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Resumen

La microcina E492 es una bacteriocina que forma canales idnicos en la
membrana citoplasmatica de las células sensibles, e in vitro en membranas artificiales.
Los determinantes genéticos necesarios para su produccién, presentes en un
segmento de 13 kb en el genoma de Klebsiella pneumoniae cepa RYC492, fueron
clonados y expresados en Escherichia coli, obteniéndose una microcina recombinante
de idénticas propiedades bioquimicas y biolégicas.

El mecanismo de accién de esta microcina involucra traspasar la membrana
externa por medio de la interaccién con los receptores de sideréforos catecdlicos FepA,
Fiu y Cir. La insercién de la microcina E492 en la membrana citoplasmatica produciria
su despolarizacién y seria un proceso dependiente de la proteina de membrana
citoplasmatica TonB.

En este trabajo se generd una construccion que codifica para una proteina
TonB trunca que carece del extremo C-terminal (TonBA109-238) para averiguar su
participacion en la actividad bactericida de la microcina E492. Una cepa que expresa
esta proteina trunca es insensible a la microcina E492 y conserva esta resistencia en
células cuya membrana externa ha sido permeabilizada (esferoplastos), lo cual permite
concluir que se requiere del extremo C-terminal de TonB para la actividad bactericida
de MccE492.

Para ejercer su accién fisiologica, la proteina TonB se asocia con 2 proteinas
de la membrana interna: ExbB y ExbD. En este trabajo se analizd si ExbB es
importante para la accién de la proteina de la inmunidad. Una cepa mutante ExbB’
presenta un fenotipo parcialmente sensible a la microcina E492, indicando que se

requiere del funcionamiento de TonB para el ingreso de la microcina E492 al espacio




periplasmatico. Sin embargo, los esferoplastos de las células mutantes en ExbB que
expresan la proteina de la inmunidad MceB son completamente inmunes a la microcina

E492, indicando que ExbB es dispensable en el mecanismo de inmunidad.

xi




Summary

Microcin E492 is a channel-forming bacteriocin that forms ion channels into the
inner membrane of the target cell, and in vitro into artificial membranes. The genetic
determinants necessary for its production, located in the chromosome of Kiebsiella
pneumoniae strain RYC492, were cloned and expressed in Escherichia coli, obtaining a
recombinant microcin E492 with identical biochemical and biological properties.

The action mechanism of microcin E492 involves the recognition of the outer
membrane receptors for catechol siderophores FepA, Fiu and Cir. The insertion into the
cytoplasmic membrane would produce its depolarization, in a process that is dependent
on TonB, an inner membrane protein.

In order to investigate the role of TonB in the mechanism of action of microcin
E492, a construction that codifies for a TonB protein lacking its C-terminal domain
(TonBA109-239) was generated. A strain that expresses this gene is insensitive to
microcin E492. These cells conserved the resistence to microcin £492 when their outer
membrane was permeabilized (spheroplasts), indicating that the C-terminal domain of
TonB is required for the bactericidal activity of microcin E492.

TonB associates with two proteins of the inner membrane to achieve its
biological function: ExbB and ExbD. [n this work, ExbB was analyzed regarding its role
in the immunity to microcin E492. An ExbB™ mutant is partially sensitive to microcin
E492, and probably is required for the passage of the microcin E492 toward the
periplasmic space. Nevertheless, spheroplasts of cells lacking ExbB and expressing the
immunity protein MceB are totally immune to microcin E492, indicating that ExbB is not

essential for the immunity mechanism.

xii




1. Introduccidén
11 Las bacteriocinas

Las bacteriocinas corresponden a una clase natural de antibidticos que se
distinguen meritoriamente de otros debido a sus propiedades. Son de naturaleza
proteica y son producidas por casi todas las especies bacterianas, tanto Gram-
negativas como Gram-positivas. En confraste con otros antibidticos, sélo actian sobre
la misma especie o sobre especies que estan relacionadas cercanamente (Reeves,
1965). Incluyen proteinas de diversos tamarios, blancos microbianos, modos de accion,
y mecanismos de inmunidad. Dentro de una especie se han podido identificar decenas
o centenas de diferentes tipos de bacteriocinas. Actualmente, muchas bacteriocinas
estan siendo estudiadas por su potencial utilidad en salud animal y humana, y en uso
agricola (Riley y Chavan, 2007).

{ as bacterias Gram-negativas producen una amplia variedad de bacteriocinas y
son llamadas especificamente de acuerdo al género de la bacteria productora. Esta
diversidad de bacteriocinas puede ser dividida en tres grupos de acuerdo a sus
tamarfios: (1) grande, tipo-colicina (bacteriocinas de 25 - 80 kDa), (2) pequefias,
llamadas microcinas (<10 kDa) y (3) bacteriocinas del tipo cola de bacteriéfago, que
corresponden a ensamblajes peptidicos multiméricos de alto peso molecular y son el
grupo menos caracterizado de los tres (Riley y Chavan, 2007).

Las colicinas corresponden a las bacteriocinas producidas por algunas cepas
de Escherichia coli y son letales para las cepas relacionadas a E. coli. Sus tamafios
varian entre los 25 y 80 kDa, estan codificadas en plasmidos y presentan diversos
modos de accién general (enzimatico o formador de poros) y de ingreso a la celula

blanco (sistemas cosechadores de energia Ton o Tol). Se sabe que los mecanismos




de ingreso por ambos sistemas son muy distintos, a pesar de ser poco comprendidos.
Sus blancos celulares pueden ser la membrana citoplasmatica (colicinas formadoras
de poros), los acidos nucleicos (colicinas tipo DNasa, RNasa y t-RNasa) y el
péptidoglicano (colicinas inhibidoras de la sintesis de mureina) (Cascales y cols.,
2007).

Las microcinas corresponden a un grupo de bacteriocinas generaimente
hidrofébicas que muestran una alta estabiiidad al calor, a los valores de pH extremos y
a las proteasas, ademas de una gran solubilidad en metanol (de Lorenzo, 1984,
Baquero y Moreno, 1984). A diferencia de las colicinas, las microcinas son excretadas
al medio extracelular en vez de ser liberadas mediante la lisis celular (Braun y cols.,
2002). Habitualmente se producen en la fase estacionaria de crecimiento bacteriano y
poséen una gran actividad bactericida, con concentraciones inhibitorias minimas en el
rango de concentracién nanomolar. A la fecha se han identificado 14 microcinas, sin
embargo, sélo 7 de ellas han sido caracterizadas a un nivel estructura! {(Duquesne y
cols., 2007). Dentro de los blancos celulares de las microcinas podemos mencionar 2
tipos hasta la fecha: las énzimas intracelulares responsables de la estructura o la
sintesis de ADN/ARN y la membrana citoplasmatica (Braun y cols., 2002; Duquesne y
cols., 2007).

Las microcinas pueden ser clasificadas dentro de dos clases: la clase 1, cuyas
micro¢inas presentan tamafios menores a los 5 kDa, genes de modificacion
postraduccional y al menos un gen implicado tanto en el proceso de exportacion al
medio extracelular como en el mecanismo de inmunidad; la clase Il, cuyas microcinas
presentan al menos dos genes involucrados en la exportacion y el requerimiento de la
funcionalidad del gen cromosémico fo/C. A su vez, la clase Il puede dividirse en dos

subclases, la subclase lla y la subclase [Ib, con la diferencia que a esta Ultima subclase




pertenecen las microcinas modificadas postraduccionalmente (Braun y cols,, 2002;

Duquesne Y cols., 2007).

1.2 La microcina E492

La microcina E492 (MccE492) es una bacteriocina de bajo peso molecular,
producida y excretada naturalmente por Klebsiella pneumoniae cepa RYC492 y que es
activa sobre diversas cepas de la familia Enterobacteriaceae (de Lorenzo y Pugsley,
1985). Entre sus caracteristicas destacan la particularidad de ser producida en forma
activa solo durante la fase exponencial de crecimiento (Orellana y Lagos, 1996), la
capacidad de inducir la apoptosis en lineas celulares humanas (Hetz y cols., 2002) y la
capacidad de agregarse en forma de fibras de tipo amiloide tanto in vivo como in vitro
(Bieler y cols., 2005).

Los determinantes genéticos implicados en Ja produccién, el procesamiento, la
exportacion y la inmunidad de la MccE492 se encuentran en un segmento de 13 kb
que se localiza en el cromosoma de K. pneumoniae RYC492, el cual fue clonado y
expresado en E. coli (Wilkens y cols., 1997). La MccE492 producida en E. coli
conserva las mismas propiedades de la producida por K. pneumoniae RYC492
(Wilkens y cols., 1997). Al caracterizar este segmento de 13 kb por medio de la
secuenciacion, la construccién de un mapa de restriccion, el andlisis bioinformatico y la
mutagenizacion de sitio especifico y al azar con el transposon Tn3, se identificaron al
menos 10 marcos de lectura abiertos (denominados meeABCDEJIHGF) (Lagos y cols.,
2001). Las funciones de las proteinas correspondientes a estos 10 marcos de lectura
abiertos han sido parcialmente caracterizadas: las proteinas MceG y MceH estan
involucradas en la exportacién, en tanto que las proteinas MceC, Mcel y MceJ estan

involucradas en la modificacion postraduccional que es importante para el

reconocimiento por parte de los receptores de sideréforos catecélicos en la membrana




externa en la célula blanco (Lagos y cols., 2001; Strahsburger y cols,, 2005; Nolan y
cols., 2007). El gen estructural de la MccE492 codifica para MceA, y se ha comprobado
que es la Unica proteina necesaria para matar a la célula productora sin la proteina de

la inmunidad, MceB {(Bieler y cols., 2006).

1.2.1 El mecanismo de accion de la MccE492

La actividad bactericida de la MccE492 radica en su capacidad de formar
canales de iones en la membrana citoplasmética de las células sensibles, lo cual se ha
estudiado in vifro en membranas artificiales (Lagos y cols., 1993). Su mecanismo de
accién involucra una etapa de translocacion a fravés de la membrana externa por
medio de la interaccién con los receptores de siderdforos catecélicos FepA, Fiu y Cir,
los cuales reconocerian la modificacion postraduccional de la MccE492 en el extremo
C-terminal (Strahsburger y cols., 2005). Una vez dentro del espacio periplasmatico, se
insertaria en la membrana citoplasmatica y produciria la despolarizacién, la pérdida del
potencial de membrana y una reduccion drastica del ATP (Destomieux-Garzén y cols.,
2003; Baeza, 2003). Existe evidencia que apunta a la participacion del extremo C-
terminal de la proteina TonB para la accién bactericida (Figura 1). De esta manera, las
células que expresan una proteina TonB trunca o que son carentes de TonB son
resistentes a la accién de la MccE492. Lo mismo ocurre cuando estas células son
tratadas para formar esferoplastos (células cuya membrana externa ha sido
permeabilizada) (Baeza, 2003; Garcia, 2008; M. Tello, comunicacién personal). Por
otro lado, la MccE492 aislada a partir de algunas cepas que portan el sistema de
expresion con mutaciones en los genes de maduracion, y que por lo tanto no presenta

actividad sobre la célula bacteriana, resulta ser activa sobre los esferoplastos de las

célulds que expresan TonB (Lagos y cols., 2001).
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Figura 1. El modelo de translocacion de la MccE492.

La MccE492 interacttia con los receptores de sideréforos catecolicos FepA, Cir y Fiu, mediante

un mecanismo desconocido y se translocaria hasta el espacio periplasmatico de una manera

dependiente de TonB. Posteriormente, formaria un poro en la membrana citoplasmatica. La

MccE492 insertada en la membrana puede interactuar con los complejos TonB-ExbB-ExbD y

ManYZ. La proteina de la inmunidad, MceB, interactuaria con TonB. M.E., membrana externa;

E.P., espacio periplasmatico; M.l., membrana interna.




1.3 La translocacion a través de la membrana externa y TonB

Debido a su importancia fisiclégica, TonB es una proteina muy estudiada. En E.
coli, TonB es una proteina de 239 residuos aminoacidicos, 17% de los cuales
corresponden a residuos de prolina (Postie y Good, 1984). Su propédsito parece ser la
transduccién de la energia provéniente de la fuerza proton-motriz (fpm) generada en la
membrana interna hasta la membrana externa, en donde se necesita para el transporte
activo de diversos sidercforos, metales, vitamina B;z; y muchos nuttientes con pesos
moleculares que superan los 600 Da (Postle y Kadner, 2003; Wiener, 2005; Koebnik,
2005; revisado por Schauer y cols., 2008).

TonB es una proteina que interactia con componentes tanto de la membrana
interna como de la externa (Higgs y cols., 2002a) y puede dividirse en tres dominios:
dominios N-terminal (residuos 1 al 65) y C-terminal (103 al 239), separados por una
region rica en residuos de prolina (66 al. 102) (revisado por Postle y Kadner, 2003). El
dominio N-terminal contiene una secuencia sefal hidrofébica estandar que depende
del sistema de secrecion Sec para su inserciéon en la membrana citoplasmatica y
ademas presenta una region de fransmembrana {1 al 33) importante para las
interacciones con las proteinas que forman el complejo productor de energia, ExbB y
ExbD (Larsen y Postle, 2001). La regién rica en residuos de prolina esta conformada
por repetidos de residuos Pro-Glu y Pro-Lys, es altamente estructurada seguin algunos
estudios de resonancia magnética nuclear y parece formar un bastén de 10 nm. Su
funcién genera controversia, pues, algunos estudios indican que su remocion no
influirfa significativamente en la actividad de TonB (Postle y Kadner, 2003) y otros mas
recientes indican gue [a remocion impediria la formacién del complejo entre Fhua (un
receptor de sideréforos de tipo hidroxamato en E. col) y TonB (Khursigara y cols.,
2005). Finaimente, el dominio C-terminal es el que interactia con los receptores de la
membrana externa, y por ende, seria el encargado de la transduccion de la energia

(Postle y Kadner, 2003).




En E. coli, el residuo GIn'® se ha identificado como esencial para la interaccion
entre TonB y los receptores de la membrana externa implicados en el transporte de
nutrienfes y la internalizacion de las bacteriocinas dependientes de TonB, ya que estas
proteinas poseen un motivo denominado caja TonB, el cual permitiria la interaccion
que finaliza en la transduccién de energia. De la misma manera, las bacteriocinas que
dependen de TonB para su internalizacién presentan el mismo motivo. En este residuo
se han identificado supresores genéticos para las mutaciones de la caja TonB, tanto en
los transportadores de membrana externa dependientes de TonB como en las
bacteriocinas dependientes de TonB (Postle y Kadner, 2003; Koebnik, 2005; Vakharia-
Rao y cols., 2007). En nuestro laboratorio se ha determinado que la MccE492 no
presenta una caja TonB como tal en su estructura primaria, lo cual es consistente con
los resultados obtenidos en los experimentos de competencia con un pentapéptido
sintético de! tipo caja TonB (Glu-Thr-Val-lle-Val), en donde no se observa una
disminucion de la actividad bactericida (Baeza, 2003).

