplifica sélo al gen mceB. Los
resultados obtenidos empleando RNA total aislado de cepas de E. coli que
producen microcina recombinante (Fig. 5A) y de K. pneumoniae RYC492 (Fig.
5B), indican que ambos genes se transcriben juntos formando una unidad
transcripcional bicistronica la que se denominé mceBA.

Empleando una estrategia similar se analiz6 la expresién transcripcional de los
ORFs mceC, mceD, mceE, y mceF determinandose que estos cuatro ORFs se
transcriben como unidades independientes o0 monocistronicas que
denominamos mceC, mceD, mceE, y mceF respectivamente (Fig. 6).

Al analizar la secuencia nucleotidica de 13 kb donde se encuentran los
determinantes genéticos para la produccién de microcina E492 activa,
encontramos que los ORFs mceH y mceG se superponen en 7 bp, que los
ORFs mced y mcel estan separados por 12 bp y que la distancia entre el ORF
mcel y mceH es de 161 bp. Este analisis hace pensar que estos ORFs podrian
estar formando una o mas unidades transcripcionales. Para dilucidar como se

transcriben estos ORFs se disenaron partidores que amplifican las regiones
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Fig. 5. Transcripcion de los genes mceA y mceB. (A) RT-PCR empleando
RNA total de E. coli VCS257pJEM15 (carriles 1y 3) y E. coli VCS257pJAM434
(carriles 2 y 4). (B) RT-PCR empleando RNA total de K. pneumoniae RYC492.
En todos los casos se empled el partidor RL3 para realizar la transcripcion
reversa (RT). Para la etapa de PCR se emplearon las parejas de partidores
RL1-RL3 (carriles 1A, 2A, 5B, 6B, 7B y 8B) o RL1-RL2 (carriles 3A, 4A, 1B,
2B,3B y 4B). El carril M corresponde al estandar de tamafo molecular 100 bp
DNA ladder.
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Fig. 6. Transcripcion de los genes mceC, mceD, mceE y mceF. (A) Esquema de la
localizacién de los ORFs mceC, D, E y F en el en el fragmento de DNA de 13 kb que codifica
para los determinantes genéticos involucrados en la produccion de microcina E492 activa. (B)
RT-PCR para el gen mceC empleando los partidores C1 y C2. (C) RT-PCR para el gen mceD
empleando los partidores D1 y D2. (D) RT-PCR para el gen mceE empleando los partidores E1
y E2. (E) RT-PCR para el gen mceF empleando los partidores F1 y F2. En cada experimento se
empled cantidades crecientes de RNA total de E. coli VCS257pJAM434 extraido de fase
exponencial (2 pg carril 2, 4 ng carril 3 y 8 ng carril 4). El carril 1 corresponde al control en que
la muestra de RNA se trat6 con DNasa | y se utilizé para realizar directamente un PCR. El carril

M corresponde al estandar de tamano molecular 100 bp DNA ladder.
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intergénicas JI, HG e IH como se muestra en esquema de la Fig. 7. Los
resultados de los experimentos de RT-PCR empleando RNA total extraido de E.
coli VCS257pJAM434 cultivada hasta fase exponencial de crecimiento,
muestran que se amplifican las regiones intergénicas JI, HG e IH (Fig. 7). Esto
indica que los genes involucrados en la maduracién (mcel y mceld) vy
exportacion de la microcina (mceG y mceH) se transcriben en un mRNA
policistrénico (mcedIHG).

Se quiso establecer si los genes mceG, H, | y J se expresaban en fase
exponencial y estacionaria de crecimiento, pues como se explicd en la
introduccion la expresion de estos genes puede ser un punto de regulacion para
la expresion de la microcina E492 activa en fase exponencial de crecimiento.
Experimentos iniciales de expresion mediante RT-PCR indicaron que los genes
meeG y meeH se transcriben tanto en fase exponencial como estacionaria de
crecimiento, en cambio los genes mcel y mced se transcriben en fase
exponencial de crecimiento. Esto llevé a estudiar que ocurre con el
acoplamiento transcripcional entre mcel y mceH en fase estacionaria de
crecimiento. Para ello se amplificé la regién intergénica IH mediante RT-PCR,
empleando RNA total extraido de E. coli VCS257pJAMA434 cultivada tanto en
fase exponencial como estacionaria de crecimiento. Los resultados de los
experimentos de RT-PCR de la Fig. 8 indican que no se amplifica la region
intergénica IH en fase estacionaria, lo cual indica que existe una unidad

bicistronica (mceHG) que agrupa a los genes que codifican para las proteinas
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Fig. 7. Acoplamiento transcripcional de los genes mceGHIJ determinado
mediante RT-PCR. Los carriles 1, 2 y 3 corresponden a reacciones de RT-PCR
en las que se empled RNA total aislado de fase exponencial de crecimiento de
la cepa de E. coli VCS257pJAM434. Los carriles 4, 5 y 6 corresponden a
reacciones de PCR empleadas como control en las que se usé como templado
el plasmidio pJAM434. El carril 7 corresponde a un control en que la muestra se
traté6 con DNasal y se someti6 directamente a una reaccion de PCR sin realizar
el paso de RT. M corresponde al estandar de tamano molecular 100 bp DNA
ladder. En los carriles 1 y 4 se amplificd la regién GH con los partidores PEG y
H3. En los carriles 2 y 5 se amplific la region |J empleando los partidores PEly
J3. En los carriles 3 y 6 se amplifico la regién HI mediante los partidores PEH y
I1. La Tabla 3 muestra la secuencia y la ubicacion de cada uno de los partidores
empleados. Las bandas tenues de aproximadamente 100 bp que se observan
en algunos carriles corresponden a dimeros de partidores.
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Fig. 8. Estudio del acoplamiento transcripcional de los genes mceHI en
fase exponencial y estacionaria de crecimiento, determinado mediante RT-
PCR. Se emple6 como templado RNA total de E. coli VCS257pJAM434 aislado
a partir de un cultivo en fase estacionaria (E) y fase exponencial (L) de medio
minimo suplementado con glucosa (M9 + G) y medio minimo suplementado con
glucosa y citrato (M9 +G +C). El carril (+) corresponde a la reaccion de PCR
empleada como control positivo en la que se usd como templado el plasmidio
pJAM434. El carril (-) corresponde a un control de contaminacion de la muestra
de RNA con DNA. La muestra se traté con DNasal y se someti¢ directamente a
una reaccién de PCR sin realizar el paso de RT. M corresponde al estandar de
tamario molecular 100 bp DNA ladder. La region HI se amplificé empleando los
partidores PEH e |1 (Tabla 3).



del aparato exportador de la microcina, la que se transcribe en fase estacionaria

de crecimiento.

3.1.2. Determinacion de los sitios de inicio de la transcripcion y regiones
promotoras de las unidades transcripcionales.

Como segundo paso de la caracterizacion de la expresion génica del sistema
microcina E492, se determinaron los sitios de inicio de la transcripcion y se
establecieron las regiones promotoras funcionales de las 7 unidades
transcripcionales descritas anteriormente. La determinacion del inicio de la
transcripcion de cada uno de los diferentes mRNAs se realiz6 empleando la
técnica de extensién del partidor o “primer extension”.

La unidad transcripcional mceBA posee dos sitios contiguos de inicio de la
transcripcion una T y G que se ubican 34 y 33 bp respectivamente rio arriba del
cododn de inicio de la traduccién del gen mceB (Fig. 9). Rio arriba de este doble
sitio de inicio se encuentra la caja =10 y la caja —35 que se ajustan al consenso
para el reconocimiento de la RNA polimerasa-c’.

El gen mceE se transcribe como una unidad independiente y su sitio de inicio
de la transcripcién corresponde a una T que se ubica 23 bp rio arriba de su
codon de inicio de la traduccién (Fig. 10A). La region promotora de este gen se
ajusta al consenso para el reconocimiento de la RNA polimerasa-c’°. El gen
mceF también se transcribe como una unidad monocistrénica y su sitio de inicio

de la transcripcion corresponde a una G que se ubica 38 bp rio arriba del coddén
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Fig. 9. Caracterizacion del sitio de inicio de la transcripcion de mceBA. Se
empled para la reaccion de transcripcion reversa (RT) RNA extraido de E. coli
VCS257pJAM434 y el partidor amb30 que hibrida en el gen mceB (~100 bp rio
abajo del sitio de inicio). Los carriles G, A, T, y C corresponden a la reaccion de
secuenciacion de DNA del plasmidio pJAM434 con el mismo primer. El carril
PEx corresponde a la reaccion de extension del partidor y el carril PEx(2)
corresponde a la misma reaccion de extension del partidor pero con menor
tiempo de exposicién. Las flechas en la autorradiografia indican los sitios de
inicio de la transcripcion
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Fig. 10. Caracterizacion del sitio de inicio de la transcripcién de los genes mceE y
mceF. Se empled para la reaccion de transcripcion reversa (RT) RNA extraido de E.
coli VCS257pJAM434 y el partidor PEE que hibrida en el gen mceE (A) o el partidor
PEF que hibrida en el gen mceF (B). Los carriles G, A, T, y C corresponden a la
reaccion de secuenciacion de DNA del plasmidio pJAM434 con el mismo partidor. El
carril PEx corresponde a la reaccion de extension del partidor.



de inicio de la traduccion de este mRNA (Fig. 10B). La region promotora de
mceF no se ajusta al consenso para el reconocimiento por la RNA polimerasa-
()'70.

El sitio de inicio de la transcripcién para las otras dos unidades transcripcionales
monocistrénicas mceC y mceD corresponde a un C y G respectivamente (Fig.
11). Estas se ubican a 23 bp rio arriba de su codo6n de inicio de la traduccion de
mceC y a 52 bp rio arriba de su codén de inicio de la traduccion de mceD. En
ambos casos tampoco las regiones promotoras se ajusta al consenso para el
reconocimiento por la RNA polimerasa-c”.

Para las unidades policistronicas mceJIHG y mceHG se determind que el sitio
de inicio de la transcripcién en ambos casos corresponde a una G (Fig. 11).
Para la unidad mceJ/HG el sitio de inicio esta ubicado a 55 bp rio arriba del
codén de inicio de la traduccion de meed. En cambio para la unidad mceHG el
sitio de inicio esta ubicado a 103 o 102 bp rio arriba del codon de inicio de la
traduccién de meeH, ya que esta unidad al igual que mceBA tambien posee dos
sitios contiguos de inicio que corresponde a dos G (Fig. 11). Con respecto a las
regiones promotoras de estas unidades policistronicas, la secuencia de las
cajas —10 y =35 no se ajustan al consenso para el reconocimiento por el factor
&% de la RNA polimerasa.

La Fig. 12 resume los resultados obtenidos indicando las 7 unidades
transcripcionales que componen al sistema de la microcina E492 y los 7

promotores identificados.
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Fig. 11. Sitio de inicio de la transcripcion y regién promotora de las
unidades transcripcionales mceC, mceD, mceJIHG y mceHG. El inicio de la
transcripcion se determind mediante experimentos de extension del partidor.
Las flechas indican el inicio y sentido de la transcripcion.
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Fig. 12. Organizacién transcripcional de los genes implicados en la
sintesis e inmunidad de la microcina E492 en el plasmidio pJAM434. Las
flechas negras indican la regién codificante (ORF) de cada gen y las flechas de
colores las unidades transcripcionales. La letra P sefiala la localizacion de la
region promotora. Esta figura fue construida a partir de la informacién obtenida
de la Fig. 5 a la Fig. 11.



3.1.3. Expresion transcripcional de la MccE492 y su inmunidad

Como se indicé anteriormente el gen que codifica para la microcina (mceA) y el
gen que codifica para la proteina de inmunidad (mceB) estan formando la
unidad transcripcional mceBA. Mediante experimentos de RT-PCR se
determiné que este mRNA se trancribe tanto en fase exponencial como
estacionaria de crecimiento tanto en la cepa E. coli VCS257pJAM434 como en
la cepa E. coli VCS257pJAM229 (Fig. 13 A).

Para determinar con mayor precision los niveles de expresion de este operon,
se utilizd un estandar interno, el gen de p-lactamasa presente en el plasmidio
pJAM434, para comparar las reacciones RT-PCR realizadas con RNA extraido
de cultivos crecidos hasta fase exponencial y fase estacionaria (Fig. 13 B),
corroborandose que mceBA se transcribe en ambas fases de crecimiento.
Paralelamente, se realiz6 una hibridacion Northern con RNA total aislado de
cultivos de la cepa E. coli VCS257pJAM434 tanto en fase exponencial como
estacionaria de crecimiento y empleando como sonda DNA del gen mceB
marcado con T4 kinasa y [*°PlyATP (Fig. 13 C). El resultado de la hibridacion
Northern confirma que los genes que codifican para microcina E492 y la

proteina de inmunidad de transcriben en ambas fases de crecimiento.



bp

780
1000

500

Fig 13. Expresion del operon mceBA en fase exponencial y estacionaria de
crecimiento. (A) RT-PCR a partir de RNA total de E. coli VCS257pJAM434
(carriles 2 y 3) y E. coli VCS257pJAM229 (carriles 4 y 5), purificado de un
cultivo en fase exponencial (carriles 2 y 4) o en fase estacionaria de crecimiento
(carriles 3 y 5). Para las reacciones de RT-PCR, asi como para el control
positivo con DNA (carril 6) se emplearon los partidores RL1 y RL3 (Tabla 3). (B)
RT-PCR empleando RNA total de E. coli VCS257pJAM434 purificado de un
cultivo en fase exponencial (carril 2) o en fase estacionaria de crecimiento (carril
3). El producto de amplificacion de 850 bp que aparece en todos los carriles,
corresponde al mensajero de f-lactamasa empleado como control interno. El
carril 4 corresponde al control de tratamiento con DNasa | y el carril 5
corresponde al control positivo usando DNA de pJAM434. Para la etapa de RT
se empleo el partidor RL3 para obtener el cDNA monohebra del operén mceBA
y para la etapa de PCR se emplearon los partidores RL1 y RL2. (C) Northern
blot de RNA total de E. coli VCS257pJAM434 en fase exponencial (carril 2) y
fase estacionaria (carril 3) de crecimiento. El carril 1 corresponde a un control
negativo sin RNA. Se empled como sonda el gen mceB amplificado por PCR y
marcado en el extremo 5’ con T4 kinasa y y[**P]JATP.



3.1.4. Expresion de los genes mceC, D, E, F, G, H, | y J en la cepa E. coli
VCS257 pJAM434.

Estudios previos de Orellana y Lagos (1996) determinaron que hay diferencias
en la produccion de microcina E492 activa dependiendo el medio de cultivo
empleado para crecer la cepa productora. La actividad microcina E492
recuperada de sobrenadantes de medio rico (LB) y medio salino minimo
suplementado con glucosa (M9+G) es muy baja, en cambio se recupera una
mayor actividad al crecer la cepa productora en medio salino minimo
suplementado con glucosa y citrato (M9+G+C).

Debido a esta diferencia en la produccion de microcina activa se estudiaron los
niveles de expresion transcripcional de los genes mceC, D, E, F, G, H, lyJen
fase exponencial y estacionaria de crecimiento en los tres medios de cultivo
antes descritos (LB, M9+G y M9+G+C). Para estos estudios se empled la
técnica de transcripcion reversa acoplada a PCR (RT-PCR).

Los genes involucrados en la exportacién de la microcina (mceG y mceH) asi
como los genes mceD, mceE y mceF se transcriben tanto en fase exponencial
como estacionaria de crecimiento en los tres tipos de medios de cultivos
ensayados (LB, M9+G y M9+G+C). En cambio los genes mceC, mced y mcel,
que estan involucrados en la produccion de microcina activa, presentan
variaciones en su expresion (Tabla 4). Por ejemplo el gen mceC se transcribe
en ambas fases de crecimiento, pero el fragmento amplificado en fase

estacionaria aparece con menor intensidad (Fig. 14).
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Tabla 4. Expresion de los genes del sistema microcina E492 mediante RT-PCR

en distintos medios de cultivo y etapas de crecimiento.

LB M9+G M9+G+C
Gen L E E L E
mceC + ¥ +/- J s
mceD + + + + +
mcekE + + + + +
mceF + + + + +
mceG + + + + +
mceH + + + + +
mcel + +/- - + -
mcedJ + +/- - + -
+ . amplificacion.
+/- : poca amplificacion.
. : no amplificacion.
L :fase exponencial de crecimiento.

E - fase estacionaria de crecimiento.
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Fig. 14. Estudio de la expresion transcripcional del gen mceC mediante
RT-PCR. Se empleé como templado RNA total de E. coli VCS257pJAM434
aislado a partir de un cultivo en fase fase exponencial (carril 2) estacionaria
(carril 3) y estacionaria tardia (carril 4) crecido en medio minimo suplementado
con glucosa (M9+G) y en medio minimo suplementado con glucosa y citrato
(M9+G+C). M corresponde al estandar de tamano molecular 100 bp DNA
ladder. EI carril 1 corresponde a un control en el que la muestra la muestra se
tratdé con Dnasa | y se sometio directamente a una reaccion de PCR sin realizar
el paso de RT. El carril 5 corresponde a una reaccion de PCR empleada como
control positivo en las que se usé como templado DNA del plasmidio pJAM434.
Para este experimento se utilizaron los partidores C1 y C2 (Tabla 3).



68

Para determinar con mayor precision los niveles de mRNA de estos genes, se
realizd experimentos de RT-PCR semicuantitativo utilizando el gen de B-
lactamasa como estandar interno, lo que permitié establecer los niveles de
expresion de estos genes en fase exponencial y estacionaria con respecto a un
patron de comparacion. Se escogidé el gen que codifica para la enzima p-
lactamasa, debido a que se encuentra en el mismo numero de copias que los
genes a estudiar y se expresa tanto en fase exponencial como estacionaria de
crecimiento.

Para los experimentos de expresion del gen mceC mediante RT-PCR se
empled partidores para el gen de p-lactamasa (AMP1 y AMP2) que amplifican
un fragmento de 850 bp y los partidores C3 y C2 del gen mceC que amplifican
un fragmento de 650 bp. Mediante estos experimentos se establecié que el gen
mceC se expresa tanto en fase exponencial como estacionaria de crecimiento
(Fig. 15).

Los genes mcel y mced se co-transcriben en una unidad policistrénica, por lo
cual se disenaron partidores que amplifican una region de 500 bp que abarca
parte de los dos genes (J3 y PEI). Los resultados de expresion mediante RT-
PCR indican que estos genes se transcriben solo en fase exponencial de
crecimiento, no detectandose mRNA de estos genes en fase estacionaria (Fig.

15).
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Fig. 15 . Transcripcion de los genes mceC, mcel y mced en fase
exponencial (L) y estacionaria (E) de crecimiento. Los experimentos de RT-
PCR se realizaron empleando RNA total de E. coli VCS257pJAM434. EI
producto de amplificacion de 850 bp que aparece en todos los carriles,
corresponde al mensajero de p-lactamasa empleado como control interno. Los
carriles (-) corresponden a control de tratamiento con DNasa I. Los carriles (+)
corresponden a control positivo usando como templado DNA del plasmidio
pJAM434. Los carriles M corresponden al estandar de tamario molecular 100 bp
DNA ladder.
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3.1.5. Localizacion de la insercion del tranposén Tn5 en mutantes para la
produccion de MccE492 en la cepa E. coli VCS257pJAM434.

Nuestro laboratorio posee una coleccion de méds de 200 mutantes en la
produccion de microcina E492 que fueron obtenidas por mutagénesis al azar
usando el transposén Tn5 y el plasmidio pJAM434 en el cual estan clonados los
determinantes genéticos de la produccién e inmunidad de la microcina E492
(Wilkens y cols., 1997; Lagos y cols., 2001).

Mediante analisis con enzimas de restriccion, PCR y secuenciacion se localizd
la insercion del transposdn Tn5 en distintas mutantes en la producciéon de
microcina E492.

Empleando diferentes enzimas de restriccion, se ubicé la regién del DNA en la
cual estaba inserto el transposon en los distintos mutantes. Se localiz6
especificamente el gen donde se insertdé el transposén mediante PCR,
empleando un partidor especifico que hibrida en la regién IR de Tn5 (partidor
Tn1) y partidores que hibridan en la regiéon 5’ o 3’ de los diferentes genes (a
modo de ejemplo ver Fig. 16). Se determind la insercion del transposén en la
secuencia nucleotidica mediante la secuenciacion del DNA de los mutantes que
presentaban una sola insercion de Tn5 y se dedujo la insercion a nivel de
secuencia primaria mediante analisis computacional. La Tabla 5 resume el
resultado obtenido de localizacion de los sitios de insercion del transposén Tn5
en los genes del sistema de microcina E492 para los mutantes np220, np133,
np125, p527, p312, np234, p411, np201, np108,np109, np203, np205, np218

np237, np229, np221.
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Fig. 16. Localizacién de la insercion del transposon Tn5 en el gen mceC.
(A) Esquema de los partidores empleados para determinar la localizacion de la
insercion de Tnb5. Las lineas negras representan los fragmentos amplificados
mediante PCR con cada pareja de partidores. (B) Localizacion de la insercion
de Tn5 mediante PCR. Para estos experimentos se empled DNA del plasmidio
np133. El carril 1 corresponde a una reaccion de PCR en la que se empled los
partidores C1 y Tn1. El carril 2 corresponde a una reaccion de PCR en la que
se empled los partidores C2 y Tn1. El carril 3 corresponde a una reaccion de
PCR en la que se empled los partidores C1 y C2 y DNA del plasmidio pJAM434
como templado. El carril M corresponde al estandar de tamano molecular 100
bp DNA ladder. (C) Localizacién de la insercién de Tn5 mediante secuenciacion
del DNA. Se purifico el fragmento amplificado mediante PCR con los partidores
C1y Tn1 y se secuencid este fragmento empleando el partidor Tn1. Los carriles
G, A, T, y C corresponden a la reaccién de secuenciacion de DNA. La flecha
indica la insercién de la secuencia del transposon Tn5 en la secuencia del gen
mceC.
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3.1.6. Expresion transcripcional de los genes del sistema MccE492 en
mutantes en los genes mceC, mceD y mceFG.

Para determinar si la ausencia de alguno de los productos génicos tiene algun
efecto sobre la transcripcion de los restantes genes del sistema, se estudio la
expresion transcripcional de los genes del sistema de la MccE492 en los
mutantes np133, p527 y JRS1. Se crecieron estos mutantes en medio M9
suplementado con glucosa y citrato. Se aislé RNA total de estos mutantes de
cultivos crecidos hasta fase exponencial y estacionaria y se analizé la expresion
de los diferentes genes mediante RT-PCR. Para estos experimentos se emplo
partidores que hibridan en el extremo 5’ y 3’ de la region codificante en los
genes mceC, mceD, mceE, mceF y partidores que amplifican una regién
intragénica para analizar la expresion de los genes mceAB, mceGH y mcelJ.