Con respecto al complejo de transduccion de energia en el cual participan las
proteinas TonB, ExbB y ExbD, se conoce la topologia de membrana de cada proteina,
pero se desconocen hasta ahora sus interacciones, al igual que la estequiometria
exacta del compigjo. Esta dltima ha sido estimada a través de estudios de
entrecruzamiento in vivo y estudios cristalograficos como 14 a 15 moléculas de ExbB, 4
a 5 de ExbD y el transductor, TonB, probablemente como dimero (Held y Postle, 2002;
Brinkman y Larsen, 2008). Queda mucho por entender sobre el funcionamiento del
complejo TonB y el rol de las proteinas ExbB y ExbD, las cuales estan ancladas en la
membrana citoplasmatica y participan necesariamenté en el proceso de transduccion

energética para convertir a TonB a un estado sensible a la fpm (Held y Postle, 2002,

Postle y Kadner, 2003). Estas proteinas participarfan ademas en la estabilidad y la

funcionalidad de TonB (Ahmer y cols., 1995) y posiblemente como proteinas de tipo




chaperona: ExbB durante la sintesis y la localizacion de TonB en la membrana
citoplasmética (Karlsson y cols., 1993), y ExbD al conducir las transiciones de orden-
desorden de TonB que ocurren durante el ciclo de transduccién energética (Brinkman y
Larsen, 2008). La ausencia de una de estas protefnas disminuiria la cantidad de TonB
localizada en la membrana citoplasmatica (Karlsson y cols., 1993), y se provocaria una
transduccién de energia ineficiente (Held y Postle, 2002; Postle y Kadner, 2003). Esto
generaria un complejo TonB inestable y transitorio, de modo que las proteinas
pardlogas de ExbB y ExbD, TolQ y TolR respectivamente, suplirian imperfectamente
sus funciones (Braun, 1989; Brinkman y Larsen, 2008). Cabe destacar que las cepas
exbB3 son altamente insensibles a la MccE492 (Pugsley, 1984) y muestran una
resistencia cruzada entre varias colicinas, lo cual implicaria un rol de ExbB en la
translocacién de la MccE492 al espacio periplasmatico, o el requerimiento de un
estado conformacional especifico de TonB. Sin embargo, estas caracteristicas
fenotipicas fueron descritas a una concentracion de 20 pg/mL de MccE492, distinto a lo
utilizado en este trabajo (hasta 1.000 pg/mL).

Las mutaciones que inactivan a TonB generan un déficit en todos los procesos
que requieren de energia a nivel de la membrana externa: el transporte de alta afinidad
de los sideréforos de hierro y de la vitamina B12, las infecciones de los bacteritfagos
T1 y 80 y la actividad de algunos tipos de bacteriocinas. El fratamiento de las células
con protondforos que desacoplan la fpm en la membrana citoplasmatica puede
prevenir los mismo procesos antericres, a pesar de que los ligandos sean capaces de
unirse coh alta afinidad a sus transportadores en la membrana externa (Postle y
Kadner, 2003). Estos procesos si pueden llevarse a cabo en la ausencia de las

funciones de las proteinas ExbB y ExbD.




Con respecto al posible mecanismo de ftranslocacion a la membrana
citoplasmética dependiente de TonB, aln se mantienen sin resolver las vias de
importacién que terminan en la internalizacién de la MccE492 (Destoumieux-Garzén y
cols., 2003), el mecanismo de proteccién de la proteina de la inmunidad, MceB (Baeza,
2003) y la implicancia de cada uno de los dominios de TonB y de la MccE492 en esta
posible interaccion. Los estudios de nuestro laboratorio reportan que una cepa de E.
coli que expresa la proteina TonB trunca en frans presenta una menor sensibilidad a la
MccE492 (Baeza, 2003). Sin embargo, estas mutaciones corresponden a mutacianes
sin sentido que fueron obtenidas meédiante experimentos de mutagénesis al azar con
hidroxilamina Sobre un plasmido que expresa TonB (Baeza, 2003), la cual en
consecuencia tendria el dominio de transmembrana de TonB y parte del dominio
periplasmatico. Otros resultados de nuestro laboratorio indican que una cepa que
expresa esta proteina TonB trunca presenta un fenotipo rezumante. Por tal razon, en
esta memoria se generara una mutanté por remocién del ADN, para comprobar si el

dominio C-terminal de TonB se requiere para la actividad bactericida de la MccE492,

1.4 La permeasa de manosa

En un trabajo reciente se ha demostrado que el transportador de manosa del
sistema fosfoenol-piruvato:aziicar fosfofransferasa (la permeasa de manosa) es
esencial y esta directamente relacionado con en el efecto bactericida de la MccE492
(Bieler y cols., 2006; comentado por Erni, 2006), pues, bacterias mutantes obtenidas
por transposicion en este sistema son resistentes a la MccE492. El complejo de la
manosa permeasa se compone de tres subunidades: IABM™ (ManX), IIC*" (ManY) y
DM (ManZ). Estas proteinas catalizan el transporte de la manosa a través de la

membrana citoplasmatica mediante un mecanismo que acopla el transporte del




sustrato con la fosforilacion de éste (Emni y cols., 1987). Las cepas resistentes a la
MccE492 resultaron ser mutantes en las proteinas de membrana ICY" y 1IDY", las
cuales forman un complejo funcional solo si ambas proteinas estan presentes (Erni y
cols., 1987), por lo tanto Ias subunidades que forman el complejo de la permeasa de
manosa en la membrana interna son necesarias y suficientes para la accién bactericida

de la MccE492.

1.5 Lainmunidad a la MccE492

La inmunidad a la MccE492 es otorgada por la proteina MceB. Esta proteina
tiene una masa de 11,5 kDa, se encuentra asociada a la membrana interna y
filogenéticamente su gen pertenece a la misma familia de la proteina de la inmunidad
para la microcina 24 (mtff) (Lagos y cols., 19989). La organizacidn de los genes que
codifican para la proteina estructural y para la proteina de la inmunidad de la MccE492
sugiere que son expresados coordinadamente (Lagos y cols., 1999). Su peffil de
hidropatia, calculado medianté el método de Kyte y Doolittle, indica que MceB es una
proteina integral de mernbrana con tres regiones de transmembrana, que comprenden
los residuos aminoacidicos 1 al 21, 35 al 55 y 66 al 90 (L.agos y cols., 1999). Se estudié
la orientacién de estos segmentos mediante fusiones de MceB con la proteina
fosfatasa alcalina (Baeza, 2003), sin embargo, no se sabe a(n con cerfeza la
orientacion exacta. Su modao de actuar ain es desconocido, pero se esgrimen dos
posibles mecanismos: una interaccion directa con la MccE492 y/o una interaccion con
el aparato translocador de la MccE492, posiblemente el complejo TonB/ExbB/ExbD
(Baeza, 2003). El alineamiento de las secuencias peptidicas de MceB, ExbB y TolQ
(paralogo de ExbB) indica que existen patrones de residuos conservados entre las tres

proteinas, lo cual permite especular sobre una posible interaccion entre MceB y TonB a
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nivel de las hélices de transmembrana (Figura 2B). Las tres proteinas tienen una
topologia similar (Figura 2A), poseen tres hélices de transmembrana y coinciden en
ellas 7 residuos aminoacidicos perfectamente conservados.

178 el tnico

En la literatura podemos encontrar que el reemplazo del residuo Glu
residuo cargado en la tercera hélice de transmembrana de ExbB, por alanina
(ExbBE176A) es capaz de abolir todas las funciones dependientes de ExbB en E. coli
(Braun y Herrmann, 2004). Los residuos vecinos, lle'™ y Leu'" son compartidos por las
tres proteinas (Figura 2B). El alineamiento de las tres secuencias indica que el residuo
Phe'® de MceB esta presente en las fres proteinas, y que el residuo Ala" de MceB esta
presente en TolQ (Ala'®?). El residuo Thr'*® se reporta como importante tanto en ExbB
como en TolQ (Braun y Herrmann, 2004), y coincidentemente se encuentra entre dos
residuos conservados en las tres protefnas, ExbB Phe™® y Val'*® (Figura 2B).

Los estudios en nuestro laboratorio indican que las mutaciones puntuales
asociadas a la pérdida de la funcionalidad en MceB (MceBA17V y MceBA77V) son
capaces de compensar las mutaciones sin sentido en TonB generadas con
hidroxilamina, que no cumplen con su funcién biolégica normal (Baeza, 2003):
TonBA43-239 y TonBA109-239 son compensatorias de MceBA77V; TonBS16L es
compensatoria de MceBA17V. La proteina mutante MceBA17V presenta una
sensibilidad mayor a la MccE492 que la protefna mutante MceBA77V, sensibilidad que
es similar a la presente en el control sin MceB (T onB"). Esto indica que la hélice | de
MceB presenta un efecto mayor sobre la accion protectora de MceB (Baeza, 2003). En
la literatura se puede encontrar informacion acerca de la importancia de los residuos
Ser'® e His® y sus respectivas ubicaciones espaciales en TonB, los cuales estarian
implicados en la interaccion con ExbB, la actividad de TonB y la transduccion

energética (Larsen y Postle, 2001). La proteina mutante TonBS16L es
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Figura 2.Las topologias y el alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las

proteinas MceB, ExbB y TolQ.

A) Las topologias predichas de ExbB (Kadner y Postle, 2003), de MceB (Baeza, 2003) y de
TolQ (Vianney y cols., 1994), en la membrana citoplasmatica. Se indica las localizaciones del
periplasma y del citoplasma. B) El alineamiento de las secuencias aminoacidicas. Se ha
comprobado que las tres proteinas interactuarian con el dominio de transmembrana de TonB.
Se observa que entre las tres proteinas hay ciertos residuos muy conservados a distancias
equivalentes en los dominios de transmembrana (amarillo: idéntico en las tres proteinas;
celeste: conservativo; verde: similar). Las cajas rojas indican la ubicacion de los dominios de

transmembrana.
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de especial inferés tanto en el mecanismo de accién de la MccE492 como en el de su
inmunidad, pues, los esferoplastos de las cepas que expresan esta proteina son
parcialmente sensibles a la MccE492 (Baeza, 2003; Garcia, 2008). Debido a la
topologia de MceB, se espera que interactiie con TonB a nivél de los dominios de
transmembrana. Las otras proteinas TonB mutantes ocasionarian una compensacion
de las mutaciones en MceB por la falta de funcion de TonB, pues, habria una pérdida
del extremo C-terminal (Baeza, 2003). En este trabajo se analizara el rol del extremo
C-terminal de TonB en la actividad bactericida de la MccE492. Ademas, se examinara

el rol que cumple ExbB en el mecanismo de accién bactericida y en el mecanismo de la

infhunidad a la MccE492,




Hipétesis
Sobre la base de los antecedentes presentados, se puede postular que la
MccE492 requiere del dominio C-terminal de TonB para poder ejercer su accion
bactericida. Es probable que la proteina de la inmunidad ejerza su funcion a partir de
una interaccion directa con TonB, sin excluir una posible interaccién con las proteinas

ExbB y ExbD.

Esta hipétesis de trabajo sera sometida a una confirmacion experimental.
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Objetivos

Objetivo general

Establecer si el dominio C-terminal de TonB es indispensable para la actividad

bactericida de la MccE492 y el papel que juega la proteina ExbB en esta actividad.

Objetivos especificos

Generar una construccién para la expresién de la proteina TonB sin el dominio
C-terminal, TonBA109-239, mediante ei uso mutagénesis dirigida con partidores
especificos.

Determinar la actividad bactericida y la inmunidad a la MccE492 en una cepa

mutante ExbB".
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2. Materiales y métodos

2.1, Materiales

21.1 Reactivos

La bis-acrilamida, el SDS, el patron de bajo peso molecular para péptidos, la
glucosa, la tricina, los L-aminoacidos, la tiamina, la lisozima de huevo y el acido p-
cumarico se compraron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, Estados Unidos).

Las membranas de nitrocelulosa VSWP02500 para remover las sales de los
acidos nucleicos antes de la electroporacion ¥ los filtros de tipo fow binding con poros
de 2 pm para la esterilizacion de soluciones se obtuvieron en Millipore (Billerica,
Massachusetts, Estados Unidos).

Las membranas de ritrocelulosa para los ensayos de Western blot, la
acrilamida, el persulfato de amonio, el TEMED vy las cubetas para la electroporacitn se
compraron en BioRad Laboratories Inc. (Hercules, California, Estados Unidos).

El azul de bromofenol, el clorofarme, el alcohol isoamilico, el isopropanol, el
etanol, el metanol, el acetonitrilo, el cloruro de calcio, la sacarosa y el carbonato acido
de sodio sé compraron en Merck (Darmstadt, Alemania).

E! cloruro de sodio, el agar, el cloruro de magnesio hexahidratado, el TRIS, el
glicerol, el EDTA, el fenol, el fosfato acido de sedio, el citrato de sodio, la agarosa, el
acetato de amonio y los marcadores de peso molecular para los fragmentos de ADN a
escalas de 100 pb y 1 Kpb se compraron en Winkler Ltda. (Santiago, Chile).

El sulfato de magnesio y el cloruro de calcio se obtuvieron de Fluka bhemie AG
(Buchs, Suiza).

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

clorhidrico se compraron en TCL (Santiago, Chile).
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Los casaminoacidos y el extracto de levadura se compraron en DIFCO
Laboratories (Detroit, Michigan, Estados Unidos).

El hidroxido de sodio se comprd en J. T. Baker (Xalostoc, Estado de México,
México).

La Kanamicina y el cloramfenicol se compraron en Bestpharma S.A. (Santiago,
Chile).

La ampicilina se compré en U.S. Biological (Swampscoft, Massachusstts,
Estados Unidos}).

El anticuerpo primario policlonal de conejo preparado contra los Ultimos 20
aminoacidos de la MccE492 se obtuvo en Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz,
California, Estados Unidos).

El anticuerpo de cabra anticonejo unido a la peroxidasa del rabano picanfe se
compré en Pierce Biotechnology (Rockford, lllinois, Estados Unidos).