La mutante np133 presenta una insercion Unica del transposon Tn5 en el gen
mceC (Tabla 5). El producto de este gen esta involucrado en la maduracién de
la microcina ya que esta mutante posee un fenotipo de produccion de microcina
inactiva (Lagos y cols., 2001). Se determind en esta mutante que los genes
mceA, B, D, E, F, G y H se transcriben en fase exponencial y estacionaria de
crecimiento (Fig. 17) y que los genes mcel y mceJ se transcriben solo en fase
exponencial (Fig. 17) al igual que en la cepa silvestre. El producto de
amplificaciéon de 850 bp que aparece en todos los carriles de la Fig. 17

corresponde al mensajero de p-lactamasa empleado como control interno.
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Tabla 5. Localizacién de la insercién del transposén Tn5 en los genes del
sistema microcina E492 en mutantes no productores de Mcc E492 activa.

mceA 103 np220 437 43
mceB 95 -
mceC 370 np133 2263 320
np125 1973 223
mceD 414 p527 31568 229
p312 3903 promotor
mceF 179 np234 6553 173
p411 6551 173
mceG 698 np108 8422 351
np201 8977 116
mceH 413 np109 9959 200
np203 9937 207
mcel 163 np205 10958 89
mceJ 524 np218 11365 476
np237 11366 476-477
np229 11367 477
np221 12119 225-226

# Se usé como referencia la secuencia del fragmento de DNA 13 kb que
contiene los determinantes genéticos del sistera microcina E492 contenido en
el plasmidio pJAM434 publicada en el GenBank (cédigo de acceso AF063590).
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Fig. 17. Estudio de la expresion transcripcional de los genes del sistema
de microcina E492 en la mutante np133 (mceC’). El producto de amplificacion
de 850 bp que aparece en todos los carriles, corresponde al mensajero de p-
lactamasa empleado como control interno. El carril - corresponde al control en
que de la muestra de RNA se traté con DNasal y se sometio directamente a una
reaccion de PCR sin realizar el paso de RT. El carril M corresponden al
estandar de tamafio molecular 100 bp DNA ladder.
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Como se esperaba en estos experimentos no se detectdé mRNA para el gen
mceC, pero se amplificé en fase exponencial una banda de 300 bp cuyo origen
no pudimos determinar.

Un resultado similar al obtenido para la mutante np133 se obtuvo con la
mutante p527 (Fig. 18) que presenta una insercion del transposon Tn5 en el
gen mceD (Tabla 5). El producto de este gen posee homologia con una
enteroquelina esterasa (IroD) de Salmonella enterica serotipo Typhi. La Fig. 18
muestra que los genes mceJl se expresan solo en fase exponencial de
crecimiento, en cambio el resto de los genes se expresan en ambas fases de
crecimiento.

La mutante JRS1 es una mutante por delecion que carece de un fragmento Sall
y que posee un fenotipo no productor de microcina (Wilkens y cols., 1997). Al
sacar el fragmento Sall se pierde el gen mceF y 6 pb del expremo 3’ del gen
mceG, lo que produce un cambio en el marco de lectura en MceG generando
una proteina con un extremo C- terminal alterado, donde la secuencia normal
VDRTISI es reemplazada por VDRCP en la mutante JRS1. Estas alteraciones
en la composicién y tamano de la proteina hacen que el transportador sea
incapaz de exportar la MccE492 al espacio extracelular. El perfil de expresion
transcripcional en esta mutante doble muestra que al igual que en la cepa
silvestre los genes mcel y mced se expresan solo en fase exponencial (Fig. 19).
En cambio, los genes mceA, B, C, D, E, G y H se expresan en ambas fases de
crecimiento. En estos experimentos se detecta la expresion de meceG debido a

que se empled un partidor que amplifica una region intragénica de mceGH.
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Fig. 18. Estudio de la expresién transcripcional de los genes del sistema
de microcina E492 en la mutante p527 (mceD’). El producto de amplificacién
de 850 bp que aparece en todos los carriles, corresponde al mensajero de p-
lactamasa empleado como control interno. El carril - corresponde al control en
que la muestra de RNA se traté con DNasal y se sometio directamente a una
reaccién de PCR sin realizar el paso de RT. El carril M corresponden al
estandar de tamarno molecular 100 bp DNA ladder.
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Fig. 19. Estudio de la expresion transcripcional de los genes del sistema
de microcina E492 en la cepa JRS1 (mceF", mceG’). Los experimentos de
RT-PCR se realizaron empleando RNA total aislado en fase exponencial y
estacionaria de crecimiento. El carriles - corresponde al control en que la
muestra de RNA se traté con Dnasa | y se sometio directamente a una reaccion
de PCR sin realizar el paso de RT. El carril M corresponde al estandar de
tamano molecular 100 bp DNA ladder.
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3.2. ESTUDIOS DE REGULACION A NIVEL TRADUCCIONAL

La microcina E492 es producida principalmente en fase exponencial de
crecimiento (de Lorenzo y cols., 1984; Wilkens y cols., 1997). Sin embargo,
como se senal6 anteriormente en esta Tesis, los genes que codifican para la
microcina (mceA) y para la proteina de inmunidad (mceB) se transcriben tanto
en fase exponencial como estacionaria de crecimiento. Resultados en nuestro
laboratorio muestran que es posible aislar microcina desde el sobrenadante de
un cultivo en fase estacionaria, pero es inactiva. Mediante cultivos en fase
estacionaria de la cepa de E. coli productora de microcina, a la que se
reemplazo el medio de cultivo gastado por medio fresco y se incubd varias
horas, se determind que esta cepa de E. coli produce microcina durante la fase
estacionaria, pero la microcina recuperada no presenta actividad cuando se
ensaya sobre un césped de células sensibles (Corsini y cols., 2002).

Como paso siguiente en el estudio de la regulacién de la expresion de
microcina E492 se abordo este estudio desde un punto de vista traduccional,
caracterizando la produccion de la microcina E492, la proteina de inmunidad y
las proteinas involucradas en la maduracién (MceC y Mcel) durante las etapas

del crecimiento bacteriano.

3.2.1. Construccion de fusiones traduccionales.
Para determinar como ocurre la expresion traduccional de las proteinas del

sistema microcina E492 durante el crecimiento bacteriano, se realizaron
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fusiones al azar de estas proteinas con la enzima f-galactosidasa. Para ello se
empled el bacteriéfago mini-Mu dlI1681 (Castilho y cols., 1984), que es un fago
defectivo que porta en su genoma el gen de resistencia a kanamicina del
transposon Tn5 y el operdn lactosa sin las sefales de iniciacion de la
transcripcion y traduccién y sin los primeros codones del gen /acZ (Fig. 3A). La
obtencion de proteinas hibridas requirié que el sentido de la transcripcion asi
como la fase de lectura de ambos genes coincidieran y que la proteina hibrida
formada tuviera actividad p-galactosidasa, quedando la expresion del gen
hibrido bajo el control transcripcional y traduccional del gen en el que se inserto
el fago mini-Mu (Fig. 3B). Las fusiones traduccionales se llevaron a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Casthilho y cols. (1984), que se resume en la
Fig. 4. Se empled la cepa de E. coli POII1681 que porta en el cromosoma los
fagos Mu cts (helper) y Mu dll1681 (defectivo). Esta cepa se transformé con el
plasmidio pJAM434 (Amp") o con el plasmidio pMAH (Cm'). La cepa
trasformada se crecié a temperatura restrictiva y al aumentar la temperatura se
indujo la transposicion al azar del fago Mu dll1681 desde el cromosoma
bacteriano al plasmidio. Se prepararon lisados de Mu y se infectd la cepa
receptora E. coli pop3001.6 (recA’) para seleccionar los muductantes
portadores del plamidio con inserciéon del mini-Mu. Para la seleccion se
emplearon placas de medio LB con antibioticos (Amp o Cm y Km) y X-gal para
discriminar aquellos muductantes que llevaban el plasmidio con el fago mini-Mu

y cuya fusion quedaba en fase con alguno de los genes. Los muductantes que
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presentaron color azul se repicaron a placas con antibiéticos y X-gal varias
veces para analizar la estabilidad de la insercién y los clones estables se
almacenaron.

Mediante este procedimiento se obtuvo una coleccién de 289 muductantes
entre el plasmidio pJAM434 y Mu dIl1681, y una coleccién de 35 muductantes
entre el plasmidio pMAH y este fago mini-Mu. Se aislé DNA plasmidial de estos
muductantes y posteriormente se localizoé la region del DNA donde se inserto el
fago mini-Mu mediante andlisis de restriccion empleando la enzima EcoRl y se
localizd especificamente el gen donde se insertdo mediante PCR empleando un
partidor antisentido ubicado en el gen /acZ de fago mini-Mu y partidores directos
0 “sense” ubicados en la region 5 de los genes del sistema microcina. Se
obtuvo fusiones del mini-Mu con los genes mceA, mceB, mceC, mceG, mceH,

mcel y meced como se muestra en la Tabla 6.

3.2.2. Expresion traduccional de la microcina E492 y su inmunidad.

Para estudiar la expresion traduccional de la microcina E492 y su inmunidad se
emplearon los muductantes MuME132 y MuME12, respectivamente (Tabla 6).
En la construccion pMuME132 el fago mini-Mu dll1681 se insert6 en el
aminoacido 73 de la MccE492 dando origen a una fusién MceA-LacZ y en la
construccion pMuME12 el fago se insertd en el residuo 57 de la proteina de
inmunidad produciéndose la fusion MceB-LacZ. Se determind la expresion

traduccional de los productos génicos mceA- lacZ y mceB-lacZ en estos
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Tabla 6. Fusiones traduccionales obtenidas entre los genes del sistema
microcina E492 y el fago mini-Mu dll1681

Gen Plasmidio Fusién (gen-Mini Mu) Nombre Construccion
mceA pMAH MceA-LacZ pMuME132
mceB pMAH MceB-LacZ pMUME12
mceC pPJAM434 MceC-LacZ pMUG21
mceG pJAM434 MceG-LacZ pMUG13
pMUG14
pMUG24
pMUG41
pMUG128
pMUG133
pMUG195
mceH pJAM434 MceH-LacZ pMUG12
pMUG131
mcel pJAM434 Mcel-LacZ pMUG43
pMUG132
mceJ pJAM434 Mced-LacZ pMUG33




muductantes, midiendo a actividad p-galactosidasa durante el crecimiento
celular usando de huésped E. coli pop3001.6 (Fig. 20).

La cinética de crecimiento que presentan ambos muductantes es similar,
llegando a fase estacionaria de crecimiento a los 400 min, aproximadamente.
La proteina de fusion MceA-LacZ (pMuME132) se expreso mayoritariamente al
comienzo de la fase exponencial y decayo al llegar a la fase estacionaria,
manteniendo constante los bajos niveles de actividad durante la fase
estacionaria (Fig. 20). Los valores de actividad maxima y minima para MceA-
LacZ son aproximadamente 53 y 16 Unidades Miller (UM) respectivamente. En
cambio MceB-LacZ (pMuME12) presentd un perfil de expresion similar al
anterior pero con niveles de actividad mucho mayores con un valor maximo de
alrededor de 100 UM y un valor minimo que bordea las 40 UM (Fig. 20). Por lo
tanto, existe aparentemente una diferencia en los niveles de expresion
traduccional de los productos génicos de mceA y mceB, pese a que provienen

de un mismo mRNA.