La resina Silica Gel 100-C18 para la purificacion de la MccE492 en batch se
compré en Waters (Milford, Massachusetts, Estados Unidos).

| a pelicula autoradiografica HR-U30 Super Medical X-Ray film, se compro en

Fuijifilm Corporation (Tokio, Japén).

2.1,2 Las cepas bacterianas y los plasmidos

T - - " ’ ra - .
La fuente externa y el fenotipo de los microorganismos y los plasmidos usados en

este trabajo se muestran en la Tabla I.
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Tabla 1. Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este trabajo

Cepas Genotipo/Fenotipo Fuente

BL21 F ompT gal [dem] [lon] hsdSB (rB” mB’) Novagen
BL21 con DE3, un profago A que porta el gen de la
BL21A(DE3) polimerasa del bacteriofago T7.” Novagen
, Guarenie y
X8605 F #pR A (lac)U169 strA A (fonB-JacP) Beckwith, 1978
HE1 ara A(lac pro) thi F' lac pro exbB:Tn10 Braun, 1989
Plasmidos Genotipo/Fenotipo Replicén Cop fas por Fuente
célula ‘
Portador de los
determinantes genéticos
para la MccE492 y la Wilkens v cols
pJEM15  protelna de lainmunidad.  colE1 15 - 20 1993'7 "
Duplicacién de un
fragmento Sall de 2,56 kb
(gen mceF). Amp'.
pT7-7 portando un
fragmento de 0,3 kb Laqos v col
p157 Nde - Eco Rl del colE1 15 - 20 et S e
sistema de la MccE492
(gen mceB), Amp'.
pSU2718 portando el gen Traub y cols.,
pIiMg1 tonB, CriY’. p15A 18-22 1093
plM91 portando ia
h mutacion TonBA109-238
piM108 generada por p15A 18- 22 Baeza, 2003
hidroxilamina.
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2.2 Métodos
2.21 Métodos de biologia molecular, de secuenciacién de ADN y de analisis

Los procedimientos de biologia molecular, como el aislamiento del ADN
plasmidial, la preparacién de las células electrocompetentes, la transformacion por
electroporacion, la digestién con enzimas de restriccion, la autoligacion de fragmentos
de ADN, la PCR y la PCR mutagénica se realizaron acorde a [os métodos previamente
estandarizados (Sambrook y Russell, 1989). La proteina trunca TonBA109-239 se
obtuvo mediante la PCR inversa del plasmido pIM91 (tonB, Cm") con los partidores
TonBP1, que proporciona dos codones de término en las posiciones de los codones
108 y 110 del gen tonB y un sitio de corte Xho |, y TonBP2, que amplifica en una
posicion fuera del gen fonB y proporciona otro sitio de corfe Xho | (Tabla 2). Mediante
la digestion del producto de la PCR inversa con Xho |, la autoligacién, ia
electrotransformacion en E. coli X8605 (fonB", Kan") y la seleccién en placas de medio
LB suplementadas con antibiticos (Cm y Kan), se obtuvieron las células que
expresaban el gen de la mutante trunca de TonB. Las secuencias de ADN fueron
determinadas en Macrogen (Korea del sur). El gen fonB mutagenizado fue
secuenciado usando los partidores MP18 y M13-F (Tabla 2). Las secuencias de ADN

fueron analizadas con el software Vector NTi Advance 10.3 (invitrogen Corporation).

2.2.2 Purificacion de la MccE492, PAGE e Inmunoblot

Fl método de purificacion empleado fue desarrollado en nuestro laboratorio
(Garcia, 2008). Se activaron 50 g de la resina Silica Gel 100-C18 (Waters) con 300 mL
de acetonitrilo al 100% y se agité durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se
decanté la resina por 30 min, se retiré el acetonitrilo y se hidraté con 300 mL de agua

nanopura en agitacion durante 30 min. La MccE492 se exirajo a pariir de los
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Tabla 2. Los oligonucleétidos utilizados en [as reacciones de PCR y de secuenciacion

Partidor Secuencia (5’ = 37)

TonBP1 CGGGTTTGACATCCTCGAGTCACTACTCCTGTACCTTTITCACCG
TonBP2 CACCGAAATTCTCGAGGCAGAAAGTCAAAAGCCTCC
M13-F  CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG

MP18  AGCGGATAACAATTTCACACAGGAT v

Subrayado, sitio de restriccién Xho |, negrita, secuencia complementaria a los cadones de

término TAG y TGA.
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sobrenadantes de los cultivos corresponidientes a E. cofi BL21A(DE3)pJEM15. Las
células fueron crecidas a 37 °C en medio minimo M9 suplementado con citrato y
glucosa (Miller, 1972) a 220 rpm durante 20 hr en agitacién orbital, y el sobrenadante
fue colectado mediante centrifugacién a 5.000 x g por 10 min. Este fue filirado y
mezclado con la resina activada. Esta mezcla fue agitada por 20 min a 4 °C.
Posteriormente se lavé con 100 mL de metanol al 40% y luego con 100 mL de
acetonitrilo al 25%. Las eluciones se hicieron con 50 mL de acetonitrilo a
concentraciones crecientes (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%). De esta forma se
obtuvieron 8 eluciones de 50 mL cada una, y se determind que las eluciones al 50, 60 y
70% de acetonitrilo fueron las que presentaron la mayor actividad bactericida. Las
muestras sometidas a PAGE en condiciones denaturantes fueron concentradas por
evaporacién al vacio (Centrivac, Labconco} a 65 °C para retirar el acetonitrilo.

El PAGE en condiciones denaturantes se llevd a cabo bajo las condiciones
descritas por Schégger y von Jaggow (1987) y las membranas de nitrocelulosa
(Millipore) se utilizaron en la transferencia del Inmunoblot (1 h 30 min, 100 V a -20°C,
usando como amortiguador de transferencia 25 mM Tris-HCI, 190 mM giicina frio). La
MccE492 fue detectada con un anticuerpo policlonal preparado en conejo contra los
Gitimos 20 aminoacidos de la protefna (suero antisérico en dilucién 1:500) y con un
anticuerpo de cabra anticonejo unido a la peroxidasa del rabano picante (Pierce
Biotechnology) (dilucién 1:20.000). La reaccién de quimioluminiscencia fue llevada a
cabo en 100 mM Tris-HCI pH 8,5, 1,25 mM luminol, 0,2 mM acido p-cumarico. La
reaccion fue iniciada con la adicién de una alicuota de 3 pL de H,O, (concentracion

final 0,01%). La membrana fue expuesta a la pelicula autoradiografica durante un 1

min.




Se determind la concentracién de la MccE492 de cada elucidn mediante el
método de Warburg y Christian (1942). Se midié directamente la absorbancia a 260 y
280 nm y luego se calculé la concentracion utilizando fa siguiente formiula:

[pglml] = 1.000 x [(Azaox 1,55) - (Azagx 0,76)]

2.2.3 Preparacion de las muestras de la MccE492 para el ensayo sobre cultivos
celulares

Cada vez que se ensayo la actividad de la MccE492 en los cultivos celulares, el
acetonitrilo de la muestra fue evaporado al vacio a 35 °C y la MccE492 fue diluida en

agua hasta alcanzar la concentracion deseada.

2.2.4 Ensayos de formacién de halos de inhibicién de crecimiento

Para determinar si las cepas presentan sensibilidad a la MccE492, se hicieron
céspedes con alicuotas entre 50 y 100 pl de los cultivos celulares liquidos crecidos en
medio LB (suplementados con el antibiético correspondiente) sobre placas de agar LB
y se incluyeron en 3 mL de agar blando. Se ensayo sdbre éstos la actividad bactericida
de 5 pL de una dilucién seriada en base 2 de la MccE492 purificada con una
concentracion inicial de 1.000 pg/mL. Después de una incubacion a 37 °C por 20 h, la

actividad bactericida fue visualizada como un halo de inhibicion de crecimiento.

2.2.5 Ensayo de sensibilidad a la MccE492 en los cultivos liquidos

Para los ensayos de sensibilidad se centrifugd 1 mL de cultivo liquido a ensayar
(D.O.g0o= 0,3 - 0,4) a 9.800 x g durante 5 min. El precipitado obtenido fue lavado dos
veces con 1 mL de medio liguido LB fresco, y posteriormerite fue homogeneizado en 1

mL de medio liquido LB. Las alicuotas de 100 ulL de esta homogeneizacidn se

mezclaron con 100 puL de MccE492 purificada (hasta concentraciones finales de 20,
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500 y 1.000 pg/mlL) y luego se incubaron a 37 °C por 20 min. La sobrevida de las
células se determind mediante el conteo de las células viables sembradas en las

placas de agar LB.

2.2.6 Preparacion de los esferoplastos y de los ensayos con la MccE492

Los esferoplastos se prepararon de acuerdo a una modificacién de lo descrito
por Weiss (1976). Los cuitivos se crecieron durante toda la noche, sin agitacion, en
medio liquido LB (suplémentado con el antibiético correspondiente) hasta una D.O.450
cercana a 0,9. Las células fueron obtenidas por centrifugacién a 940 x g por 10 min,
lavadas dos veces con 10 mL de amortiguador Tris-HCI, 10 mM, pH 80 vy
homogeneizadas suavemente en Tris-HCI, 100 mM pH 8,0, 20% p/v de sacarosa
usando la siguiente férmula de acuerdo a las convenciones de Osborn (1972): X mL de
cultivo x D.0.450= 10 unidades de densidad dptica (U.D.O.), donde X es el volumen de
células centrifugado y posteriormente es homogeneizado hasta un valor de 10
U.D.O./mL. Luego, al cultivo en agitacion se le agregaron 2 mL de una sclucion EDTA
0,1 M, pH 8,0, hasta alcanzar una concentracién final cercana a EDTA 10 mM. Esta
mezcla se incubt a temperatura ambiente por 15 min para luego agregarle lentamente
1 mL de una solucién de lisozima de huevo (Sigma) 2 mg/mL, hasta alcanzar una
concentracion final cercana a 0,6 mg/mL. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente
por 15 min. Los esferoplastos obtenidos en este paso estaban listos para ios ensayos
de sensibilidad a fa MccE492. La cantidad de esferoplastos por preparacion se
determiné por la disminucién del titulo celular después de incubar por 20 min en agua

nanopura.
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2.2.7 Analisis estadistico de los resultados

Para el procesamiento estadistico de los datos se utilizaron dos estadigrafos: el
test de F de Snedecor, para comparar las varianzas muestrales y asi clasificar el
analisis estadistico posterior, y el test t de Student como la prueba final para comparar
las medias de sobrevida entre las cepa o para una misma cepa con distintos
tratamientos de MccE492. Todos los ensayos se llevaron a cabo en triplicado y los

datos se procesaron con el programa Microsoft Office Excel 2007.
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3. Resultados

3.1 Estudio de la participacién del dominio C-terminal de TonB en la actividad
bactericida de la MccE492

3.1.1 Generacién de \una proteina TonB carente del dominio C-terminal

En nuestro laboratorio se han caracterizado distintas mutantes de la proteina
TonB. Se aislaron dos clones con una mutacion sin sentido en el gen fonB. Una de
ellas se localiza en el codén 43, por lo que generaria una proteina sin dominio C-
terminal (TonBA43-239) y la otra que se localiza en el codon 108 (TonBA1 09-239".
Las cepas que expresan estas proteinas truncas presentan un fenotipo intermedio
entre las cepas fonB* y tonB" (fenotipo rezumante) y fueron obtenida tras la blisqueda
de posibles mutaciones compensatorias en TonB que fueran capaces de suplir la
pérdida de la funcionalidad de las proteinas mutantes de la inmunidad MceBA17V y
MceBA77V. El fenotipo intermedio que presentan ambas mutantes llevd a pensar que
ambas mutaciones sin sentido podrian ser sobrepasadas en el proceso de traduccidn.
Por esta razon, se decidié construir nuevas mutantes truncas de TonB, pero esta vez
mediante la remocion de una parte del gen fonB. Por consiguiente, uno de los objetivo
de esta memoria es generar una consfruccion para la expresién de la proteina TonB
sin el dominio C-terminal (TonBA109-239).

Mediante mutagénesis dirigida con partidores se generd una mutacion en el gen
tonB portado por el plasmido pIM91 (Traub y cols., 1993) de manera tal que se
generaran dos codones de término adyacentes y posteriores al codon 108 (codones de
término ambar y 6palo, TAG y TGA respectivamente), seguidos de un sitio de corte

para la enzima Xho |, con el objetivo de remover la secuencia codificante del dominio
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C-terminal (codones 109-239), lo que conlleva a la expresién de una proteina trunca
(Figura 3).

Como resultado se obtuvo una construccién que expresa una proteina trunca
(TonBA109-239°, p por partidor) (Figura 3€). Mediante un experimento similar, en este
trabajo se logré obtener una mutante de la proteina TonB con una remocién de la
secuencia aminoacidica 109-239, pero que incorpord una secuencia nucleotidica
distinta a la esperada por la estrategia, agregandose una secuencia con 13 codones
codificantes para aminoacidos sin homologia a los de la proteina TonB. Esta fue
denominada TonBA109-239" (13 por la secuencia aminoacidica aberrante de 13
aminoacidos) (Figura 4C). Las tres proteinas mutantes fueron analizadas y
comparadas durante el transcurso de este trabajo.

Para verificar e! éxito de la metodologia, se hizo un mapa de restriccion de los
productos de PCR especificos (Figura 5) y una secuenciacion de los plasmidos
mutagenizados (Figura 4 y 6). Se verificé tanto la insercidén de los dos codones de

término como la remocién del segmento de ADN deseado.

3.1.2 Las cepas que expresan la proteina mutante TonBA109-239° presentan

insensibilidad a la MccE492

La proteina TonB interactiia con los receptores de la membrana extema,
desencadenando translocacién de los sideréforos acomplejados con hierro al espacio
periplasmatico. Para que esta actividad se lleve a cabo, es necesario que los dominios
N- y C-terminales de TonB estén presentes (Larsen y cols., 1993; Khursigara y cols.,

2005). El dominio C-terminal interactGa con la caja TonB localizada en el extremo N-

terminal de todos los receptores dependientes de TonB, en tanto que el dominio N-




P(LAC)

tonBA109-239

e

Xho |

pIM91 A 109 - 239

3642 pb
/ \MTS-F
CmR
Amplificacion l T Digestion Xho |
TonBP1/TonBP2 Autoligacion
B
P(LAC) tonBA109-239
\ \ MP18 /
| | -
| | |
pIM91 A 109 - 239
3654 pb

Figura 3. Estrategia de la mutacion dirigida sobre el gen tonB.

A) Se us6 un partidor que insertara dos codones de término distintos y consecutivos después
del codén que codifica para el aminoacido 108 de la proteina TonB (codones ambar y épalo), y
adyacente a estas mutaciones, se introdujo un sitio de restriccion Xho | (TonBP1). Se us6é como
molde el plasmido pIM91 (pSU2718 portando fonB, Cm") (Traub y cols., 1993). El otro partidor
utilizado hibrida en un sitio distal al gen fonB y genera un sitio de corte Xhol (TonBP2). B) Se
generaron amplicones mediante PCR inversa sin los codones codificantes para los residuos
aminoacidicos 109 - 239 del gen tonB y con un sitio de corte Xho | en ambos extremos. C)
Posteriormente por digestion y autoligacion se gener6 un plasmido con el gen tonB truncado. Se
transformé mediante electroporacion el producto de ligacion en la cepa X8605 (AtonB, Kan') y la
seleccion se llevod a cabo por resistencia a antibioticos. MP18 y M13-F, partidores usados para

la secuenciacion.
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Figura 4. Analisis bioinformatico de las secuencias nucleotidicas de las mutantes en

fOﬂB WMAGCMCGCGATGTWCCCHAGAGTCG
tonBA 109 — 239P AAGCCEGTGAAARAGGTACAGEAGTAGT GAL I CCAGGCAGARAGT CAARAGCCTCCG
tonB A 109 — 239 13 AAGCCEETGAAAAAGETACAGEAGTA-—— -~ TCGAGGCAGAAAGTCAAAGCCTCCGA

TonBP1c --——CGGTGAAAAAGGTACAGGAGIAGT GALT CCAGGATGTCARACCCE—~~~-=-~
JealP2 B $z e CACCGAAATTETCGAGHCAGARAGTCARAAGCCTCC-

tonB.

Se obtuvieron dos mutantes truncas tipo TonBA109-239. A) Secuencia nucleotidica del gen
tonB, B) secuencia nucleotidica del gen que expresa la proteina mutante TonBA109-239°, C)
secuencia nucleotidica del gen que expresa la proteina mutante TonBA109-239", D) secuencia
nucleotidica complementaria al partidor mutagénico TonPB1, E) secuencia nucleotidica del
partidor mutagénico TonBP2. El procedimiento para la mutacion dirigida se explica en los
Materiales y Métodos. Enmarcado en rojo, mutacién ambar y 6palo; enmarcado en verde, sitio

de corte Xho | en amarillo, secuencia correspondiente a los codones 100 - 108 del gen tonB.

Se utilizé el programa Vector NT| advance 10.3 para generar estos alineamientos.
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TonBA109 - 239"
TonBA109 - 239"

o

O
pIMS1
pIM31
+ Xho |
+ Xho |
Clon 39
Clon 38
+ Xhol

Figura 5. Mapa de restriccion de los productos de PCR de las diferentes construcciones.

Para la amplificacién sobre los respectivos plasmidos como molde se utilizaron los partidores
MP18 y M13-F. El producto de PCR se trat6 con la enzima Xho | para ver diferencias en el
patron de digestion. Se observa que el clon 39 (TonBA109-239") presenta una remocion parcial
en el gen tonB y la insercion de un sitio Xho | (fragmentos esperado de amplificacion: 700 pb

aproximadamente; digestion: 500 y 200 pb aproximadamente).
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Plasmido Vector de origen - Mutante Descripcion

pIM91 portando la mutacién tonBA109-239
pIM108° pIM91 > TonBA109-239° generada por mutagénesis dirigida.

Como pIM108°, pero que lleva ademas un
13 13 conjunto de 13 codones después del
pIM108 pIM91 > TonBA109-239 codon 108 del gen tonB, sin homologia con

la secuencia del gen.

109
Lys V¥al Gin Glu Gin Pro Lys Arg Asp Val Lys Pro Val Glu Ser Arg Pro Ala Ser Pro Phe
AAG GTACAGGAGC AGCCAAAACG CGATGICAAA CCCGTAGAGT CGCGTCCGGC ATCACCGITT

Pro Lys Arg Asp Wal Lys Pro ¥al Glu Ser Arg Pro Ala Ser Pro Phe
TMM109~239“T AGCCAAAACE CGATGICAAAR CCCGTAGAGT CGCGTCCGGC ATCACCGITT

TOHMTOB-ZJQHT AGTGA
Tyr Ag Gy Arg Lys Ser Lys Pro Pro Tk Gly Gy Fhe
Tonﬂ&foﬂhm131: ATCGRGGCAG AARGICAAAG CCITCCGACCG GEGGUTITIGA

Figura 6. Descripciéon y comparacion de secuencias de las proteinas TonB mutantes.
Se compara el gen tonB con las mutantes obtenidas por mutacion dirigida con partidores
(TonBA109-239° y TonBA109-239") y por hidroxilamina (TonBA109-239"). Se muestran las

diferencias en rojo.
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terminal de TonB posee una hélice de transmembrana que esta insertada en la
membrana citoplasmatica.

La MccE492 utiliza los receptores de la membrana externa FepA, Cir y Fiu para
su ingreso al espacio periplasmatico y para ejercer asi su accion bactericida, por lo
tanto, una cepa sin ninguno de estos receptores es resistente a la MccE492. Sin
embargo, los esferoplastos de esta cepa sin [os receptores son sensibles a la accién
de la MccE492, lo cual indica que no se requiere de la interaccidn entre TonB y los
receptores para ejercer su accion bactericida (Strahsburger y cois., 2005).

Se utilizé la cepa X8605 (AfonB, Kan') para probar la funcionalidad de todas las
proteinas mutantes de TonB de este trabajo. Se complemento en frans mediante la
electroporacion de los plasmidos que portan los genes tonB que derivan del plasmido
plM91 (tonB, Cm"). En todos los ensayos, como control de resistencia se utiliz6 la cepa
X8605 y como control de sensibilidad se utilizd la cepa X8605 que porta el plasmido
pIM91.

La actividad bactericida de la MccE492 fue determinada cuantitativamente
mediante el método de formacién de halos de inhibicién de crecimiento (Materiales y
Métodos) sobre los céspedes de una cepa sensible y sobre las cepas que expresan las
proteinas TonB mutantes, en triplicado (Tabla 3). Los resultados indican que las cepas
que expresan las proteinas TonBA109-238° y TonBA1 09-239"™ presentan
insensibilidad en las condiciones experimentales. La cépa que expresa la proteina
TonBA109-238" presenta una sensibilidad muy reducida con formacién de halos
difusos en el césped, lo que corresponde a la dilucién % de la muestra. Estos
resultados indican que la actividad bactericida de la MccE492 requiere de la proteina
TonB, como se ha descrito para colicinas dependientes de TonB (Cascales y cols.,

2007).
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Tabla 3. Ensayos de actividad bactericida por el método del método de la diluci6n critica

para [as cepas mutantes en TonB

Cepade E. c;:!i Ac(tlij‘f}i?da
X8605 TonB" | 256
X8605 TonB’ 0
X8605 TonBA109-23¢° Q
X8605 TonBA109-239" 2°
X8605 TonBA109-238% 0

*[ os numeros corresponden al reciproco de la potencia en base 2 del tiltime nimero de la diiucién que presenta un halo
de inhibicitn de crecimiento sobre céspedes de la cepa analizada (triplicado).

PHalo de inhibicién de crecimiento difuso.

El control negativo corresponde a la cepa X8605 TonB" (AfonB), el control positivo corresponde
la misma cepa complementada con {onB en frans {X8605 fonB*). Las distintas mutantes
ensayadas coresponden a X8605 portando los distintos plasmidos mutantes. El fitulo
bactericida de la MccE492 utilizada en este ensayo fue estandarizado en la cepa BL21 y

corresponde a 1024 U.A°.
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3.1.3 Las cepas que expresan las proteinas mutantes en el extremo C-terminal

de TonB son insensibles a distintas concentraciones de MccE492

Se cuantifico la actividad bactericida de la MccE492 mediante el conteo de las
células viables de un cultivo liquido, sembradas en placas LB, para establecer si la
insensibilidad a la MccE492 es dependiente de la concentracion de la MccE492 usada.
Se realizaron los ensayos a tres concentraciones (100, 500 y 1.000 pg/ml) de
MccE492. Los resultados muestran que las cepas que expresan las tres proteinas
mutantes de TonB en el extremo C-terminal presentan diferencias pequefias en la
sensibilidad a la MccE492 (Figura 7). La sensibilidad se ve levemente aumentada a
mayor concentracion de la MccE492. El control positivo (cepa X8605 complementada
en frans) fue sensible a todas las concentraciones ensayadas.

Una cepa que expresa la proteina mutante TonBA109-239" presenta la mayor
sensibilidad a la MccE492 entre fodas (Figura 7), pues, como ya se menciono, se
genera un fenotipo rezumante, con una sensibilidad intermedia entre una cepa fonB’ y
una fonB. Su sensibilidad es similar la cepa control fonB" sdlo a la mas baja
concentracion de MccE492 utilizada (el anélisis estadistico de los resultados de esta
memoria se adjuntan en el Apéndice). La sensibilidad a ia MccE492 de las cepas que
expresan las proteinas mutantes TonBA109-239° y TonBA1 09-239" es comparable a

la de la cepa en todas las concentraciones de MccE492 ensayadas.

3.1.4 Los esferoplastos de una cepa que expresa una proteina TonB mutante en

el extremo C-terminal son insensibles a la MccE492

Con el objetivo de examinar la posibilidad de que las cepas que expresan
mutantes de TonB truncas en el C-terminal fueran insensibles a MccE492 debido a una

pérdida de la interaccién con los receptores de la membrana externa, y por lo tanto
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M100 pg/ml

130 - 0500 wpg/ml
120 - MH1.000pg/ml
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100 -
$ 90
3 w0
£ 7. -L
-
Q 60 4
Eal
50
40 4
30
20 ',
10
0 = 1
Tong* Tong TonBA109.238°  TonBa109238"  TonBat09.238"
% de células viables
MccE492 (pg/mL)
Cepa E. coli 100 500 1.000
X8605 TonB* 1,13+ 0,22 0,16 + 0,049 0,018 + 0,0008
X8605 TonB” 91,39+9,93 108,16 £ 21,50 83,33 + 22,96
X8605 TonBA109-239° 90,24 + 8,45 91,3+13,04 58,18 £ 8,33
X8605 TonBA109-239" 71,65 +6,82 41,88 + 18,01 38,94 + 6,68
X8605TonBA109-239" 110,17 + 17,31 86,05 + 4,03 71,03 + 10,61

Figura 7. Tratamiento de las mutantes en tonB con distintas concentraciones de

MccE492.

Los resultados son representativos de tres ensayos realizados en un cultivo liquido. En el
gréafico se incluye el error en unidades de porcentaje. La cantidad de células utilizada para este
ensayo se estandarizé6 en 100 pL de cultivo a una D.O.g0= 0,3-0,4. El 100% de sobrevida

corresponde a las células sin tratamiento con MccE492. Analisis estadistico t de Student, a/2 =

0,025.
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resultaran ser deficientes en el paso de translocacién al espacio periplasmatico, se
hicieron ensayos de sensibilidad sobre esferoplastos, los cuales son preparaciones de
células que tienen permeabilizada la membrana externa (Weis$, 1976). En este ensayo
las cepas que expresan las mutantes en el extremo C-terminal de TonB presentan una
membrana citoplasmatica que es accesible para la MccE492, y por tanto se pueden
eliminar las variables membrana externa (funcionalidad de los receptores membrana
externa) y actividad de TonB, dejando que la MccE492 entre al periplasma.

Los resultados que se muestran en la Tabla 4 indican que los esferoplastos de
la cepa X8605 (AtonB) que expresan las tres mutantes en TonB son resistentes a la
MccE492, con viabilidades similares a los ensayos de sensibilidad sobre las células sin
tratamiento. De todas las cepas ensayadas, la cepa X8605 AfonB complementada en
trans con tonB es la Unica que presenta una sensibilidad total a MccE492. Las
diferencias observadas entre las mutantes no son significativas y todas son
comparables al control AfonB (Tabla 4). Estos resultados sugieren fuertemente que la
actividad bactericida de la MccE492 necesita de la presencia del extremo C-terminal de
TonB y que es independiente de la interaccidn de esta region de TonB con los

receptores de la membrana externa.

3.1.5 Estudio de la participacién del dominio C-terminal de TonB en la

inmunidad a la MccE492

Con el objetivo de verificar si la proteina mutante TonBA1 09-239", que presenta
una sensibilidad muy reducida a la MccE492 (Tabla 3) adquiere el fenotipo inmune
{inm") cuando expresa el gen de la proteina de la inmunidad, mceB, presente en el

plasmidio p157, se realizd un ensayo de sensibilidad a la MccE492 con esta cepa

complementada en trans con el gen mceB (Tabla 5). Los resultados obtenidos indican




Tabla 4. Ensayo de sobrevida a la MccE492 sobre esferoplastos que expresan mutantes

en TonB
Cepa de E coli | Porcentaje de sobrevida
X8605 TonB" 0,6271:0.011
X8605 TonB’ 85,0x11,5
X8605 TonBA109-239° 76,547,9
X8605 TonBA109-239" 70,83+13,01
X8605 TonBA109-239" 103,08+13,32

Los ensayos se llevaron a cabo con una concentracion de 100 ug/mL de MccE492. Los
resultados usados en esta Tabla son representativos de tres ensayos. El 100% corresponde a
la sobrevida de células sin tratamiento con MccE92. La cantidad de células usadas en este

ensayo se explica en la seccion Materiales y Métodos. Analisis estadistico t de Student, a/2 =

0,025.
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Tabla 5. Caracterizacion fenotipica de la mutante TonBA1 09-239" mediante el ensayo de

inmunidad a la MccE492 por el método de Ia dilucién critica

. Actividad®
Cepa de E. coli (U.A)
X8605 TonBA109-23g" 2P
X8605 TonBA109-239" / MceB 0

® os nimeros corresponden al reciproce de la potencia en base 2 del tltimo ndmero de [a dilucién que presenta un halo
de inhibicin de crecimiento sobre céspedes de la cepa analizada (triplicado).

blalo de inhibicién de crecimiento difuso.