3.2.3. Expresioén traduccional de las proteinas de maduracién MceC vy
Mcel.

A las proteinas MceC y Mcel se les ha asignado una funcién en la maduracion
de la microcina E492 ya que mutantes en los genes mceC y mcel producen una

microcina inactiva (Lagos y cols., 2001).
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Fig. 20. Expresiéon traduccional de la proteina MceA-LacZ en E. coli
pop3001.6pMuME132 y de la proteina MceB-LacZ en E. coli
pop3001.6pMuME12. Las curvas en azul corresponden a la cinética de
crecimiento bacteriana (DO g00 nm) de E. coli pop3001.6pMuME132 (+) y de E.
coli pop3001.6pMuME12 (H). Las curvas en rojo corresponden a la actividad p-
galactosidasa que presentan las fusiones MceA-LacZ (¢) y MceB-LacZ (M)
expresada en unidades Miller.
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Para comprender el papel que pueden estar cumpliendo estas proteinas se
estudié su expresion traduccional empleando los muductantes MUG21 vy
MUG43 (Tabla 6). En el muductante MUG21 el fago mini-Mu dil1681 se insertd
en el plasmidio pJAM434 en el aminoacido 26 de la proteina MceC dando
origen a una proteina de fusion MceC-LacZ y en el muductante MUG43 el fago
se insertd en el aminoacido 108 de la proteina Mcel produciéndose la proteina
de fusion Mcel-LacZ. La expresion traduccional en estos muductantes se
determind midiendo la actividad p-galactosidasa durante el crecimiento celular
usando de huésped la cepa de E. coli pop3001.6 (facZ).

La fusion MceC-LacZ presentd una menor expresion al comienzo de la fase
exponencial de crecimiento pero luego aumenté su expresion hasta llegar a
fase estacionaria, donde disminuyé levemente a niveles alrededor de 200 UM
(Fig. 21) . Esta disminucion se hace mas evidente cuando las mediciones se
realizan a tiempos mas prolongados durante la fase estacionaria, como se
mostrara mas adelante. El valor de 200 UM es similar al obtenido a tiempo cero,
el cual nos indica el estado de expresidn que poseen las células bacterianas
empleadas para la inoculacion del cultivo y que provienen de un cultivo que se
encuentra en fase estacionaria. En general el nivel de actividad p-galactosidasa
de esta fusion es mucho mayor que él de las demas fusiones, con valores

maximos y minimos de 300 y 100 UM respectivamente.
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Fig. 21. Expresion traduccional de la proteina MceC-LacZ en E. coli
pop3001.6pMUG21. La curva en azul corresponde a la cinética de crecimiento
bacteriana (DO 600 nm) de E. coli pop3001.6pMUG21. La curva en rojo
corresponde a la actividad p-galactosidasa que presentan las fusiones MceC-
LacZ expresada en unidades Miller.

(Unidades Miller)
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La disminucion en la expresion de proteina MceC detectada en fase
estacionaria no se observé cuando se midid la expresion transcripcional
mediante RT-PCR (Fig 15), pero si se hizo evidente en los resultados obtenidos
mediante hibridacién Northern (Fig. 22).

En estos experimentos no se detectd presencia mRNA del gen mceC en fase
estacionaria de crecimiento cuando se empled RNA total extraido de un cultivo
de la cepa de E. coli VCS257pJAM434 crecida durante 840 min. La
discrepancia entre los resultados de expresion de los mMRNA mediante RT-PCR
y Northern blot podria explicarse por la diferencia de sensibilidad de ambos
meétodos. Por ejemplo, si suponemos que hay 100 copias de mRNA de un gen
en una etapa versus 300 copias del mismo gen en otra etapa del crecimiento, la
cantidad de copias del amplificado que se genera después de 25 ciclos en una
reaccion de PCR es de 3,4 x 10° y 1x10'° respectivamente. Si suponemos que
para un fragmento de DNA de 1.000 bp, 9,1x10"" moléculas equivalen a 1,52
pmoles y que 1 pmol equivale a 0,66 ug entonces las 3,4 x 10° moléculas
sintetizadas equivalen a 3,6 ng y las 1x10'® moléculas equivalen a 11 ng. Esta
diferencia no es detectada por PCR debido a la gran sensibilidad que posee
esta técnica, por tal motivo con la metodologia de RT-PCR aplicada en este
trabajo no es posible apreciar una diferencia o disminucion de 3 veces en la

cantidad mRNA.



mceC —

Fig. 22. Estudio de la expresion transcripcional del gen mceC mediante
hibridacion Northern. Se empleé RNA total de E. coli VCS257pJAM434
aislado a partir de un cultivo en fase exponencial (L) crecido durante 5 horas
(300 min) y un cultivo en fase estacionaria (E) crecido durante 14 horas (840
min) usando medio minimo M9 suplementado con glucosa y citrato. Se empled
como sonda el gen mceC amplificado por PCR y marcado en el extremo 5' con
T4 kinasa y y[**P]ATP.
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Mcel-LacZ se expresé muy pobremente al comienzo de la fase exponencial (8
UM), pero su expresion aumenté durante la fase exponencial (50 UM) y al llegar
a fase estacionaria cay6 drasticamente (25 UM) hasta alcanzar niveles mas

bajos, los que se mantuvieron durante la fase estacionaria (Fig. 23).
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Fig. 23. Expresion traduccional de la proteina Mcel-LacZ en E. coli
pop3001.6pMUG43. La curva en azul corresponde a la cinética de crecimiento
bacteriana (DO e nm) de E. coli pop3001.6pMUG43. La curva en rojo
corresponde a la actividad B-galactosidasa que presentan las fusiones Mcel-
LacZ expresada en unidades Miller.

(Unidades Milier)
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3.3. EFECTOS DEL HIERRO EN LA EXPRESION DE LA MICROCINA E492.

La actividad de la microcina en el medio extracelular es regulada por la
presencia de un antagonista (de Lorenzo y cols.,1984). Este antagonista
corresponde a un trimero ciclico de 2,3-dihidroxibenzoilserina denominado
enteroquelina (Orellana y Lagos, 1996). La enteroquelina o enterobactina es un
quelante de Fe (lll), el cual es secretado al medio extracelular por la ceélula
cuando la bacteria necesita incorporar hierro debido a la disminucion de la
concentracion de este metal a nivel citoplasmatico. La carencia de hierro en el
medio de cultivo de un cepa bacteriana productora de microcina E492 produce
una disminucioén de la actividad microcina, posiblemente por la produccidn de
enteroquelina y su accion inhibitoria sobre ésta (Orellana y Lagos, 1996). No se
ha establecido si la carencia de hierro tiene un efecto directo sobre la expresion

de la microcina E492.

3.3.1. Efecto del hierro en la expresion transcripcional de los genes de
maduracion y exportacion de la microcina.

Se analizo6 el efecto del hierro en la expresion transcripcional de los genes de
maduracion meceC, | y J y en los genes de exportacién mceG y H mediante RT-
PCR. Para ello se aisld6 RNA total de E. coli VCS257pJAM434 crecida hasta
fase exponencial o estacionaria en medio M9 suplementado con glucosa y
citrato, en presencia o ausencia de Fe®. Para la condicién de ausencia de

hierro se agrego al medio de cultivo el quelante DTPA a una concentracion final
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de 12 uM y para la condicion de presencia de hierro no se agregé DTPA al
medio de cultivo. En la Fig. 24 se resumen los resultados obtenidos en estos
experimentos. Para todos los genes analizados no se encontré diferencias en la
amplificacion mediante RT-PCR de los mRNA, ya sea de cultivos tratados con
DTPA (Fig. 24, carriles 2 y 4) o no tratados con el quelante (Fig. 24, carriles 1y
3). Se puede entonces inferir que, la ausencia o presencia de hierro no produce

un efecto notorio en la expresion de los mRNAs de los genes mceC, J, |, Gy H.

3.3.2. Efecto del hierro en la expresiéon traduccional del gen de
maduracion mceC.,

Se estudié el efecto del hierro en la expresién traduccional del gen de
maduracién mceC midiendo la actividad B-galactosidasa durante el crecimiento
celular del muductante MUG21 (Tabla 6), usando de huésped la cepa de E. coli
pop3001.6 (lacZ) crecida en medio M9 suplementado con glucosa y citrato, en
presencia o ausencia de Fe**. Para la condicién de presencia y ausencia de
hierro se agregé el quelante DTPA al medio de cultivo a una concentracion final
de 0,5y 12 uM.

La fusion MceC-LacZ presentd una menor expresion a comienzos de la fase
exponencial de crecimiento en todos los cultivos, la que se mantuvo constante
cuando se adiciond DTPA (Fig. 25). En cambio el cultivo al que no se adiciond

DTPA, aumentd la expresion de MceC-LacZ hasta llegar a fase estacionaria de
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Fig. 24. Estudio del efecto del hierro en expresion de los genes mceG (A),
mceH (B), mceJ (C), mcel (D) y mceC (E) mediante RT-PCR. Se empled
como templado RNA total de E. coli VCS257pJAM434 aislado a partir de un
cultivo en fase estacionaria (E) (Carriles 1 y 2 ) o fase exponencial (L) (carriles 3
y 4), no tratado (carriles 1y 3) o tratado con el quelante de hierro DTPA (carriles
2y 4). M corresponde al estandar de tamano molecular 100 bp DNA ladder. Los
experimentos se realizaron usando los partidores G1 y PEG (A), H1 y PEH (B),
J1y PEJ (C), 1 y PEI (D) y C1 PEC, los que se muestran en la Tabla 3.



crecimiento y posteriormente disminuy6 alcanzando los niveles de expresion de

los cultivos deprivados de hierro (Fig. 25).

3.3.3. Identificacion en el sistema microcina E492 de regiones de unién de
la proteina reguladora dependiente de hierro Fur, mediante ensayo de
titulacion de Fur (FurTA)

Los resultados mostrados parecen indicar que la expresion de los genes mceA,
B, G, H, | y J no esta regulada por la presencia o ausencia de hierro. Sin
embargo, el analisis de la secuencia nucleotidica de las regiones ubicadas rio
arriba del inicio de la traduccién de todos los ORFs que integran el sistema
indica la presencia de secuencias consenso para la unién de la proteina
reguladora Fur en los genes mceC, mceD, mceE, mceF, mceH y mcel. Por ello
se decidi6 estudiar en forma especifica una posible regulacion por hierro
mediada por Fur.

Para determinar si estas posibles secuencias consenso para la unién de la
proteina reguladora Fur son funcionales se empled un sistema de deteccion in
vivo denominado ensayo de titulacion de Fur (FurTA) (Stojiljkoviv y cols., 1994).
Para estos experimentos se uso la cepa reportera de E. coli H1717 que posee
en su cromosoma una fusion entre el promotor de fhuF y el gen lacZ (Stojiljkoviv
y cols., 1994). Esta construccién es reprimida por la proteina reguladora Fur ya
que el promotor de fhuF posee una caja para la unién de la proteina Fur.
Cuando esta cepa es transforma con un plasmidio multicopia que posee una

region o caja reconocida por esta proteina reguladora, la proteina Fur unida al
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Fig. 25. Efecto del hierro en la expresion traduccional de la proteina MceC-
LacZ. Las curvas en linea continua y circulos corresponden a la cinética de
crecimiento bacteriana (DO 00 nm) de E. coli pop3001.6pMUG21 en cultivos a
los que se adicion6 0 uM de DTPA (e), 5 uM de DTPA (=) y 10 uM de DTPA (e).
Las curvas en linea discontinua y cuadrados corresponden a la actividad B-
galactosidasa que presenta la fusion MceC-LacZ en cultivos a los que se
adicion6 0 uM de DTPA (H), 5 uM de DTPA (M) y 10 uM de DTPA (),
expresada en unidades Miller.
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promotor de fhuF en el cromosoma es titulada por la secuencia presente en el
plasmidio y se expresa el gen /lacZ empleado como reportero, obteniéndose
colonias rojas al crecer los transformantes en placas de agar MacConkey
suplementadas con hierro. Si la cepa de E. coli H1717 es transformada con un
plasmidio que no posee una secuencia para la unién de la proteina Fur, el
regulador no es titulado, el gen reportero /acZ permanece reprimido y se
obtienen colonias blancas al crecer los transformantes en placas de agar
MacConkey suplementadas con hierro. Las placas de agar MacConkey
empleadas en estos experimentos siempre son suplementadas con hierro a una
concentracion de 60 pM para evitar la aparicion de falsos positivos, ya que si la
célula carece de hierro la proteina Fur no es capaz de unirse al DNA y se activa
la expresion del gen reportero lacZ.