La mutante TonBA109-239" adquiere un fenotipo inmune a MccE492 cuando porta el gen de la
proteina de la inmunidad a la MccE492. El titulo bactericida de la MccE492 utilizada en este

ensayo fue estandarizado en la cepa BL21 y corresponde a 1024 UAZ
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que una cepa que expresa esta proteina mutante con sensibilidad disminuida adquiere
el fenotipo inm* frente a la MccE492. Este resultado sugiere que la proteina MceB
podria prescindir del dominio C-terminal de TonB para ejercer su accion protectora,
pero debido al caracter rezumante de la mutante, se disefiaron los experimentos que

se detallan a continuacién.

31.6 El extremo C-terminal de TonB no es necesario en el mecanismo de

inmunidad de la MccE492

Una de las posibilidades que se esgrimen en el mecanismo de inmunidad a
MccE492 es la capacidad que tendrfa MceB de interactuar con TonB, evitando una
posible interaccion con la MccE492. Para complementar los estudios iniciales de la
proteina de la inmunidad con la proteina mutante TonBA109-239", se transformé
mediante electroporacion con el plasmido p157, portador del gen mceB, las cepas que
expresan las otras dos mutantes en el dominio C-terminal de TonB y se realizaron
ensayos de sobrevida sobre esferoplastos (Tabla 6). La cepa TonBA109-239"MceB,
como ya se ha observado por el ensayo de formacion de halos de inhibicién de
crecimiento, es completamente inmune a la MccE492 y aumenta significativamente su
sobrevida cuando expresa el gen mceB (Tabla 5), asi como todas las cepas probadas
(TenBA109-239° y TonBA109-239"), las que incluso mejoraron levemente la sobrevida
en esferoplastos al expresar la proteina MceB, pero sin una diferencia significativa

(Tabla 6).
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Tabla 6. Ensayos de inmunidad de esferoplastos en las cepas que portan las mutantes de

TonB y el gen de la inmunidad a la MccE492

Cepa de E. coli Porcentaje de sobrevida
X8605 TonB*/MceB 90,2 6,79

X8605 TonBA109-239°/MceB 117,24 £ 21,54
X8605 TonBA109-239"/MceB 106,45 + 9,68
X8605 TonBA108-239"/MceB 100,00 + 10,83

Los ensayos se llevaron a cabo con una concentracién de 100 pg/mL de MccE492. Los
resultados usados en esta Tabla son representativos de tres ensayos. El 100% corresponde a
la sobrevida de células sin tratamiento con MccE492. La cantidad de células usadas en este

ensayo se explica en la seccion Materiales y Métodos. Andlisis estadistico ¢ de Student, a/2 =

0,025.

39




3.2 Participacion de la proteina ExbB en [a actividad bactericida de la MccE492

3.2.1 La MccE492 presenta una menor actividad bactericida sobre un césped de
una cepa mutante exbB’

Se ha observado que en ausencia de la funcién de las proteinas ExbB y ExbD,
los procesos que dependen de TonB pueden llevarse a cabo, pero en forma muy
reducida. Esto resulta de la complementacién impertfecta con las proteinas TolQ y TolR
del sistema Tol (Brinkman y Larsen, 2008), pardlogas de ExbB y ExbD
respectivamente. Debido a que la MccE492 depende de TonB para su accion
bactericida, es importante caracterizar las cepas mutantes en el complejo fransductor
de energia de TonB, a modo de verificar si la MccE492 requiere que TonB esté en un
estado conformacional sensible a la fpm.

Los reportes de ensayos sobre cepas mutantes exbB" indican que son
altamente resistentes a la MccE492 (Pugsley, 1984). Sin embargo, estas
caracteristicas fenotipicas fueron descritas a una concentracion de 20 pg/mbL de
MccE492, la cual es bastante inferior a las utilizadas en este trabajo (hasta 1.000
pg/mL). Se determiné la actividad bactericida de la MccE492 en un césped de la cepa
HE1 (exbB:Tn10) (Tabla 7). Los resultados indican que presenta una sensibilidad
intermedia (32 U.A.), pues el control AfonB fue resistente, en tanto que las cepas
sensibles X8605 tonB* (256 U.A.) y BL21 (1024 U.A., control no-isogénico), presentan
una mayor sensibilidad (Tabla 7).

Estos resultados sugieren que la actividad bactericida de la MccE492 se ve
afectada de forma moderada cuando disminuye la funcionalidad del complejo TonB, Ia
cual afecta a los receptores de membrana externa involucrados en la translocacién de

la MccE492 al espacio periplasmatico.
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Tabla 7. Caracterizacién fenotipica de la mutante HE1 (exbB::Tn10) mediante el método

de la dilucion critica

Cepa de E. coli Ac(tlijv-'iAd.z;da
BL21 1024
X8605 TonB 0
X8605 TonB* 256
HE1 ExbB" -

*|os ntimeros corresponden al reciproco de la potencia en base 2 del dltimo nimero de la dilucién que presenta un halo
de inhibicién de crecimiento sobre céspedes de [a cepa analizada (triplicado).

El control negativo corresponde a la cepa X8605 TonB" (AtonB), el contral positivo comresponde
la misma cepa complementada con fonB en trans (X8605 TonB"). La MccE492 presenta una
actividad intermedia frente a la mutante E. coli HE1; como control no-isogénico, E. coli BL21. El
titulo bactericida de la MccE492 utilizada para este ensayo fue estandarizado en'la cepa BL21 y

corresponde a 1024 UA"
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3.2.2 La sensibilidad parcial a la MccE492 de una cepa mutante exbB" es
dependiente de la concentracion

Con el objetivo de establecer si la resistencia parcial de la cepa HE1
(exbB::Tn70) a la MccE492 sufre un efecto dependiente de la concentracion de la
MccE492, se realizaron ensayos de viabilidad empleando cuatro concentraciones (20,
100, 500 y 1.000 pg/mL) de la MccE492. Los resultados que se muestran en la Figura
8 indican que la cepa mutante por transposicion en exbB presenta sensibilidad a la
MccE492 en todas las concentraciones de MccE492 ensayadas y no presenta
diferencias significativas con la cepa control fonB". La sobrevida aumenta en el ensayo
con la menor concentracion de MccE492 (11,7% de sobrevida), pero es comparable al
confrol de sensibilidad fonB* (19,3% de sobrevida). Este resultado indica que Ila
MccE492 es capaz de ejercer su actividad bactericida en ausencia de ExbB, por ende,

en presencia de un complejo TonB imperfecto y poco funcional.

3.2.3 La actividad de la MccE492 disminuye en un césped de una cepa mutante

en exbB que expresa la proteina de la inmunidad

Estudios con mutantes compensatorias sugieren que existiria una interaccion
entre la proteina de la inmunidad MceB y TonB (Baeza, 2003). Esta interaccion seria a
nivel del dominio de transmembrana de TonB vy la hélice | de MceB. Mediante analisis
bioinformatico se ha visto que las proteinas ExbB y MceB presentan patrones de
residuos aminoacidicos conservados en sus hélices de transmembrana, lo cual permite
especular sobre una posible interaccién de MceB con TonB a nivel de dominios de
transmembrana, la cual seria andloga a la interaccién entre TonB y ExbB. Esta
inferencia se basa en los estudios de entrecruzamiento y de mutaciones

compensatorias, que han demostrado que ExbB y ExbD interactian con TonB a nivel
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TonB™ TonB~ ExbB™
% de células viables
MccE492 (pg/mL)
Cepa E. coli 20 100 500 1.000
X8605 TonB* 19,31+ 4,78 1,13+0,22 0,16 £ 0,049 0,018 + 0,0008
X8605 TonB’ 106, 85+ 10,87 91,39+9,93 108,16 + 21,50 83,33+2296
HE1 ExbB’ 11,67+ 1,26 0,87+0,0144 0,03+0,0038 0,00128 £ 0,0003

Figura 8. Viabilidad celular de la mutante en ExbB a distintas concentraciones de

MccE492.

Los resultados son representativos de tres ensayos. En el grafico se incluye el error en

unidades de porcentaje. La cantidad de células utilizadas para este ensayo se se estandarizo

en 1 mL de cultivo a D.O.ge= 0,3 - 0,4. El 100% de sobrevida corresponde a las células sin

tratamiento con MccE492. Analisis estadistico f de Student, a/2 = 0,025.
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de dominios de fransmembrana (Higgs y cois., 2002b; Larsen y cols., 1999; Ghosh y
Postle, 2005).

Se determind la actividad bactericida de la MccE492 mediante el ensayo de
formacion del halo de inhibicion de crecimiento sobre céspedes de la cepa HEf
(exbB:Tn10) que expresa la proteina de la inmunidad (Tabla 8). Los resultados
muesiran que esta cepa mutante disminuye notablemente la sensibilidad a la

MccE492, pero no se vuelve completamente insensible o inmurie.

3.2.4 Una cepa mutante en exbB es inmune a la MccE492 cuando expresa el gen

de la inmunidad a MccE492

Debido a que una cepa mutante exbB es parcialmente resistente a la
MccE492, es importante determinar el grado de inmunidad otorgado por la proteina
MceB. Para ello se hicieron ensayos de sensibilidad a la MccE492 sobre esferoplastos
de HE1 que expresan la proteina MceB. Los resultados indican que una cepa que
presenta el complejo TonB incompleto es capaz de adquirir una alta inmunidad a la
MccE492 en esferoplastos y sin diferencias significativas al comparar con la cepa
control de inmunidad X8605 TonB*/MceB (Tabla 9). Los esferoplastos de la cepa HE1
son sensibles a la MccE492 y adquieren un fenotipo inm™ al estar presente Ia proteina
MceB. Estos resultados sugieren fuertemente que el mecanismo de la inmunidad
puede llevarse a cabo en presencia de un complejo TonB imperfecto, en el cual no
seria necesaria la presencia de ExbB. La resistencia a la accion bactericida de la
mutantes ExbB sin el tratamiento para formar esferoplastos seria posiblemente una
consecuencia de un complejo TonB no funcional, y necesario para el paso de

translocacion de la MccE492 al periplasma.
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Tabla 8. Caracterizacién fenotipica mediante el método de la dilucion critica de la mutante

HE1 (exbB::Tn10) que expresa la proteina de la inmunidad

Tl a
Cepa de E. coli Ac(tll}lﬁl?d
HE 32
HE1/MceB 1b

% os nimeros corresponden al reciproco de la potencia en base 2 del (ltimo nimero de Ia dilucién que presenta un halo
de inhibicion de crecimiento sobre céspedes de la cepa analizada (triplicado).

bHalo de inhibicién de crecimiento difuso visto en todas ias diluciones.

La MccE492 presenta una actividad intermedia frente a la mutante E. cofi HE1; como control no-
isogénico, E. cofi BL21. El titulo bactericida de la MccE492 utilizada para este ensayo fue

estandarizado en la cepa BL21 y cotresponde a 1024 VAL
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Tabla 9. Ensayos de inmunidad de esferoplastos en mutante ExbB" portando el gen de la

inmunidad a la MccE492
Cepade E. coli Porcentaje de sobrevida
X8605 TonB*/MceB 80,2 £ 6,79
HE1 ExbB’ 0,0772 £ 0,00273
HE1 ExbB/MceB 88,9+43

Los ensayos se llevaron a cabo con una concentracién de 100 pg/mL de MccE492. Los
resultados usados en esta Tabla son representativos de tres ensayos. El 100% corresponde a
la sobrevida de células sin tratamiento con NMccE492. La cantidad de celulas usadas en este
ensayo se explica en la seccion Materiales y Métodos. Anlisis estadistico { de Student, a/2 =

0,025,
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4. Discusion
41 La actividad bactericida de la MccE492 es dependiente del extremo C-

terminal de la proteina TonB

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de defensa en la
competencia por nichos ecoldgicos y recursos. Entre los més renombrados destaca la
capacidad de producir bacteriocinas, que corresponden a antibiéticos proteicos
sintetizados por casi todas las bacterias Gram-negativas o Gram-positivas descritas a
la fecha. Mas de ftreinta bacteriocinas han sido identificadas en E. coli, e
indudablemente muchas mas quedan por descubrirse. La diversidad presente en las
otras especies Gram-negativas, y que incluye otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae, es casi inexplorada (Riley y Chavan, 2007).

En términos evolutivos, parece ser que la gran diversidad de las bacteriocinas
se ha desarrollado en el escenario de maxima competencia entre cepas con
requerimientos nutricionales y nichos similares (Riley y Chavan, 2007; Cascales y cols.,
2007), y dentro de sus nichos ecoldgicos las bacterias han desarrollado las
bacteriocinas para el contro! de las poblaciones cuyos requerimientos ambientales son
similares, en vez de dirigir la competencia a géneros diferentes. Existe un nimero
acotado de blancos celulares para la accién de éstas, entre los cuales estan la
formacion de poros en la membrana citoplasmatica, la actividad nucleasa contra ADN,
ARN y t-ARN y la actividad inhibidora de la biosintesis de la mureina (Cascales y cols.,
2007).

ta MccE492 es un ejemplo de una bacteriocina formadora de poros en la
membrana citoplasmatica. Al igual que muchas bacteriocinas, ha parasitado el sistema

TonB para gjercer su actividad bactericida en la célula blanco. Pero a diferencia de
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muchos casos descritos de este tipo de bacteriocinas, los mecanismos de la accion
bactericida, de la inmunidad y de la interaccion con TonB son pobremente entendidos.

Como se menciond anteriormente, se determind que la actividad bactericida de
la MccE492 es independiente de una interaccion entre TonB y los receptores de
membrana externa, cuando se ha permeabilizado la membrana externa de la célula
blanco. En la secuencia primaria de la MccE492 no se encuentra un motivo del tipo
caja TonB, y los estudios de este laboratorio sugieren fuertemente que el sitio de
interaccién con la caja TonB no es requerido para una interaccién con la MccE492
(Baeza, 2003).

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que se requisre del
dominio C-terminal de TonB para la actividad bactericida. Sin embargo, aunque resulta
plausible, no permiten afirmar que ocurra una interaccién entre el C-terminal de TonB y
los receptores para promover la entrada de la MccE482. Por otro lado, los
experimentos con esferoplastos permiten afirmar que es necesaria la presencia del
dominio C-terminal de TonB para la actividad bactericida de la MccE492 una vez que
esta en el espacio periplasmatico. Estos resultados son importantes para establecer el
mecanismo de accidn bactericida de la MccE492, y se generan dos potenciales
explicaciones para este fendmeno: que la MccE492 requiera una interaccion directa
con el extremo C-terminal de TonB o que la MccE492 requiera de una interaccidn con
una proteina TonB funcional, la cual oscilaria entre la membrana interna y fa
membrana externa, de modo que el dominio N-terminal quedaria expuesto en el
espacio periplasmaético (Figura 9).

El primer mecanismo propuesto se basa en parte en el mecanismo usado por
algunas colicinas y bacteriéfagos dependientes de TonB, como la colicina B y el

bacteriéfago H8, que son capaces de interactuar con TonB a nivel de sus respectivas
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M.1.

"‘;—. MccE492 inactiva
@ MccE492 activa

M.E.

Figura 9. Modelos propuestos para el mecanismo de accién de la MccE492.

En A) la MccE492 ingresa al periplasma a través de un proceso mediado por los receptores de
membrana externa FepA, Cir y Fiu (1) y luego mediante una interaccién con el extremo C-
terminal de TonB, es capaz de adquirir actividad bactericida (2). MceB impediria que la
MccE492 formara el poro o que interactuara con el extremo C-terminal de TonB. En algun punto
habria una participacion del complejo ManYZ. En B) la MccE492 una vez dentro del espacio
periplasmatico interactuaria con el dominio N-terminal de TonB, probablemente el que guarda
energia conformacional, para llevar a cabo un cambio conformacional y adquirir actividad
bactericida y asi formar el poro. MceB impediria que se insertara en la membrana
citoplasmatica (3) o que interactuara con el extremo N-terminal de TonB (4). La formacion del
poro seria un proceso que involucraria mas de una molecula de MccE492. M.E., membrama

externa; E.P., espacio periplasmatico; M.l., membrana interna.
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cajas TonB. En el caso de la MccE492, habria una interaccién necesaria para adquirir
una conformacién activa (Figura 9 A).

Esta interaccion entre la MccE492 y TonB serfa independiente de una
interaccion entre TonB y uno de los receptores de la membrana externa como ya se ha
descrito (Strahsburger y cols., 2005) o tal vez serian procesos que ocurren en paralelo.

El segundo mecanismo se basa en la capacidad que tienen los dominios N- y
C-terminal de funcionar independientemente para que TonB sea sensible a la fpm y
para que se genere la oscilacion entre las membranas. En la literatura se reporta que
una protefna trunca TonBA168-239 es capaz de acoplar la fpm para el transporte
activo en la membrana externa de E. coli, posiblemente debido a un cambic estructural,
pero es incapaz de exponer su extremo N-terminal al espacio periplasmatico (Larsen y
cols., 2003). Se ha demostrado que los esferoplastos de las cepas que expresan la
proteina mutante TonBS16L son parcialmente sensibles a la accidén bactericida de la
MccE492 (Baeza, 2003; Garcia, 2008). Se ha reportado en la literatura que esta
proteina mutante es incapaz de transducir la energia, pero que es capaz de generar
una oscilacién de la proteina entre las membranas. Por otro lado, una cepa que
expresa la protéina mutante TonBA109-239 es completamente resistente a la MccE492
y esta proteina seria incapaz de oscilar entre las dos membranas, por lo tanto no
expondria su extremo N-terminal al espacio periplasmatico.

Se han propuesto muchos modelos para explicar el mecanisime por el cual
TonB transduce la fpm desde la membrana interna a los receptores de membrana
externa. Uno de los mas actuales propone gue la energia capaz de generar un cambio
confomacional en los receptores de transmembrana estaria retenida en el extremo N-

terminal de TonB, especificamente en los primeros 66 residuos aminoacidicos. Este

dominio viajaria hasta los receptores, guiado por la unién del extremo C-terminal unido




a los receptores mediante una interaccion del tipo caja TonB, pues, se ha probado que
por si solo es capaz dé unirse a los receptores de la membrana externa, pero sin la
transduccién de energia (Larsen y cols., 2003). Los resultados presentados en este
trabajo indican que el extremo C-terminal de TonB seria fundamental para Ia accion
bactericida de la MccE492, una vez que esta en el espacio periplasmatico y que esta
interaccion no se relacionaria a la actividad transductora de energia de TonB, sino méas
bien a la presencia necesaria de este dominio para que la MccE492 pueda ejercer su
accionar bactericida. No obstante, esto no excluye la posibilidad de que en forma
paralela, tanto la region C-terminal de TonB como el complejo TonB activo sean

necesarios para la etapa previa de translocacion.

4.2 La actividad de la MccE492 y el mecanismo de inmunidad son

independientes de la proteina ExbB

El sistema Ton incluye a las proteinas TonB, ExbB y ExbD. Mucho menos se
sabe de estas dos ultimas que de TonB y los transportadores en la membrana externa.
La hipétesis que se maneja actualmente es que estas dos proteinas integrales de
membrana citoplasmética de algin modo cosechan la energia desde la fpm generada
en la membrana citoplasmaética y la utilizan para energizar a TonB (Ahmer y cols.,
1995; Held y Postle, 2002; Brinkman y Larsen, 2008). La funcion de estas proteinas
puede ser complementada en forma imperfecta por las protelnas TolQ y TolR del
sistema homologo Tol (Braun, 1989; Braun y Hermann, 2004; Brinkman y Larsen,
2008).

Los resultados de ofro laboratorio indican que las cepas mutantes en ExbB

presentan insensibilidad a la accién bactericida de la MccE492 a una concentracion

final de 20 pg/ml (Pugsley y cols., 1986). En esta memoria se demostré que la cepa




HE1 (exbB:Tn10) muestra sensibilidad a la MccE492 en casi todas las
concentraciones probadas, excepto a 20 pg/mL, en la cual se observa una sobrevida
parcial sin diferencias significativas al control positivo, alrededor del 10%. Esta
discrepancia con el trabajo publicado puede deberse a lo siguiente: i) la forma de
purificacién de la MccE492 a gran escald con alto titulo bactericida, la que podria
marcar una gran diferencia entre los resultados obtenidos en ambaos trabajos, ii) las
cepas exbB’ usadas, pues, se sabe que hay una complementacion imperfecta de parte
del sistema homélogo Tol, y que podria ser mayor para la cepa utilizada en este
trabajo.

Con respecto al mecanismo de la inmunidad a la MccE492, se ha demostrado
en este trabajo que los esferoplastos de la cepa HE1 (exbB1::7n10) adquieren una
inmunidad total a la MccE492 cuando expresan la proteina de la inmunidad y muestran
diferencias estadisticamente significativas al comparar con los esferoplastos de la
misma cepa sin la proteina de inmunidad. Esto es de gran importancia para esclarecer
como es la accién protectora de MceB. Se ha demostrado la interaccion de esta
proteina con TonB mediante la obtencién de mutaciones compensatorias entre ambas
proteinas (Baeza, 2003), y mediante el andlisis informatico se propone en esta
memoria que interactuarfa con TonB de una forma similar a ExbB y TolQ.

Existen dos mecanismo posibles por los cuales la proteina de la inmunidad
inhibirfa la accion de la MccE492 a través de una interaccion con TonB (Baeza, 2003):
{) la unién de MceB a TonB inhibiria la interaccién de la MccE492 con TonB e
impediria que la MccE492 pueda alcanzar la membrana citoplasmatica; i) MceB no
impediria la interaccién entre la MccE492 y TonB, sino que la unién con TonB
inicamente le permitiia a la proteina de la inmunidad posesionarse en el lugar

adecuado para evitar que la MccE492 forme el canal. El primero impediria una
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interaccion de la MccE492 a nivel de dominioc N-terminal, y el segundo impediria la
formacién del canal de la MccE492. El primer mecanismo es compatible con los
resultados obtenidos en nuestro laboratorio a la fecha, y explica por qué hay una
interaccién entre TonB y MceB, y por qué MceB a muy bajas concentraciones es capaz
de otorgar inmunidad a través de un mecanismo altamente eficiente (Lagos y cols.,
1999).

Finalmente se establecié que MceB es independiente de la presencia de ExbB
para ejercer su accion protectora contra la MccE492, sin embargo, se necesita
profundizar en este estudio para esclarecer el mecanismo de la jnmunidad. Seria
importante realizar experimentos con las cepas mutantes en todas las proteinas que
son capaces de cosechar la fpm para energizar a TonB, y encontrar otras mutaciones
compensatorias entre TonB y MceB para avalar esta interaccién u otras entre MceB y

una de las proteinas del complejo Ton.
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5. Conclusiones

« FEl dominio carboxilo terminal de TonB es fundamental para la actividad bactericida
de la MccE492 en dos etapas: primero, para el ingreso de la MccE492 al espacio
periplasmatico y segundo, para la insercién de ésta en la membrana interna.

¢« La actividad bactericida y e mecanismo de inmunidad contra la MccE492 no

estarian mediados por una interaccion directa con la proteina ExbB.
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6. Analisis estadistico

6.1 Comparaciones entre dos medias muestrales

En este trabajo se utilizaron dos estadigrafos para probar si la media de la
sobrevida en cada ensayo realizado presenta diferencias que son significativas
estadisticamente entre cada cepa o entre cada tratamiento con la MccE492. Para ver
diferencias en las medias poblacionales (x,) obtenidas se utilizé la distribucion t y el
test de t de Student, y para establecer si se cumplen la homocedasticidad entre las
medias comparadas y elegir asi el test de t de Student adecuado, se utilizé el criterio
de la distribucion F y el test de F de Snedecor.

En el caso de las hipotesis referidas a dos medias, es necesario distinguir dos
situaciones: La primera es que son a) dos muestras independientes y b) son muestras
relacionadas por una misma situacion experimental. En el caso de esta memoria, se
compararon medias de muestras independientes, es decir, se comparé uno es a uno
las distintas cepas y el criterio de comparaciéon se basd en la semejanza entre los
tratamiento con la MccE492 y el niumero de tratamientos (n;).

Por razones estadisticas, la comparaciéon entre dos muestras independientes
depende de si las varianzas muestrales (S?) cumplen el principio de homocedasticidad
(similitud de varianzas) o bien si son diferentes. Se considera el test de F de Snedecor
como el adecuado para estimar si dos varianzas son iguales o no, con un nivel de

significancia del 95% y grados de libertad (ns-1) y (n-1) (Ecuacion 1):

Ecuacion 1
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Si las varianzas se consideran iguales (principio de homocedasticidad),
entonces se utiliza el test de t de Student para muestras con varianzas sin diferencias

estadisticamente significativas (Ecuacion 2):

" _ X — X,
ngtmg—2 -
$2(a;+ ;)
ny n,
Ecuacion 2
donde,
52 (m = DS} +(n; ~1)s]
Ecuacién 3

Si no se cumple el principio de homocedasticidad, entonces se utiliza el test de ¢

de Student para varianzas diferentes (Ecuacion 4):

fl _fz
gl —
2
(5 +52)
n, n

%

Ecuacion 4

,donde:

S_i"+£_£]‘
gl =T 1o
&) &
LT n

2

Ecuaciéon 5
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6.2 Docimasias o pruebas de hipotesis

Para simplificar el andlisis de estos datos, la estrategia estadistica se destina al
rechazo de la hipotesis de nulidad, Ho, y esto nos permitira sostener la hipotesis
alternativa, H,. Por este motivo, ambas hipotesis son estrictamente complementarias.
Hipétesis para la comparacion de las medias:

e Ho: ps — 2 = 0, las medias de los ensayos de sobrevida son iguales, pues, no
muestran diferencias estadisticas significativas.

e Hy gy — B2 # 0, las medias de los ensayos de sobrevida son diferentes y
muestran diferencias estadisticas significativas.

Para el planteamiento inicial sobre la igualdad o la desigualdad de las varianzas
(principio de homocedasticidad) es fundamental plantear una docimasia mas estricta.
Hipétesis para la comparacion de las varianzas:

s Hg: S =S, las varianzas analizadas son similares y no muestran diferencias
significativas estadisticamente.

o Hy: S # S5 las varianzas analizadas son diferentes y muestran diferencias
significativas estadisticamente.

Ambos tipos de hipdtesis (para la comparacién de medias y de varianzas) seran

utilizadas en todas las comparaciones.
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6.3

Andlisis de las diferencias en la sobrevida de los cultivos liquidos

sometidos a tratamientos de distintas concentraciones de MccE499

6.3.1 Andlisis de la sobrevida de los cultivos liquidos de las cepas X8605 TonB,,

X8605 TonB®, X8605 TonBA109-239°, X8605 TonBA109-239" y X8605 TonBA109-

239"

6.3.1.1 Tratamiento con la MccE492 a una concentracion final de 100 pg/mL

X8605 X8605 X8605 X8805 X8605
Ensayos/Cepa | 1ormy | TonB- | TonBA109-229° | TonBA109-238" | TonBA109.228"
Ensayo 4 1,58300 | 77,00000 121,50000 55,55000 136,23000
Ensayo 2 1,12000 | 121,84000 83,30000 77.12500 110,20000
Ensayo 3 0,05700 | 91,35000 90,17000 92,86000 88,40000
Promediop | 0,92000 | 98,74333 98,32333 75,17833 111,61000
Varianza 8* | 061217 | 524,15003 | 414,66763 350,85116 573,41830
Test de F de Snedecor
Eotes:s para la estimacion de Ias varianzas
Hn S
H,: S1 # Sz

- Criterio de contraste de F

a=0,05

gli= 2; gl,=2, debido a que cada todas las muestras tiene 3 repeticiones

Valor F critico= 19,0

n‘t!:am':?rgliz n‘c!:nni?'ugllez Valor F deD\?:;isair?:as
TonB+ TonB- 856,21786 #
TonB+ TonBA108-239° | 677,37444 #
TonB+ TonBA109-238" | 573,12784 #
Tons- TonBA109-230" | 936,69934 #
TonB- TonBA109-239° 1,26402 =
TonB- TonBA109-238" 1,49384 =
TonB- TonBA109-239" 1,08400 =
TonBA109-239° TonBA109-239" 1,18189 e
TonBA109-238° | TonBA109-239" 1,38284 =
TonBA109-238" | TonBA109-239™ 1,63436 =
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Test de f de Student
- Hipdtesis para la estimacion de medias

Ho: ph1—p2=0
Hi: gy = #0

- Criterio de contraste de ¢

a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Test de Test de .
oy | ety | @ | varaaas | v | Yol | Dol i
TonB+ TonB- 2,00467 | 7,24520 - 4,30300 Rechazo #
TonB+ TonBA109-238° | 2,00591 | 827873 - 4,30300 | Rechazo #
TonB+ TonBA109-239" | 2,00698 | 6,36085 - 430300 | Rechazo #
TonB+ TonBA109-239" | 2,00427 | 8,00205 - 430300 | Rechazo #
TonB- TonBA109-239° | 4,00000 - 0,08932 | 2,77600 | Aceptacién =
TonB- TonBA109-239" | 4,00000 - 1,26272 | 2,77600 | Aceptacién =
TonB- TonBA109-239" | 4,00000 - 0,77725 | 2,77600 | Aceptacién =
TonBA109-239° | TonBA109-239" | 4,00000 - 1,44890 | 2,77800 | Aceptacién =
TonBA108-239° | TenBA109-239" | 4,00000 - 0,73212 | 2,77600 | Aceptacion =
TonBA109-239" | TonBA109-239" | 4,00000 - 2,07558 | 2,77600 | Aceptacién =