La cepa de E. coliH1717 se transformé con plasmidios que llevan los genes del
sistema microcina E492 como pJAM434 o pJAM229. Estos transformantes al
ser crecidos en placas de agar MacConkey suplementadas con hierro dan una
coloracion roja a la colonia (Fig. 26A), lo que indica que el plasmidio titulo a la
proteina Fur que se une al sistema reportero y se desreprimio la expresion del
gen flacZ. En cambio, al transformar la cepa de E. coli H1717 con el vector
pHC79 empleado para clonar los genes del sistema microcina E492 las colonias
obtenidas son de color blanco (Fig. 26A). Cuando se transformé la cepa
reportera con el plasmidio pB40 que posee los genes mceABCDEIJ o con el

plasmidio pJl que posee los genes mceABCDE se obtuvieron colonias rojas
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Fig. 26. Deteccion de los genes del sistema microcina E492 que poseen
zonas de unién de la proteina reguladora Fur mediante ensayo de
titulacion de Fur (FurTA). Para estos experimentos se empleé la cepa de E.
coli H1717. Cuando esta cepa es transformada con un plasmidio multicopia
que posee una region a la cual se une la proteina Fur, la cepa expresa el gen
facZ, y las colonias transformantes son visualizadas de color rojo al crecer en
placas de agar MacConkey suplementadas con hierro.
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(Fig. 26A) lo cual indica que algunos o todos los genes clonados en estos
plasmidios poseen secuencias para la union de la proteina Fur. En cambio,
cuando se transformé E. coli H1717 con plasmidos que contenian los genes
mceGHIJ (pGHIJ12 y pGHIJ13) se obtuvo colonias blancas (Fig. 26A), lo que
indica que el gen lacZ se mantuvo reprimido y que los genes mceGHIJ clonados
en el plasmidio no posee secuencias para titular a la proteina Fur que se une al
sistema reportero. Para establecer si l0s genes mceAB posee una caja Fur
(determinada mediante analisis bioinformatico), se transformé E. coliH1717 con
el plasmidio pMAH34, que lleva clonado en su sitio BamHI un fragmento PCR
que contiene los genes antes mencionados y su promotor. Al crecer estos
transformantes en placas de agar MacConkey suplementadas con hierro las
colonias dieron una coloracion blanca (Fig. 26A).

De acuerdo a estos resultados l0s genes candidatos para poseer secuencias de
unién para la proteina Fur son: mceC, mceD, mceE y mceF. Esto se confirmo al
obtener colonias rojas provenientes de la cepa indicadora transformada con el
plamidio pJIE291 que portan un fragmento de DNA con los genes mceC, Dy E
(Fig. 26B).

Los plasmidios pJAM434, pJAM229, pJl, y pJIE291 poseen una region del
cromosoma de K. pneumoniae RYC492 que no esta involucrada en la
producciéon de microcina E492 (Wilkens y cols., 1997). Para analizar la
presencia de cajas Fur en esa region, se transformé E. coli H1717 con el
plasmidio pA40 que contiene la region del cromosoma de K. pneumoniae

RYC492 no involucrada en la produccion de la microcina E492, ademas del gen
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mceF y parte del gen mceG. Con este plasmidio se obtuvo colonias rojas al
plaquear los transformantes en placas de agar MacConkey suplementadas con
hierro (Fig. 26B). No obstante, cuando se transformé E. coli H1717 con el
plasmidio pJll también se obtuvo colonias rojas (Fig. 26B). Este plasmidio sin
embargo, carece de la regiéon del cromosoma de K. pneumoniae RYC492 que
no esta involucrada en la produccién de la microcina E492, lo que confirma que
los resultados obtenidos mediante el sistema FurTA se deben a secuencias
presentes en algunos, varios o todos genes candidatos (mceC, mceD, mceE y
mceF).

Para determinar cuales de los cuatro genes poseen regiones capaces de titular
a la proteina Fur mediante analisis del tipo FurTA, se clond las regiones
promotoras de estos genes que incluyen las posibles cajas de union a Fur. Para
ello se amplificd mediante PCR los fragmentos delimitados por los partidores
que se muestran en la Fig. 27 y Fig. 28. Para mceC se amplificé un fragmento
de 347 bp empleando los partidores FurC y PEC. Para mceD se amplifico un
fragmento de 267 bp y se emplearon los partidores FurD y PED. Para mceF se
amplificd un fragmento de 258 bp con los partidores FurF y PEF. En cambio
para mceE se amplificaron dos fragmentos, uno de 357 bp empleando los
partidores FurE1 y PEE que incluye las dos posibles cajas Fur presentes en
esta region y otro fragmento de 239 bp usando los partidores FurE2 y PEE que
posee solo una de las cajas Fur (Fig. 28). Estos fragmentos se sintetizaron
empleando Pfu DNA polimerasa y se clonaron en el sitio £coRV del vector

pACYC184. Los transformantes obtenidos para cada una de las construcciones
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TCCTCTCGTTGTTTCCAGAGTGATGTGTTTTTCTGATGAGTGGATTAAGTTCCTAAAACG

GAGAAGGATTTTCTTGTGCGTATTCTCTTTATTGGCCCTCCTTTGTATGGGCTGTTATAC
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ATGGGCTACGCGGCTCTGCTAATATAACAAATCAACGCGGCACGGGCACAGGAAGCTATA

-35
TTGACGCARATGGTGCCTGCAGGGGCCCAGGTACGCCAACCAGCGGTATGTARACGGGAA
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GTGAATCCTCTTTCATAGCTAAGAGACCTTCTCATCATCCTTATAATATATAATTTTTGT

CTACAAGGTATGCCATTTATGAGGAATCATCCATCCAGAAGTCTTGATGATATCTGTACG
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Fig. 27. Regiones de los genes mceC y mceD que posee las posibles cajas
para la unién de la proteina Fur. Las cajas para la union de la proteina Fur
estan indicadas con un rectangulo azul. El sitio de inicio de la transcripcion de
los genes esta sefialado con el signo “+1”. Las flechas indican la ubicacion de
los partidores empleados para amplificar mediante PCR estas regiones.
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TTCTQTTCTTTGTGAGGTAAGTGAAATGGTGTTTGCTACAGACCTGGTGGCGGCAGATGA
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CGGGTTAAGAACAACGTTGCTGGCTTTGATCATGACCGCCACATTGCTCGAGGACTTCTT

GCCCCCATGTTATTCATCCTCGAATTTATTATTTTAGTTCCGTTGTATTATTTGTTTTTT
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Fig. 28. Regiones de los genes mceE y mceF que posee las posibles cajas
para la unioén de la proteina Fur. Las cajas para la unién de la proteina Fur
estan indicadas con un rectangulo azul. El gen mceE posee dos posibles cajas
de unién en cambio el gen mceF posee sélo una. El sitio de inicio de la
transcripcion de los genes esta sefialado con el signo “+1”. Las flechas indican
la ubicacion de los partidores empleados para amplificar mediante PCR estas
regiones.
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se analizaron mediante PCR y posteriormente se secuenciaron, obteniéndose
los siguientes plasmidios: pFurC2 contiene un fragmento de 347 bp de la region
promotora del gen mceC (Fig. 27), pFurD22 posee un fragmento de 267 bp de
la regién promotora de meceD (Fig. 27), pFurE1 tiene clonado un segmento de
DNA 357 bp que incluye las dos posibles cajas Fur presentes en esta region
promotora de mceE (Fig. 28), pFurE2-45 lleva un fragmento de 239 bp que
posee solo la segunda caja Fur de la regidén promotora de mceE (Fig 28) y el
plasmidio pFurF-A que contiene el fragmento de la region promotora de mceF
de 258 bp (Fig. 28).

La cepa indicadora del sistema FurTA se transformé con los plasmidios pFurC2
y pFurD22 obteniéndose en ambos casos colonias blancas al crecer los
transformantes en placas de agar MacConkey suplementadas con hierro (Fig.
29). Esto indica que la regulacion por hierro en mceC observada utilizando la
fusion traduccional MceC-LacZ, no esta mediada por la putativa caja Fur
localizada en la zona promotora recién descrita. En cambio al transformar E.
coli H1717 con los plasmidios pFurE1 y pFurE2-45 que llevan la region
promotora de mceE se obtuvo colonias rojas (Fig. 29). Un resultado similar se
obtuvo al emplear el plasmidio pFurF-A que contiene el fragmento de la regién
promotora de mceF (Fig. 29). Estos resultados nos indicarian que solo la regién
promotora de los genes mceE y mceF poseen secuencias capaces de titular a

la proteina Fur en un ensayo del tipo FurTA.
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. ~ pFurF-A

Fig. 29. Analisis de las posibles cajas de unién de la proteina Fur de los
genes mceC, mceD, mceE y mceF mediante ensayo de titulacion de Fur
(FurTA). Para estos experimentos se empleé la cepa de E. coli H1717 la que se
transformé con los plasmidios que llevan la regién del gen mceC (pFurC2), del
gen mceD (pFurD22), del gen mceE que lleva las dos posibles cajas (pFurE1),
del gen mceE que lleva solo la segunda caja (pFurE2-45) y la del gen mceF
(pFurF-A). Cuando esta cepa es transformada con un plasmidio que posee una
regién a la que se une la proteina Fur, la cepa expresa el gen lacZ y las
colonias transformantes son visualizadas de color rojo al crecer en placas de
agar MacConkey suplementadas con hierro. Como control negativo se utilizé el
vector pACYC184 empleado para el clonamiento de las posibles cajas del los
genes del sistema microcina E492.
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3.4. ESTUDIOS DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DE LA

INMUNIDAD.

Las cepas de E. coli transformadas con plasmidios que llevan todos los genes
del sistema microcina E492 (pJAM434 o pJAM229) son inmunes a la accion de
la microcina que se encuentra en medio extracelular, ya sea que las células
productoras estén en fase exponencial o estacionaria de crecimiento (Wilkens y
cols., 1997). El mRNA que codifica para la proteina de inmunidad en estas
cepas se expresa en ambas fases de crecimiento (Fig. 13). A su vez, el perfil de
expresion traduccional de la inmunidad indica que esta proteina (MceB) se
expresa durante la fase exponencial y estacionaria de crecimiento, teniendo su
maximo de expresion durante fase exponencial (Fig. 20).

La cepa de E. coliVCS257pdI porta un plasmidio (pJl) que posee solo los genes
mceA, B, C, D y E del sistema y no produce microcina activa. Esta cepa es
inmune a la microcina agregada exogenamente solo en fase exponencial de
crecimiento (Wilkens y cols., 1997). Esto podria deberse a que en esta
construcciodn la proteina de inmunidad no se produce en fase estacionaria (no
hay transcripcion del gen mceB o no hay traduccion de la proteina MceB), o
porque la proteina de inmunidad se inactiva en fase estacionaria debido a la

presencia o ausencia de algun producto génico del sistema.
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3.4.1. Estudio de la expresion transcripcional de los genes mceA y mceB
en la cepa de E. coli VCS257pJl.

Empleando la técnica de RT-PCR se estudio la expresion del mRNA mceBA en
fase exponencial, exponencial tardia y estacionaria de crecimiento en la cepa
de E. coli VCS257pJl. Para la etapa de transcripcién reversa se empledé RNA
total extraido de esta cepa y un partidor ubicado rio abajo del gen mceA
(partidor RL3) para sintetizar el cDNA del operén mceBA (Fig. 30A) y un
partidor ubicado en la region 3’ del gen que codifica para la B-lactamasa
(partidor AMP2) para sintetizar el cDNA empleado como estandar interno. Los
DNAs monohebra obtenidos se utilizaron como templado para la etapa de PCR
donde se empled una pareja de partidores que amplifica al gen mceB (RL1-
RL2) (Fig. 30A) y una pareja de partidores que amplifica al gen que codifica
para la B-lactamasa (AMP1-AMP2). Se detecta el mRNA de los genes mceB y
mceA en fase exponencial, exponencial tardia y estacionaria de crecimiento
como se aprecia en la Fig. 30B (carriles EM, ET y Est.). Por lo tanto, el fenotipo
de pérdida de inmunidad en fase estacionaria de la cepa de E. coli VCS257pJI
no esta asociado a una peérdida de la transcripcion del gen mceB en dicha fase

de crecimiento.
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Fig. 30 . Estudio de la expresion transcripcional de los genes mceA y
mceB en la cepa de E. coli VCS257pJl. (A) Esquema de la amplificacion del
mRNA de mceBA mediante RT-PCR. En la etapa de RT se empled el partidor
RL3 para sintetizar el cDNA monchebra. Posteriormente para la etapa de PCR
se utilizaron los partidores RL1 y RL2, que amplifican solo el gen mceB (B)
Expresion de los genes mceA y B mediante RT-PCR, en distintos estados de
crecimiente de E. coli VCS257pJl. Ei producto de amplificacion de 850 bp
corresponde al mensajero de p-lactamasa empleado como control interno. El
carril “-” corresponde al controt en que la muestra de RNA se traté con DNasal y
se sometid directamente a una reaccién de PCR sin realizar el paso de RT. El
carril M corresponde-al marcador ae tamano molecular de 100 bp DNA ladder.
Para estos experimentos se utilizd RNA total aislado de cultivos crecidos hasta
fase exponencial media (EM), exponencial tardia (ET) y estacionaria (Est.) en
medio M9 suplementado con glucosa y citrato.
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3.4.2. Efecto de la MccE492 intracelular en la sensibilidad en fase
estacionaria en cepas de E. coli que portan el plasmidio pJl.

Para intentar explicar el fenotipo de pérdida de inmunidad en fase estacionaria
que presenta la cepa de E. coli VCS257pJl se abord6 el estudio de este
fenomeno desde un punto de vista genético. Para ello se evalué la sensibilidad
que presentan distintas construcciones a la microcina E492(Tabla 7).

Cuando se preparo un cesped con celulas crecidas hasta fase exponencial o
estacionaria que no portan ningun plasmidio, estas células fueron sensibles a
diluciones de MccE492 purificada sembradas sobre el césped (Tabla 7). Por
otra parte cuando se empledé una cepa transformada con el plasmidio p157, se
observé que estas células son siempre inmunes a la adicion de MccE492
purificada (Tabla 7). El plasmidio p157 posee clonado el gen de la inmunidad
(mceB) bajo el control del promotor del bacteriofago T7 en el vector de
expresién pT7-7 (Lagos y cols., 1999).

Se prepard un césped con células de E. coli crecidas hasta fase exponencial
que llevan el plasmidio pJl. Estas células fueron inmunes a la accion de la
microcina, pero si el césped se preparaba con células crecidas hasta fase
estacionaria, estas células eran sensibles a la accién de la microcina agregada
exdégenamente (Tabla 7).

Para determinar si la presencia de la microcina intracelular producida por la
cepa que porta el plasmidio pJl esta relacionada con en fenotipo de pérdida de
inmunidad en fase estacionaria se decidid remover el gen mceA que codifica

para la microcina E492. Para tal motivo se construyo el plasmidio pMCA-AF que
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Tabla 7. Sensibilidad a la microcina E492 de E. coli VCS257 transformada con
diferentes construcciones que portan genes del sistema productor de microcina.

Cepa de E.coli Sensibilidad"” de las células en:
transformada con: Genes Fase exponencial Fase estacionaria
- - S S
p157" mce B i i
pIBC® mce B i i
pMAH34 mce A(Hisg)B® i i

pJl mce ABCDE | s
pMCA-AF mce BCDE i [

pJl + pIBC mce ABCDEY i i
PMCA-AF + pMAH34 mce ABCDE® i i

pJl + pMAH34 mce ABCDE® i [

(1) El plasmidio p157 lleva clonado el gen mceB bajo el control del promotor T7 en el vector
pT7-7. Se usd como control en los experimentos.

(2) El plasmidio pIBC lleva clonado el gen mceB bajo el control del promotor T7 en el vector
pACYC184.

(3) El plasmidio pMAH34 tiene clonado el gen mceA con una cola de histidina lo que hace
que la microcina producida sea inactiva.

(4) La cepa gue porta esta doble transformacion posee una mayor dosis genética del gen
mceB ya que este gen esta presente en ambos plasmidios.

(5) Esta cepa posee una mayor dosis genética del gen mceB ya que este gen esta
presente en ambos plasmidios y el gen mceA posee una cola de histidina lo que hace
que la microcina producida sea inactiva.

(6) La cepa transformada con estos dos plasmidios posee una mayor dosis genética del
gen mceB ya que este gen esta presente en ambos plasmidios y posee una version del
gen mceA con cola de histidina y otra versién normal.

(7) Los fenotipos que presentan las células frente a la adicion exdgena de la microcina
purificada son:

i = inmune s = sensible
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posee los genes mceB, C, D y E y se analizé la sensibilidad a la microcina de
una cepa de E. coli transformada con este plasmidio, encontrandose que esta
cepa es inmune cuando el ensayo se hace con cultivo proveniente de fase
exponencial o estacionaria de crecimiento (Tabla 7). Esto indicaria que la
presencia de la microcina intracelular en fase estacionaria podria estar
afectando la actividad de la proteina de inmunidad.

Para corroborar esto se decidio aumentar la cantidad de proteina de inmunidad
subclonando este gen en un vector compatible con el plasmidio pJl. Para
realizar esto se amplificé mediante PCR el gen de la inmunidad (mceB) con el
promotor T7 empleando el plasmidio p157 como DNA templado, Pfu DNA
polimerasa y los partidores T7pro y RL2. El fragmento amplificado se clond en
el vector pACYC184 en el sitio de restriccion EcoRV interrumpiendo el
marcador de resistencia a tetraciclina de este vector, dando origen a la
construccién denominada pIBC.

La cepa de E. coli que porta el plasmidio pJl fue transformada con el plasmidio
pIBC y se analizo la sensibilidad a la microcina de esta cepa que lleva los dos
plasmidios, encontrandose que es inmune cuando el ensayo se hace con cultivo
proveniente de fase exponencial o estacionaria de crecimiento en presencia o
ausencia de IPTG 0,2 mM (Tabla 7). Esto nos indicaria que la mayor presencia
de proteina de inmunidad contrarrestaria el efecto de la microcina intracelular
en fase estacionaria.

Como la expresion del gen que codifica para la proteina de inmunidad esta

controlada por un promotor inducible se decidio repetir el experimento pero esta
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vez agregando copias extras del gen mceB bajo el control de su propio
promotor. Para tal efecto se transformé la cepa de E. coli que porta el plasmidio
pJl con el plasmidio pMAH34. Esta construccion posee clonado los genes mceA
y mceB bajo su promotor silvestre, que posee una secuencia que codifica para
6 histidinas (His6) al extremo 3’ del gen mceA, lo que produce una microcina
E492 con una cola de histidina en el extremo carboxilo terminal que es inactiva
cuando se libera al medio extracelular. El analisis de sensibilidad a la microcina
de la cepa que lleva los plamidios pJl y pMAH34 indicé que la cepa es inmune
cuando el ensayo se hace con cultivo proveniente de fase exponencial o
estacionaria de crecimiento (Tabla 7). Esto estaria ratificando que una mayor
cantidad de proteina de inmunidad contrarrestaria el efecto de la microcina

intracelular producida a partir del plasmidio pJl.

3.4.3. Factores que alteran la sensibilidad a la microcina en cepas de E.
coli que portan el gen de inmunidad.

Como se determind en el punto anterior, la presencia de una microcina que no
puede exportarse como es el caso de la producida por el plasmidio pJ! interfiere
con la proteina de la inmunidad. Sin embargo, este fenotipo no se observa en
todas las construcciones que no exportan microcina.

Por otro lado al realizar un estudio de sensibilidad a la microcina en una cepa
de E. coli que lleva el plasmidio p4S-12 que porta los genes del sistema
microcina mceA, B, C, D, E y F, se encontré que la cepa era sensible a la

microcina tanto en fase exponencial como estacionaria de crecimiento (Tabla



8). Resultado similar se obtuvo cuando se utilizé una cepa transformada con el
plasmidio pJl y con el plasmidio p6-18 que porta el gen mceF (Tabla 8). Sin
embargo, al realizar el mismo estudio con una cepa que portaba el plasmidio
PMCA-12, que fue construido a partir de p4S-12 y que so6lo posee los genes
mceB, C, D, E y F, se encontré que esta cepa es inmune a la microcina E492
agregada exogenamente cuando se preparé un césped con células
provenientes de fase exponencial o estacionaria de crecimiento (Tabla 8). La
cepa que lleva el plasmidio p4S-12 se transformé con el plasmidio pIBC, que
posee el gen que codifica para la inmunidad (mceB). Esta cepa con los dos
plasmidios posee un fenotipo inmune a la microcina agregada exdgenamente
cuando se realizo el analisis de sensibilidad con células provenientes de fase
exponencial o estacionaria de crecimiento en presencia o ausencia de IPTG 0.2
mM (Tabla 8). Esto indicaria que, al igual que para la construccion pJl, la
microcina intracelular estaria afectando la actividad de la proteina de inmunidad
y mayor cantidad de la proteina de inmunidad contrarrestaria el efecto de la
microcina intracelular.

Para estudiar si solo la posible acumulacion de microcina intracelular era la
responsable del fenotipo de pérdida de inmunidad se clonaron solo los genes
mceB y mceA con su promotor en el plasmidio pACYC184 originando la
construccion pMceAB. Al analizar la sensibilidad a la microcina de una cepa de
E. coli que porta el plasmidio pMceAB se determiné que este plasmidio le
confiere inmunidad a la cepa, ya sea que el cultivo provenga de fase

exponencial o estacionaria de crecimiento (Tabla 8).
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Tabla 8. Rol de MceA en la sensibilidad a la microcina agregada exdogenamente
de E. coli VCS257(DE3) transformada con diferentes genes del sistema
productor de microcina E492.