6.3.1.2 Tratamiento con la MccE492 a una concentracion final de 500 pg/mL

Ensayos/Cepa %(::gi ¥2g°135- Toné‘ﬁfé'izasv Toan:‘!a:SS-Z:’»S” TonB)gl?l%?%Q"
Ensayo1 | 0,20100 | 7490000 |{ 126,00000 32,86000 89,83000
Ensayo2 | 0,16000 | 108,18000 |  91,26000 42,88000 88,37000
Ensayo3 | 0,03050 | 110,07000 |  133,30000 97,82000 88,19000

Promedioy | 0,13350 | ©7.71667 | 116,85333 57,85333 88,79667
Varianza §° | 0,00705 | 391,34323 |  504,58653 1223,10093 0,80893

Test de F de Snedecor

Hipétesis para la estimacion de las varianzas

Hn: 812 = Szz
Hi: 82 #87

Valor F critico= 19,0

Criterio de contraste de F
a=0,05
gh= 2; gl,=2, debido a que cada todas las muestras tiene 3 repeticiones
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ooy | et | e,
TonB+ TonB- 55531,33965 ¥
TonB+ TonBA199-236° 7160048719 #
TonB+ TonBA108-239" | 4735571937 #
TonB+ TonBA108-233" | 1147870019 #
TonB- TonBA109-239" | 4 2ag370788 =
TonB- TonBA109-239" | 3 125391802 =
TonB- TonBA109-239" | a3 7768667 #
TonBA108-238° | TonBA108-239" | 5 433986659 =
TonBA109-239° | TonBA109-239" 623,76776 #
TonBA109-239" | TonBA109-239" | (544997053 #
Test de t de Student
- Hipédtesis para ia estimacion de medias
Ho: iy~ p2=0
Hiipy — 4270
- QCriterio de contraste de
a/2 = 0,025 como nivel de significancia
Varisble | Variable | o | oo | Vranaas | do | da " | Medias
diferentes | lguales | #critico | hipdtesis
TonB+ TonB- 2,00007 | 8,54383 - 4,30300 | Rechazo #
TonB+ TonBA109-239° |2,00005 | 8,99983 - 4,30300 | Rechazo #
TonB+ TonBA109-238" | 2,00002| 2,85859 - 4,30300 | Aceptacion | Intermedio
TonB+ TonBA109-239" |2,03484 | 170,00588 - 4,30300 | Rechazo #
TonB- TonBA109-239° | 4,00000 - 1,10736 |2,77600 | Aceptacién =
TonB- TonBA109-239" {4,00000 - 2,43017 | 2,77600 | Aceptacion | Intermedio
TonB- TonBA109-239" | 2,00826| 0,78018 - 4,30300 | Aceptacion =
TonBA109-239" | TonBA%09-238" |4,00000 - 2,45855 | 2,77600 | Aceptacion | Intermedio
TonBA109-239° | TonBA109-239" |2,00841| 2,16162 - 4,30300 | Aceptacitn =
TonBA109-239" | TonBA109-239" |2,00264 | 1,53197 - 4,30300 | Aceptacién =

6.3.1.3 Tratamiento con la MccE492 a una concentracion final de 1.000 ug/mL

EnsayosiCepa | 70000 | Y00 | ronmatobzser TonBA8.236" Tonaﬁgg?zas"
Ensayo1 | g24500 | 8333000 58,20000 25,82000 78,62000
Ensayo 2 0,10200 | 94,44000 87,51000 65,00600 48,88000
Ensayo 3 0,18100 | 77,94000 88,40000 38,94000 71,04000

Promediop | g 17600 | 85,23667 78,03667 4325533 66,18000
Varianza §* | g00513 | 7078903 | 20531803 397,85223 238,83160
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Estimacién de varianzas

Hipdtesis:
Ho: 812 = 322
H1Z S12 # Szz
Criterio de contraste de F
a=0,05
gli= 2; gl;=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticicnes.
F=19,0
TonB+ TonB- 13756,34249 #
TonB+ TonBA108-239° | 5755564867 #
Toni+ TonBA109-239" | 77538,92523 ¥
TonB+ TonBA109-239" | 46546,79400 #
TonB- TonBA109-239° 4,17180 =
TonB- TonBA108-238" 5,62025 =
TonB- TonBA108-239" 3,37385 =
TonBA109-239° | TonBA10%-239" 1,34719 =
TonBA109-239° TonBA1098-238" 0,80872 =
TonBA109-238" | TonBA109-235% 1,68582 =
Test de £ de Student
- Hipétesis para la estimacion de medias
Ho: 1~ U2=0
Hipi—M2#0
- Criterio de contraste de ¢
a/2 = 0,025 como nivel de significancia
. Test de Test de
ot | ooty | 0| e | vl | V28 | 5, | e
‘TonB+ TonB- 2,00028 | 17.51018 - 4,30300 Rechazo
TonB+ TonBA108-238° | 2,00006 | 7,84748 - 4,30300 Rechazo
TonB+ TonBA109-239" | 2,00005 | 3,74081 - 4,30300 | Aceptacién =
TonB+ TonBA109-239"™ | 2,00008 { 7,39742 - 4,30300 Rechazo #
TonB- TonBA109-239" | 4,00000 - 0,65176 | 2,77600 | Aceptacion =
TonB- TanBA109-238" | 4,00000 - 3,35800 | 2,77600 Rechazo #
TonB- TonBA109-239" | 4,00000 - 1,87583 | 2,77600 | Aceptacién =
TonBA109-235° | TonBA109-239" | 4,00000 - 2,28816 277600 Aceptacién =
TonBA109-239" | TonBA109-238" | 4,00000 - 0,88857 | 2,77600 | Aceptacitn =
TonBA109-239" | TonBA109-235" | 4,00000 - 1,57363 | 2,77600 | Aceptacién =
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6.3.2 Comparacion por cepa entre los tratamientos a distintas concentraciones
de la MccE492

6.3.2.1 Comparacion entre los tratamientos de la cepa X8605 TonB*

Ensayos/Cepa | 100 pg/mL | 500 pg/mL | 1.000 pg/mL
Ensayo 1 1,58300 0,20100 0,24500
Ensayo 2 1,12000 0,16000 0,10200
Ensayo 3 0,05700 0,03g50 . 0,18100

Promedlo 2 0,92000 0,13350 0,17600
Varianza 8* 061217 0,00705 0,00513

Estimacion de varianzas

Hipétesis:

Hu: 812 = 322

H1: 812 # Szz

Criterio de contraste de F

a=0,05

gh= 2; gh=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.

F=19,0

Variabj Variabl Decisié

no?;li?taﬁ no%i;alez ValorF de \?:r?a'n;as
100 pg/mL 500 pg/mL 86,83262 #
1090 pg/ml 1.000 pa/mL 119,33138 #
500 pg/mL 1.000 pgiml 1,37426 =

Test de f de Student

- Hipdtesis para la estimacién de medias

Ho: gy —42=0

Hy: Hy —H2 #0

- Criterio de contraste de ¢
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Test de Test de :
cominal1 | nomeaiz | O | Yarisnass | varanaas | (SR | (RIS, | Medas
100 pg/mL | 500 pg/ml. | 2,04605 1,73115 - 4,30300 Aceptacion =
100 pg/ml | 4.000 pgfml | 203351 1,84G15 - 4,30200 Aceptacién =
500 pgimL | 1.000 pg/mL | 4,00000 - 0,66700 277600 | Aceptacion =
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6.3.2.2 Comparacién entre los tratamientos de la cepa X8605 TonB"

Ensayos/Cepa | 100 pg/mbt | 500 pg/mL | 1.000 pgimk
Ensayo 1 77,00000 | 74,80000 83,33000
Ensayo 2 121,84000 | 108,18000 94,44000
Ensayo 3 91,39000 | 110,07000 77,94000

Promedio p 06,74333 | 97,71667 85,23667
Varianza S° 524,15003 | 391,34323 70,78903

Estimacion de varianzas

Hipotesis:
Ho: S12 = 322
H1: 312 # ng
Criterio de contraste de F
a=005
gl= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0
Variable Variable Decisién
neminal 1 nominal 2 ValorF de varianzas
100 pg/ml. | 500 pg/ml 1,33938 =
100 pg/mL | 1.000 pg/mL |  7,40439 =
500 pg/mi. | 1.000 pg/mL | 552830 =
Test de t de Student
- Hipdtesis para la estimacién de medias
Ha: H1—H2= 0
Hiipy—p #0
- Criterio de contraste de ¢
a/2 = 0,025 como nivel de significancia
i Test de
Variable Variable Valorde Declsién
nominal 1 nominal 2 gl Viarlanzas tcritico | de hipStesis Medias
guales
100 pg/mL | 500 pg/ml | 4,00000 | 0,05572 | 2,77600 { Aceptacién =
100 pg/mL | 1.000 pg/mL { 4,00000 | 0,81710 | 2,77600 | Aceptacién =
500 pg/mL | 1.000 pg/mL | 4,00000 | 1,00852 | 2,77600 | Aceptacion =




6.3.2.3 Comparacién entre los tratamientos de la cepa X8605 TonBA108-239°

‘ Ensayos/Cepa | 100 pg/mL | 500 pg/mL | 1.000 pg/mi
Ensayo 1 121,50000 | 126,00000 58,20000
Ensayo 2 83,30000 91,26000 87.51000
Ensayo 3 90,17000 133,30000 88,40000

Promedio p 98,32333 116,85333 78,03667
Varianza $* 41466763 | 504,58653 295,31803

Estimacion de varianzas
Hipétesis:

Ho: 812 = 322

Hy: 82 # S,

Criterio de contraste de F

a=0,05

gli= 2; ghh=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=18,0

Variable Variable Declgién
nominal 1 nominal 2 ValorF de varianzas
100 pg/mL 500 pg/mL 1,21685 =
100 pgfmb 1.000 pg/mL 1,40414 =
500 pg/mL 1.000 pg/mt. 1,70862 =
Test de t de Student
- Hipdtesis para la estimacion de medias
Hy - p2=0
Hio py—u2#0

- Criterio de contraste de ¢
o/2 = 0,025 como nivel de significancia

Testde .
Variable Variable Valor de Declsidn
nominai 1 nominal 2 gl V?J:;’;: :s teritico | de hipdtesis Wedizs

100 pg/mL | 500 pg/mL | 4,00000 | 1,05856 2,77600 | Aceptacién =
100 pg/ml | 1.000 pg/imb | 4,00000 | 1,31870 2,77600 | Aceplacion =
§00 pg/mL | 1.000 pg/mL | 4,00000 | 237716 2,77600 | Aceptacién =
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6.3.2.4 Comparacion entre los tratamientos de la cepa X8605 TonBA108-239"

Ensayos/Cepa | 100 pa/mi | 500 pg/mL | 1.000 pgiml

Ensayo 1 5555000 | 3286000 | 2582000
Ensayo 2 7712500 | 42,88000 | 65,00600
Ensayo 3 02,86000 | 97,82000 | 38,94000

Promedio § 75,17833 57,85333 43,25533
Varianza 8* 350,85116 | 1223,10093 | 39785223

Estimacion de varianzas
Hipétesis:

Hg: 812 = 822

H1I 312 # Szz

Criterio de contraste de F

a=10,05

gli= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0

Variable Variable Decision
nominal 1 nominal 2 Valor F de varianzas

100 pg/mb | 500 pg/mL | 3,48610 =
100 pg/mL | 1.000 pgimL | 1,13396 =
500 pgiml | 1.000 pg/mL | 3,07428 =

Test de f de Student

- Hipoétesis para la estimacion de medias
Hu: Hi—Hz= 0

Hi:py—p2#0

- Criterio de contraste de ¢
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

Test do
Variable Varlable A Valor de Pecisitn
nominat1 | nominal 2 gt Viagr:saa?ez:s tcritico | de hipétesis | Medias

100 pg/mL | 500 pg/ml. ) 4,00000 0,75638 2,77600 Aceptacién =
100 pa/mb | 1.000 uyg/imL | 4,00000 | 2,02074 277600 | Aceptacitn =
500 pyg/ml | 1.000pg/mbL | 4,00000 | 0,62801 2,77600 { Aceptacion =
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6.3.2.5 Comparacién entre los fratamientos de la cepa X8605 TonBA109-239™

Estimacion de varianzas

Ensayos/Cepa | 100 pg/mL

500 pg/ml | 1.000 pg/ml

Ensayo 1 136,23000

89,83000 78,62000

Ensayo 2 110,20000

88,37000 48,88000

Ensayo 3 88,40000

88,19000 71,04000

Promediop | 111,61000

88,79667 €6,18000

Varianza $* | 573,41830

0,80893 238,83160

Hipdtesis:
HU: 812 = Szz
H1: 812 # 822
Criterio de contraste de F
a=0,05
gh= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0
Variable Varlable Pecisién
nominal 1 nominal 2 Valor F de varianzas
100 pgimL | 500 pgfmL 708,86022 #
100 pg/mL | 1.000 pgimL 2,40093 =
500 pgiml. | 1.000 pg/mL | 295,24384 #
Test de tde Student
- Hipotesis para la estimacion de medias
Ho: i~ p2=0
Hiiph =2 #0
- QCriterio de contraste de £
o/2 = 0,025 como nivel de significancia
Vesiable | Variable Test de Test de "ZL"’ Decisién
nominal 1 nominal 2 al Varianzas Varianzas ¢ de Medlas
diferentes Iguales critico hipotesis
100 pg/ml | 500 pg/mb | 2,00564285 | 2,760849931 - 4,303 | Aceptacién =
100 pg/mL | 1.000 pgimL 4 - 2,760949931 | 2,776 | Aceptacién =
500 pg/ml | 1.000 ug/mt. | 2,013547968 | 2,530516381 - 2,776 | Aceptacién =
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6.3.3 Analisis de Ia sobrevida de los esferoplastos de las cepas X8605 TonB",
xssgs TonB*, X8605 TonBA109-239°, X8605 TonBA109-239" y X8605 TonBA109-
239