Cepa de E.coli Sensibilidad®™ de las células en:
transformada con:  Genes Fase exponencial  Fase estacionaria
- - s s
p157" mce B i i
pIBC® mce B i i

pJl mce ABCDE i 5
p4S-12 mce ABCDEF S s
p6-18 mce F® s s

pJl + p6-18 mce ABCDEF S S
pMCA-12 mce BCDEF i [
p4S-12 + pIBC mce ABCDEF® i® i®)
pMceAB mce AB i i
pBSC47 mce ABC i i
pLOL3 mce E s® s®
pMceAB +pLOL3 mce ABE i© i©
pJIC4 mce DE S S

pMceAB +pJIC4 mce ABDE i

(1) El plasmidio p157 lleva clonado el gen mceB bajo el control del promotor T7 en el vector
pT7-7. Se us6é como control en los experimentos.

(2) El plasmidio pIBC lieva clonado el gen mceB bajo el control del promotor T7 en el vector
pACYC184.

(3) El plasmidio p6-18 lleva clonado el gem mceF bajo el control del promotor silvestre en
el vector pBAD33.

(4) La cepa que porta esta doble transformacion posee una mayor dosis genética del gen
mceB ya que este gen esta presente en ambos

(5) Los fenotipos que presentan las células frente a la adicion exdgena de la microcina
purificada son:

i =inmune s = sensible

(6) El experimento se realizé en presencia o ausencia de IPTG 0,2 mM obteniéndose el
mismo resultado.
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Este resultado sugiere, que la microcina intracelular por si sola no afecta la
actividad de la proteina de inmunidad, y que necesitaria de las proteinas
codificadas por los genes mceC, D, E y/o F para afectar la actividad de la
proteina de inmunidad.

Por tal motivo se realizé una analisis de sensibilidad a la microcina a una cepa
transformada con el plasmidio pBSC47, que contiene los genes mceA, By C.
Este analisis indico que la cepa que porta este plasmidio es inmune a la
microcina en fase exponencial y estacionaria de crecimiento (Tabla 8). La cepa
que lleva el plasmidio pBSC47 se transformo con el plasmidio pLOL3, que porta
el gen mceE bajo el control del promotor T7. Esta cepa con los dos plasmidios
posee un fenotipo inmune a la microcina agregada exéogenamente cuando se
realizd el andlisis de sensibilidad con células provenientes de fase exponencial
0 estacionaria de crecimiento en presencia o ausencia de IPTG 0,2 mM (Tabla
8). También se realizo un analisis de sensibilidad a una cepa transformada con
los plasmidios pMceAB (que porta los genes mceA y B) y pJIC4 (que porta el
gen mceD y E), encontrandose que esta cepa es inmune a la microcina
agregada exdégenamente cuando se utilizan células provenientes de un cultivo
en fase exponencial o estacionaria de crecimiento.

De estos resultados se deduce que las proteinas codificadas por los genes
mceC, mceD y mceE no son responsables por si solas de afectar a la proteina
de inmunidad en fase estacionaria. La pérdida de inmunidad en fase

estacionaria se debe a la presencia de una combinacion de los productos de los
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genes mceC, mceD y mceE y este fendmeno estaria potenciado por la

presencia del producto del gen mceF.
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4. DISCUSION

4.1. Caracteristicas de la organizacion transcripcional de los genes
involucrados en la produccion de microcina E492

El sistema productor de microcina E492 del plasmidio pJAM434 esta constituido
por 10 genes (mceA, B, C, D, E, F, G, H, | y J) que se encuentran contenidos en
un fragmento de DNA de 13 kb. Estos genes se agrupan formando 7 unidades
transcripcionales: 4 unidades monocistrénicas (mceC, mceD, mceE y mceF), 2
unidades bicistrénicas (mceBA y mceHG) y una unidad policistronica
(mcedIHG) (Fig. 12). La unidad bicistronica mceBA que agrupa al gen que
codifica para la proteina de inmunidad y al gen que codifica para la microcina
E492 corresponde a un ordenamiento (gen inmunidad - gen de microcina) que
esta presente en otros sistemas productores de microcina como el de colicina
V, microcina 24, microcina H47 y microcina M (Fig. 1). De similar manera la
unidad bicistronica mceHG que agrupa a los genes que codifican para el
sistema exportador también posee homdlogos en otros sistemas productores de
microcina. Sin embargo, el unico ejemplo comprobado experimentalmente de
una unidad policistrénica que agrupe a genes de maduracion y exportacion en
sistemas productores de microcinas corresponde a la unidad mceJIHG del
sistema microcina E492. Otro ejemplo como el de esta unidad transcripcional
policistréonica podria encontrarse en los sistemas productores de microcina H47

y M que poseen un ordenamiento de los genes mchCDEF homologo al de la



115

unidad transcripcional del sistema microcina E492 pero hasta el momento no se
ha demostrado experimentalmente que estos genes se cotranscriban.

El andlisis de las regiones promotoras de cada una de las unidades
transcripcionales revel6 que la unidad mceBA posee un promotor que se ajusta
al consenso para el reconocimiento de la RNA polimerasa-c’®. Al comparar el
promotor de mceBA con el de su homologo en el sistema productor de colicina
V, encontramos que la mayor coincidencia se encuentra en la region —35 donde
solo cambia una base conservandose 5 de los 6 nucledtidos (TTGACN), en
cambio la regién —10 posee una mayor variabilidad (TAATAA en MccE492 y

TATCGT en colV).

4.2. Regulacién transcripcional de la expresiéon de la microcina E492.

Una caracteristica comun en todas las microcinas descritas hasta el momento
en la literatura, es que estas bacteriocinas se expresan cuando las células
llegan a fase estacionaria de crecimiento (Kolter y Moreno, 1992; Chiucholo y
cols., 2001). La produccion durante la fase estacionaria de microcina B17 y C7
es dependiente de la transcripcion de los genes estructurales de estos
antibioticos, la que es controlada a través de promotores que se activan cuando
las células llegan al término de la fase exponencial de crecimiento (Kolter y
Moreno, 1992; Moreno y cols., 2002). La expresion de la colicina V es inducida
por la limitacion del hierro en la fase estacionaria bajo el control de la proteina

regulatoria Fur (Kolter y Moreno, 1992), ya que la expresion de los promotores
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existentes en este sistema de colicina V se induce al final de la fase
exponencial de crecimiento al ir desapareciendo el hierro disponible para la
célula (Boyer y Tai, 1998). La microcina J25 también posee una expresion
dependiente de la fase de crecimiento, pero aun no se ha establecido cual es el
mecanismo por cual se expresa durante la fase estacionaria (Chiucholo y cols.,
2001).

La microcina E492 activa es sintetizada mayoritariamente durante la fase
exponencial de crecimiento (de Lorenzo y cols., 1984; Orellana y Lagos, 1996).
Al caracterizar la expresion del mRNA que codifica para esta microcina (MceA),
se determiné que no hay una regulacion transcripcional directa como en los
casos antes senalados, ya que la microcina se expresa en ambas fases
indicando que el promotor de este gen no es regulable por la fase de
crecimiento.

Al analizar la expresion de MccE492 durante fase estacionaria de crecimiento
se encontré que la proteina se sintetiza y secreta pero es inactiva (Corsini y
cols., 2002). Este resultado es concordante con la presencia del mRNA para la
microcina durante la fase estacionaria. La carencia de actividad de la microcina
producida en fase estacionaria podria deberse a la ausencia de alguna o
algunas de las demas proteinas codificadas en el resto de los genes del
sistema y que son necesarias en la produccion de microcina activa. De hecho,
el fenotipo de produccion de microcina E492 inactiva también se ha detectado
en mutantes para los genes de maduracion mceC, mecl y mced del sistema

microcina E492 (Lagos y cols., 2001).
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Al analizar la expresion del resto de los genes del sistema microcina E492
durante el crecimiento bacteriano, se detectd que la mayoria de los genes se
transcriben durante ambas fases de crecimiento, salvo los genes mecl y mceJd,
gue se expresaban sélo durante fase exponencial. Los productos génicos de
estos se han asociado a un rol en la maduracion de la microcina (Lagos y cols.,
2001). La proteina Mcel posee homologia con una aciltransferasa del sistema
de citolisina de Actinobacillus pleuropneumoniae y con una aciltransferasa del
sistema de leucotoxina de Pasteurella hemolytica (GenBank A43599 y P16533).
Las aciltransferasas antes nombradas estdn muy relacionadas con la
aciltransferasa HIyC del sistema productor de hemolisina de E. coli (Lagos y
cols., 2001).

Por tal motivo y de acuerdo a los antecedentes de este trabajo, una de las
causas de la produccidén de microcina inactiva durante la fase estacionaria de
crecimiento se deberia a la falta de expresion del mensajero de los genes mcel
y mced.

Otro factor a considerar es la expresion del gen de la proteina de maduracion
MceC durantie fase estacionaria. Si bien se detecta mediante RT-PCR la
expresion de mRNA del gen que codifica para esta proteina durante la fase
estacionaria, los niveles de la proteina disminuyen 3 veces en esta fase de
crecimiento, disminucion en la expresion que la técnica de RT-PCR empleada
en esta Tesis no es capaz de discriminar. Pero los experimentos de hibridacién
Northern detectaron la variacion del mMRNA de mceC cuando se empled RNA

total de fase exponencial tardia.
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4.3. Papel de los genes de maduracién (mceC, mecl y mced) en la
produccion de microcina activa.

Como se describid anteriormente, la sintesis de microcina E492 activa ocurre
solo durante la fase exponencial de crecimiento, pues sélo en esta fase se
transcriben los genes de maduracién mcel y mcedJ. Esto sugiere que la
microcina inactiva sintetizada durante la fase estacionaria corresponderia a una
microcina inmadura, pues también se obtuvo microcina inactiva independiente
de la fase de crecimiento en mutantes por transposiciéon en los genes de
maduracion (mceC, mcel y mced) (Lagos y cols., 2001). Las microcinas
inactivas aisladas, ya sea desde fase estacionaria de crecimiento o desde
mutantes en los genes de maduracion segun los protocolos desarrollados en
nuestro laboratorio carecen de modificaciones postraduccionales (Lagos y cols.,
2001; Pons y cols., 2002) y sélo presentan diferencias en el contenido de
estructura secundaria con respecto a la microcina activa (Baeza, 2003).

Si bien recientemente se ha descrito que bajo ciertas condiciones de medio de
cultivo es probable obtener microcina E492 activa modificada
postraduccionalmente por la union a un siderdforo tipo catecol (Thomas y cols.,
2004), los métodos desarrollados en nuestro laboratorio nos ha permitido
purificar una microcina activa que carece de esta modificacion en su esqueleto
polipeptidico y por lo tanto el proceso de maduracion de esta microcina
implicaria un mecanismo que excluye la modificacion postraduccional. La

participacion de los productos de los genes mceC, mcel y mced en el proceso
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de maduracién podria ocurrir de manera directa o indirecta pudiendo
especularse varios posibles mecanismos.

Una posibilidad de accién indirecta es que la forma activa de la microcina sea
causada por la accion de factores presentes en el sistema de exportacion o en
la membrana externa que alteren el plegamiento de la microcina, ya sea
durante la exportacion o en la superficie celular, y que estos factores sean los
blancos de accion de los productos de los genes de maduracion del sistema
microcina E492.

Una explicacion de la accion directa de las proteinas MceC, Mcel y McedJ sobre
la microcina E492 es que dichas proteinas actien como chaperonas
moleculares promoviendo la conformacion activa de la microcina. Este modelo
quizas sea el menos probable ya que ninguna de las proteinas de maduracién
del sistema presenta homologia con chaperonas descritas hasta el momento.
Una explicacion bastante probable es que los productos de los genes de
maduracion conserven la actividad glicosiltransferasa y aciltransferasa
sugeridas por analisis de |la secuencia. Estas proteinas podrian participar en la
sintesis de un metabolito tipo sideréforo que interactuaria o se uniria de manera
no covalente a la microcina E492 para que ésta adoptara una conformacion

activa una vez procesada y exportada al espacio extracelular.