X8505 | Xas05 %8605 %8605 X8505
Ensayos/Cepa | 7,04 | TonB- | TonBA109-236° | TonBA109-239" | TonBA109.239"
Ensayo1 | 00027 | 8333000 85,74000 70,81300 107,33000
Ensayo 2 0,02668 | 75,08600 86,35000 75,57000 7796000
, Ensayo3 0,00179 } 91,52000 70,00000 58,25000 103,20000
Promediop | 00857 | 83,30533 80,69667 68,21100 96,16333
Varlanza §* 0,00022 | 67,68399 85,90703 80,07340 252,78523
Estimacion de varianzas
Hipdtesis:
Hol 812 = 322
H1: 812 # ng
Criterio de contraste de F
a=0,05
gli= 2; gl=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0
Variable Variable Decisién
nominal 1 nominal 2 Valor F de varianzas
TonB+ TonB- 308320,69253 #
TonB+ TonBA109-239° | 39133209843 #
TonB+ TonBA109-238" | 364758,17647 #
TonB+ TonBA108-239" | 1151511,95397 #
TonB- TonBA109-239° 1,26924 =
TonB- TonBA109-239" 1,18305 =
TonB- TonBA109-239" 3,73479 =
TonBA109-239" | TonBA109-239" 1,07285 =
TonBA102-239° | TonBA109-239" 2,94254 =
TonBA108-238" | TonBA109-239" 3,15692 =
Test de ¢t de Student
- Hipdtesis para la estimacion de medias
Ho Py —p2=0
Higi—i2#0

- Criterio de contraste de ¢
af2 = 0,025 como nivel de significancia
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Test de

Testde

nomnal | nominalz | O | Varanass | varemsss | (OO0 | (U000, | Meas
TonB+ TonB- 2,00001 | 17,53637 - 430300 | Rechazo #
TonB+ TonBA109-238° | 2,00001 | 15,07820 - 430300 | Rechazo #
TonB+ TonBA109-239" | 2,00001 | 13,20107 - 4,30300 | Rechazo #
TonB+ TonBA%09-2398" | 2,00000 | 10,47492 - 4,30300 Rechazo #
TonB- TonBA109-239° 4 - 036458 | 2,77600 | Aceptacién =
TonB- TonBA109-239" 4 - 2,1507¢ | 2,77600 | Aceptacion =
TenB- TonBA109-239% 4 - 1,24405 | 2,77600 | Aceptacién =
TonBA108-239° | TonBA109-239" 4 - 167858 | 2,77600 | Aceptacion =
TonBA109-239° | TonBA108-239" 4 - 145564 | 2,77600 | Aceptacién =
TonBA109-239" | TonBA108-239™ 4 - 2,65368 | 2,77600 | Aceptacién =

6.3.4 Analisis de la sobrevida de los cultivos liquidos de las cepas X8605 TonB’,
X8605 TonBA109-239°, X8605 TonBA109-239" y X8605 TonBA109-239" que
expresan la proteina de inmunidad a la MccE492

X8605 X8805 X8605 X8605
Ensayos/Cepa | . pi/MceB | TonBA109-238°MceB | TonBA109-235"MceB | TonBA109-239%MceB
Ensayo 1 90,22000 116,80000 100,00000 93,20000
Ensayo 2 88,37200 137,70000 87,43000 100,00000
Ensayo 3 66,17600 77.78000 106,49000 130,08000
Promedio p 81,58933 110,79333 97,97333 10776000
: 2
Varianza $ 178,03191 925,57013 93,90143 385,19680
Estimacion de varianzas
Hipétesis:
Ho: S12 = Szz
H1Z 312 # Szz
Criterio de contraste de F
a=0,05
gl= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0
Variable Variable Decisién
nominal 1 nominal 2 Valor F de varianzas
TonB* TonB'MceB 815543,61788 £
TonBA109-239° | TonBA109-239"MceB 10,77409 =
TonBA109-238" | TonBA108-238"/MceB 1,17269 =
TonBA109-239" | TonBA109-239"/MceB 1,52381 =
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Test de ¢t de Student
- Hipdtesis para la estimacion de medias

Ho: gy —p2=0
Hipi = #0
- Criterio de contraste de £

a/2 = 0,025 como nivel de significancia

. Test de Test de .
somnal1 | nomnaiz | O |Veramms|veransas | [CRCD | (ULECD, | Medas
TonB+ TonB+ MiceB | 200000 | 7 46708 - 430300 | Rechazo #
TonBA108-239° T°“?ﬁ1c‘;98'239' 4,00000 ; 1,63908 | 2,77600 | Aceptacion =
TonBA109-238" T°“?ﬁlg§z"‘9" 4,00000 . 390827 | 277600 | Rechazo #
TonBA109-239" T°“B,§G‘L¥39“ 4,00000 - 079522 | 2,77600 | Aceptacion -

6.3.4 Analisis de la sobrevida de los cultivos liquidos de las cepas X8605 TonB,
X8605 TonB* y HE1 ExbB"

6.3.4.1 Tratamiento con la MccE492 a una concentracion final de 20 pg/ml.

X8605 X8605 HE1
TonB+ TonB" ExbB’

Ensayo 1 20,46000 | 106,86000 | 11,67000
Ensayo 2 19,00000 | 150,00000 | 5,20000
Ensayo 3 14,09000 { 107,40000 | 12,41000
Promediop | 17,85000 | 121,42000 | 9,76000
Varianza §° | 11,13610 | 612,68520 | 1573210

Ensayos/Cepa

Estimacioén de varianzas

Hipdtesis:
HQZ 812 = 822
H1: 812 # 322
Criterio de contraste de F
a=0,05
gh= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0
Variabhle Variable Decisién
nominal1 { nominal 2 ValorF de varianzas
TonB+ TonB- | 5501793 #
TonB+ ExbE- 1,41271 =
TonB- ExBB+ | 38,94490 #
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Test de t de Student

- Hipdétesis para la estimacion de medias
Hol gy —p2=0

Hi g —42#0

- Criterio de contraste de ¢
af2 = 0,025 como nivel de significancia

. Test de Test de
cominal 1 | nominaiz | O | Yeranass | Varianazs | $CTiCY | g Gren | Medies
TonB+ TonB- 2,07267 | 5,07866 - 4,30300 Rechazo #
TonB+ ExhB- 4,00000 - 2,70327 2,77600 Aceptacion =
TonB- ExBB+ 3,88628 5,45530 - 2,77600 Rechazo #

5.3.4.2 Tratamiento con la MccE492 a una concentracion final de 100 pg/mL

X8605 XB6o5 HE1
TonB+ TonB’ ExbB’

Ensayo 1 1,58300 | 7700000 | 1,75000
Ensayo 2 1,12000 | 121,84000 | 0.86600

Ensayos/Cepa

Ensayo 3 0,05700 | 91,239000 | ©0,10800

Promedio p 092000 { 96,74333 | 090833
2

Varlanza § 051216 | 524,15003 | 067456

Estimacion de varianzas

Hipdétesis:

HD: 812 = 822

H1: 812 # Szz

Criterio de contrastede F

a=0,05

gh= 2; gi,=2, debido a que cada muesira tiene 3 repeticiones.

F=19,0

nominal 1 | nominal2 | VEIorF | o variarsss

TonB+ TonB- | 856,21786 #
TonB+ ExbB- 1,10192 =
TonB- ExBB+ 777,02008 #

Test de { de Student

- Hipétesis para [a estimacion de medias

Ho: py—p2=0

H1: Hi — H2 £0

- Criterio de contraste de ¢
a/2 = 0,025 como nivel de significancia
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. Test de Test de
Variabte Variable n Valor de Declsién
. gl Varianzas | Varianzas Medias
nominal 1 | nominal 2 diferontes | iguales feritico | de hipétesis
TonB+ TonB- 2,00467 {1 5,12313 - 4,30300 Rechazo #
TonB+ ExbB- 4,00000 - 0,01781 2,77600 | Aceptacidn =
TonB- ExBB+ 2,00467 | 5,12345 - 4,30300 Rechazo #

6.3.4.3 Tratamiento con la MccE492 a una concentracion final de 500 pg/mL

T i
Ensayo 1 0,20100 | 74,90000 | 1,17E-07
Ensayo 2 0,16000 | 108,180C0 | 0,01200
Ensayo 3 0,03850 | 110,07000 | 0,03000

Promedio p 0,13350 | 97,716567 } 0,01400
Varfanza §° 0,00705 | 391,34323 | 0,00022

Estimacion de varianzas

Hipoétesis:
Hg: 812 = 822
Hi: 812 # Szz
Criterio de contraste de F
a=0,05
gly= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F= 19,0
Variable Variable Decisién
nominal 1 | nominal 2 ValorF de varianzas
TonB+ TonB- 55509,67601 #
TonB+ ExbB- 30,92127 #
TonB- ExBB+ | 1718430,00700 #
Test de f de Student
- Hipotesis para la estimacion de medias
Ho: gy~ =0
Hy gy —p2 #0
- Criterio de contraste de ¢t
af2 = 0,025 come nivel de significancia
. Test de
Variable Variable Valor de Decision .
al Varianzas ey A Medias
nominal 1 | nominal 2 diferentes tcritico | de hipdtesis ,
TonB+ TonB- | 200007 | 6,05793 | 4,30300 Rechazo #
TonB+ ExbB- | 212022 | 2,11754 | 4,30300 | Aceptacién =
TonB- ExBB+ | 200000 | 605058 | 4,30300 Rechazo #
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8.3.4.4 Tratamiento con la MccE492 a una concentracion final de 1.000 pg/mL

e [ S5 | Yo | i
Ensayo 1 0,24500 | 83,33000 | 4,50E-09
Ensayo2 | 0,10200 | 94,44000 | 0,05000
Ensayo3 | 0,18100 | 77,94000 | 3,74E-05
Promediop | 0,17600 | 8523667 | 1,67E-02
Varanza 8 | 0,00513 | 70,78903 |8,3271E-04

Estimacion de varianzas

Hipdtesis:
Hﬁ: S12 = 822
H1: 812 # Szz
Criterio de contraste de F:
a=0,05
ghi= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0
Variable Variable Decision
nominal1 | nominal 2 Valor F de varianzas
_ TonB+ TonB- | 13799,03119 #
TonB+ ExbB- 6,16060 =
TonB- ExBB+ | 85010,38386 #
Test de tde Student
- Hipétesis para la estimacion de medias
Hol g1 —p2=0
Hy g = #0
- Criterio de contraste de ¢
/2 = 0,025 como nivel de significancia
Variable | Variatle | v:f;t& Test de Valorde | Decisién | 0 .
nominal1 | nominal 2 g diferontes Varianzas iguales | fcritico | de hipstesis
TonB+ TonB- | 200029 | 17510184 - 4730300 | Rechazo
TonB+ ExbB- | 4,00000 3,57384 2,77600 | Rechazo
TonB- ExBB+ | 200004 | 1240513 - 430300 | Rechazo #
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6.3.4.5 Comparacién entre los tratamientos de la cepa HE1 ExbB"

EnsayosiCepa | 20 pg/mL | 100 pg/mL | 500 pg/mbl | 1.000 pgimLl
Ensayo 1 11,67000 1,75000 1,17E-07 4,50E-09
Ensayo 2 5,20000 0,86600 0,01200 0,05
Ensayo 3 1241000 0,10800 0,03000 3,74E-05
Promedio p 9,76000 0,90833 0,01400 1,67E-02
Varlanza §* 15,73210 0,67455 0,00022 8,32E-04
Estimacién de varianzas
Hipotesis:
HQ: S12 = 322
H1: 312 #£ Szz
Criterio de contraste de F
a=0,05
gly= 2; gl.=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=18,0
Variable Variable Daecisién
nominal 1 nominal 2 Valor F de varianzas
20 pg/mL | 100 pgimbL | 23,32201731 #
20 pg/mL 500 pg/mL | 71509,54545 #
20 pg/mL | 1.000 pgimb | 18892,6517 ¥
100 yg/ml. | 500 pg/mL 3066,18182 #
100 pg/mL | 1.000 pg/mt | 810,077938 #
500 pg/ml. | 1.000 pgiml | 0,26419762 =
Test de £ de Student
- Hipétesis para la estimacion de medias
Hoi ph—pH2=0
Hi gy —p2#0
- Criterio de contraste de ¢
/2 = 0,025 como nivel de significancia
Test de Test de
Variable Variahie Valor de Declsién
nominal 1 nominal 2 gl t‘ill?:rzl:lztgss Vlagrlilaal:ez:s tcritico | de hipétesis Medias
20 pg/mL 100 pg/mb. | 2,17120 3,78509 - 4,30300 Aceptacién =
20 pa/mb 500 yg/mL | 2,00006 4,25589 - 4,30300 Aceptacidn #
20 pgimbL | 1.000 pg/ml. | 2,00021 4,25463 - 4,30300 Aceptacion #
100 pg/mbk | 500 pg/mL | 2,00130 | 1,88572 - 430300 | Aceptacion =
400 pg/mb | 1.000 pg/mL | 2,00484 1,87917 - 4,30300 Acsptacién =
500 pg/mL | 1.000 pg/ml. | 4,00000 - 4759824 | 2,77600 Rechazo #
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6.3.5 Analisis de la sobrevida de los esferoplastos de las cepas X8605 TonB*,
HE1 ExhB’ y HE1 ExbB'/NceB

Ensayos/Cepa | . %6503 ~ [ HE1 | HE1MceB
Ensayo1 | 90,22000 | 0,08740 | 98,8000
Ensayo2z | 8837200 | 0,76000 | 73,52000
Ensayo3 | 6617600 | 8,02E-04 | 107,10000

Promedio p 81,58933 0,282734 | 93,14000
Varianza §? 179,03190 | 0,17271 | 205,9308

Estimacion de varianzas

Hipotesis:
Hg: 812 = 822
H1: 812 # 822
Criterio de contraste de F
a=0,05
gh= 2; gl,=2, debido a que cada muestra tiene 3 repeticiones.
F=19,0
Variabl Variabl Decisié
nominal 1. | _nominal 2 Valor F de varianzas
TonB TonB+/MceB 815543,61800 #
HE1 HE1 MceB 1771,33566 #
Test de £ de Student
- Hipdtesis para la estimacién de medias
Ho: g1 —p2=0
Hii g —p2#0

- Criterio de contraste de ¢
a/2 = 0,025 como nivel de significancia

. . Test de -
Variable Variable N Valor de Decisidn
nominal 1 nominal 2 gl gﬁ;’;’fai terifice | de hipdtesis Medias

TonB+ TonB+ MceB | 2,00000 7,46728 4,30300 Rechazo
HE1 HE1 MceB | 2,00226 6,50021 4,30300 Rechazo
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