4.4, Papel del hierro en la expresion en la microcina E492
La expresion de los genes del sistema productor de colicina V es inducida por la

limitacion de hierro en fase estacionaria de crecimiento (Kolter y Moreno, 1992).
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Los promotores de este sistema poseen secuencias consenso para la unién de
la proteina reguladora Fur (Boyer y Tai, 1998). La transcripcion de los genes
bajos estos promotores es activada al final de la fase exponencial de
crecimiento al ir disminuyendo la cantidad de hierro en la célula (Boyer y Tai,
1998).

Fur es una proteina de 17 kDa que posee un dominio N-terminal de unién a
DNA del tipo HTH (hélice-vuelta-hélice) (Stojilkovic y Hantke, 1995) y un
dominio C-terminal de union a metales, involucrado también en la dimerizacion
(Coy y Neilands, 1991). Cada monémero de Fur une dos iones metalicos, un
atomo de Zn?*, que forma parte estructural de la proteina y un atomo de Fe?".
Durante la fase exponencial, cuando hay un mayor contenido de hierro
intracelular, la proteina Fur estaria en su estado activo como un dimero con dos
atomos de Fe** lo que le permitiria a este represor unirse a los promotores e
inhibir la transcripcion. Pero cuando el hierro intracelular empieza a escasear
Fur pierde los atomos de Fe*' y concomitantemente su afinidad por los
promotores que poseen sitios de unidén a Fur, produciéndose la transcripcién
(Escolar y cols., 1999).

La carencia de hierro en el medio de cultivo de una cepa bacteriana productora
de microcina E492 produce una disminucion de la actividad microcina (Orellana
y Lagos, 1996), que es lo opuesto a lo observado en el sistema colicina V
(Boyer y Tai, 1998). Los resultados presentados en esta Tesis establecen que
la ausencia de hierro no tiene efecto directo sobre la expresion de la microcina

E492 y su inmunidad. Este ién tampoco tendria algun efecto directo sobre la
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expresion transcripcional de los otros genes del sistema, pues se determind
mediante RT-PCR que la ausencia o presencia de hierro en el medio de cultivo
no tuvo efecto importante sobre la expresion de los mRNAs de los genes de
maduracién y exportacion meceC, J, I, Gy H.

Sin embargo el analisis del efecto del hierro sobre la expresion traduccional de
la proteina MceC reveld que en cultivos carentes de hierro no diminuyen los
niveles de esta proteina durante la fase exponencial de crecimiento y solo se
afecto la traduccion durante fase estacionaria. La discrepancia entre los datos
de expresion transcripcional y traduccional para el caso de mceC, se deben a
que el cambio observado en los niveles de expresion (tres veces) no es capaz
de ser discriminado por el método de RT-PCR empleado. Pero si se analiza
esta disminucion producida por hierro y se compara con el efecto que produce
este metal en otros sistemas productores de microcinas como el de colicina V,
se observa que la disminucion de hierro tiende a activar la expresion de los
genes (Boyer y Tai, 1998) y no a disminuirla como en el caso de MceC del
sistema microcina E492. Esto haria interesante a futuro profundizar en el
mecanismo por el cual el hierro produce la disminucién de la expresion de
MceC en fase estacionaria.

Por otra parte, el analisis bioinformatico de la secuencia de los genes del
sistema productor de microcina E492 reveld la existencia de secuencias
consenso para la union de la proteina reguladora Fur. Esto sugiere que la
expresion de los genes mceC, meeD, mceE, mceF, mceH y mcel podria ser

regulada por la proteina Fur en respuesta a la presencia o ausencia de hierro.
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Si bien el andlisis de la expresion transcripcional revelé que los genes
involucrados en la maduraciéon y exportacién de la microcina no sufrian
regulacion por hierro se decidié probar si las secuencias detectadas mediante
metodos bioinformaticos tenian algun significado biolégico. Para ello se utilizé el
sistema de deteccion in vivo FurTA (ensayo de titulacion de Fur) encontrandose
que las cajas Fur presentes en la region promotora de los genes mceE y mceF
eran las unicas capaces de tener una funcionalidad in vivo. Sin embargo esta
funcionalidad no se correlaciona con los datos de expresion transcripcional, ya
que los genes mceE y mceF se transcriben tanto en fase exponencial como
estacionaria. Una posible explicacion es que el putativo efecto regulatorio de la
proteina Fur es un cambio moderado en los niveles de expresion que no es

posible cuantificar por RT-PCR.

4.5. Modelo para la produccién de microcina E492.

Los resultados obtenidos permiten postular el siguiente modelo para la
produccion de microcina E492 (Fig. 31). La microcina E492 es sintetizada como
una preproteina (pre-MceA) a partir de un mRNA bicistrénico. Los productos de
los genes de maduracién (MceC, Mcel y MceJ) participan de manera indirecta o
directa sobre pre-MceA propiciando un cambio conformacional necesario para
la sintesis de una microcina activa o para la sintesis de un cofactor que permita
obtener una microcina activa. Esto ocurre posiblemente durante la exportacion.
La pre-MceA es exportada hacia el espacio extracelular mediante un sistema

transportador del tipo ABC constituido por las proteinas del sistema microcina
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Fase Exponencial
Forma

mceB mceA

Fase Estacionaria Forma

Inactiva

mceB mceA

Fig. 31. Modelo de la sintesis de microcina E492. La microcina E492 (MceA) es sintetizada
como un pre-proteina (pre-MceA) a partir de un mRNA bicistrénico. La pre-MceA sufre un
proceso de maduracion por accion de las proteinas MceC, Mcel y MceJ y posteriormente es
procesada y exportada por MceG, MceH y TolC obteniendose microcina E492 activa (MceA). La
proteina de inmunidad (MceB) es sintetizada a partir del mismo mRNA que |la microcina E492.
En ausencia de alguna de las proteinas de maduracion la microcina se produce y exporta en
forma inactiva, como la se producida en fase estacionaria. OM, membrana externa; IM,
membrana interna.
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MceG y MceH y la proteina del huésped TolC. Durante este proceso de
exportacion se procesa el péptido lider de pre-MceA. En el medio extracelular la
microcina E492 activa ejerce su accion bactericida sobre la célula blanco. Para
prevenir que la microcina ejerza su accion sobre la célula productora el sistema
sintetiza la proteina de inmunidad (MceB). Esta proteina previene la accion de
la microcina extracelular interactuando con TonB o con MceA o con ambos en
la membrana interna, impidiendo de esta manera que la microcina forme un
poro en la membrana citoplasmatica y mate a la célula.

Durante la fase estacionaria de crecimiento no hay transcripcién del mensajero
para los genes de maduracion mcel y mced. Por lo tanto no estan presentes las
proteinas de maduracién Mcel y Mced y los niveles de MceC también decrecen,
pero no tan drasticamente. La pre-MceA sintetizada en fase estacionaria no
sufre el proceso de maduracion y por tal motivo se exporta al extracelular una
microcina que no posee la conformacién adecuada y que por tanto es inactiva.
Alguno de los eventos propuestos en este modelo requieren confirmacion
experimental. En este sentido el proximo paso es demostrar la manera en que
las proteinas de maduracion actian sobre MceA para producir una microcina

activa.

4.6. Pérdida de inmunidad a la microcina durante la fase estacionaria de
crecimiento.

El fenotipo de pérdida de inmunidad durante la fase estacionaria de crecimiento

observado en cepas de E. coli que portan el plasmidio pJl no esté asociado a la
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falta de la proteina de inmunidad (MceB) en dicha etapa del crecimiento
bacteriano, ya que se detecté que el mRNA que codifica para MceB se
transcribe en fase exponencial, exponencial tardia y estacionaria.

El plasmidio pJl s6lo posee los genes mceA, B, C, D y E del sistema microcina
E492; por lo tanto, la cepas de E. coli que llevan este plasmidio producen solo
microcina intracelular la que no pude exportarse por falta de los genes mceG y
mceH que codifican para el aparato exportador.

La microcina intracelular producida esta involucrada en el fenotipo de pérdida
de inmunidad en fase estacionaria, ya que al emplear células transformadas
con un plasmidio que carece del gen de microcina (mceA) y que posee l0s
genes mceB, C, D y E, estas siempre son inmunes a la microcina agregada
exogenamente. Es mas, al agregar copias extras del gen mceB a la célula
bacteriana que porta el plasmidio pJl, también se revirtid el fenotipo, ya que la
mayor cantidad de proteina de inmunidad contrarrestaria el efecto de la
microcina producida durante la fase estacionaria. Pero la microcina intracelular
no da cuenta por si sola del fenotipo observado, ya que una célula que porta un
plasmidio que tiene sdlo los genes mceA y mceB es siempre inmune. Es mas, si
se emplea una cepa que lleva los genes mceABC, también es inmune y si se
utiliza una cepa mceABE o0 una cepa con los genes mceABDE se obtiene un
fenotipo inmune.

El andlisis de sensibilidad a la microcina en mutantes por transposicion para l0s
genes exportadores mceG y meceH (np108 y np203) revelo que no se produce el

fenotipo de perdida de inmunidad en fase estacionaria. Por lo tanto, la ausencia
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de exportacion de la microcina mas la presencia de los productos de los genes
mceC, mceD y mceE serian los responsables del fenotipo de pérdida de
inmunidad en fase estacionaria en la cepa E. coli VCS257pJl.

Esto nos lleva a postular que la microcina sintetizada, al no poder exportarse
por falta de los genes de exportacion, se acumula a nivel intracelular y ésta
acumulacién asociada a la participacién de dos 0 mas proteinas interfieren con

el papel normal que cumple la proteina de inmunidad de proteger a la célula.
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5. CONCLUSIONES

La organizacion geneética del sistema productor de microcina E492 en el
plasmidio pJAM434 esta formada por 10 genes agrupados en 7 unidades

transcripcionales: mceBA, mceC, mceD, mceE, mceF, mceHG y mcedlHG.

La microcina E492 organizada en un operon bicistronico junto con la
proteina de inmunidad, se sintetiza tanto en fase exponencial como

estacionaria de crecimiento

Durante la fase estacionaria se sintetiza microcina E492 inactiva debido a la
ausencia de la transcripcion de los genes mcel y mced involucrados en la
maduraciéon de la microcina E492. ElI gen mceC también disminuye su

expresion en esta fase.

La ausencia de hierro no tiene un efecto directo sobre la expresion
transcripcional y traduccional de la microcina E492 y su inmunidad, ni

tampoco sobre la expresién transcripcional de los otros genes del sistema.

De todas las regiones promotoras que presentaban secuencias de union al

regulador Fur detectadas por analisis bioinformatico en el sistema microcina
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E492, se comprobd experimentalmente que sélo las localizadas en los

promotores de los genes mcekE y mceF tienen funcionalidad in vivo.

La disminucién en la expresion traduccional mediada por hierro de MceC
observada utilizando fusiones traduccionales no esta correlacionada con la

putativa caja Fur localizada en la zona promotora del gen mceC.

La sensibilidad a la microcina E494 durante la fase estacionaria de
crecimiento de cepas de E. coli que portan el plasmidio pJl, no esta
asociada con una pérdida de la transcripcion del gen de inmunidad (mceB),
sino a un efecto propio de la microcina intracelular sintetizada por estas
cepas producto de la carencia de las proteinas de exportacion y a la accion

conjunta de las proteinas MceC, MceD y MceE.
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