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Resumen

En este trabajo se estudia el sistema de secrecion del antibidtico microcina H47. Se
trata de un antibidtico peptidico de sintesis ribosémica producido por una cepa natural de
Escherichia coli aislada en Uruguay. Sus determinantes genéticos se localizan en el
cromosoma bacteriano, agrupandose en un sistema de unas 10 kb de extension. Dentro de éste,
los genes mchE y mchF estan involucrados en la exportacion del antibidtico al medio
extracelular. Se sabe ademas, que es necesaria la proteina TolC para una eficiente produccién
antibidtica.

Se secuencio la region de DNA que contiene los genes mchE y mchF, se identificaron
los marcos abiertos de lectura de estos genes y se dedujo la secuencia aminoacidica de sus
productos. MchF resulto tener homologia con proteinas exportadoras ABC vy, en particular,
compartié un 89 % de identidad con CvaB, proteina exportadora ABC del sistema de secrecion
de la colicina V. MchE presentd homologia con proteinas de la familia de las MFPs,
compartiendo un 98% de identidad con CvaA, segundo componente del sistema de secrecién
de la colicina V. Estos altos niveles de identidad permitieron confirmar que la microcina H47
es secretada por un sistema dedicado y especifico de sustrato de tipo ABC que estaria
conformado por: 1) MchF, como la proteina exportadora ABC, 2) MchE, como el segundo
componente, y 3) TolC, como el elemento de membrana externa. Se reconocieron en MchF el
cassette de union a ATP en el extremo carboxilo, la region central integral de membrana y el
dominio proteolitico amino terminal que efectuaria el procesamiento del sustrato durante la
exportacion. En MchE se identificd el unico segmento de transmembrana, caracteristico de las
MFPs, que dejaria la mayor parte de la proteina en el periplasma. También se reconocio en
mchE un inicio interno de la traduccién, que daria lugar a una proteina mas pequefia
denominada MchE*. Mediante mutagénesis de mchE con TnphoA y Tnlac, se hizo un estudio
de la localizacion subcelular de MchE y MchE*. Los resultados indicaron que MchE quedaria
en su mayor parte en el periplasma mientras que MchE* permaneceria en el citoplasma,
deduciéndose que ambos productos deben cumplir sus funciones en distintos compartimientos
celulares.

Por ensayos de complementacion heteréloga se comprobd que los componentes del
sistema exportador de la colcina V son capaces de reconocer y secretar el antibiotico microcina
H47 en forma eficiente. Dentro de la regidn secuenciada y a continuacion de mchF se encontro
un segmento de DNA que presenté un 53% de homologia con el operdn cvi cvaC del sistema
colicina V, genes estos ultimos que codifican para la inmunidad y la actividad colicina. La
regiébn homologa encontrada contiene vestigios de estos genes, sugiriendo que en algun
momento pudieron estar adyacentes en el cromosoma los sistemas microcina H47 y colicina V,
compartiendo los mismos determinantes de secrecion antibidtica.
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I. INTRODUCCION

La supervivencia de toda célula requiere de un pasaje regulado y selectivo de moléculas
especificas a través de las membranas, ya sea para adquirir nutrientes, excretar productos de
desecho o interaccionar con otras células. El transporte a traves de las envolturas celulares esta
mediado por proteinas especificas que se asocian con las membranas llevando a cabo el
transporte pasivo o activo de moléculas. Este transporte involucra tanto exportaciéon como
importacion.

Todas las células exportan proteinas a distintos compartimientos celulares, para lo que
éstas deben atravesar las membranas. En bacterias, aproximadamente el 20% de los
polipéptidos se localiza parcial o totalmente fuera de su lugar de sintesis -el citoplasma-. Por lo
tanto, estos polipéptidos deben ser exportados a su destino final para cumplir sus funciones. El
término exportacion significa transporte de una sustancia desde el citoplasma a una
localizacidn extracitoplasmica.

En el caso de las bacterias Gram-positivas, la envoltura celular que separa el medio
intracelular del medio extracelular consiste en la membrana citoplasmica rodeada por la pared
celular. En el caso de las bacterias Gram-negativas, la envoltura celular es mas compleja,
donde, ademas de la membrana interna o citoplasmica, se encuentra la membrana externa vy,
entre ambas, el espacio periplasmico, que contiene la pared celular. Las proteinas exportadas
por bacterias Gram-negativas como Escherichia coli, pueden ser exportadas ya sea a la
membrana celular, al periplasma, a la membrana externa o al medio extracelular. En el caso de
ser exportadas al medio extracelular, hablamos de secrecion.

La exportacion de proteinas en E. coli se puede clasificar esquematicamente de acuerdo
al tipo de sistema involucrado en el transporte. Asi encontramos proteinas que son exportadas a
través de la via denominada “Sec” y otras que son secretadas a traves de sistemas dedicados o
especificos de sustrato, siendo los méas conocidos los “transportadores ABC”.

l. 1. La via Sec

La via Sec se encuentra presente tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-
negativas y tiene un equivalente en los organismos eucariotas. Los componentes de la
maquinaria de exportacion han sido definidos mediante estudios genéticos en E. coli. Se trata
de un mecanismo de exportacion general para proteinas y péptidos. La funcién de esta via es la
de dirigir las proteinas a ser exportadas hasta la membrana citoplasmica, el periplasma o la
membrana externa, no alcanzando a secretarlas al medio extracelular. A continuacion se
presenta una descripcion resumida de este proceso basada en Oliver, 1987; Schatz & Beckwith,
1990 y Pugsley, 1993.

La via Sec asegura la salida del citoplasma de aquellas proteinas que presentan, en sus
extremos N-terminales, una secuencia sefial clasica o secuencia sefial sec, que esta
directamente involucrada en el proceso de translocacion de la membrana citoplasmica. En las
proteinas integrales de membrana (citoplasmica), la secuencia sefial no es procesada y forma
parte de la proteina madura, mientras que en aquellas otras que atraviesan la membrana para
localizarse en el periplasma o la membrana externa, la secuencia sefial es procesada durante el
pasaje por la membrana citopldsmica. En este ultimo caso, la secuencia sefial se denomina
péptido sefial y éste no forma parte de la proteina madura.

Las proteinas que se exportan via sec contienen entonces en su extremo N-terminal una
secuencia sefial de entre 20 y 40 aa. La secuencia sefial clasica posee las siguientes



caracteristicas: (i) el extremo amino contiene uno o dos aminoacidos cargados positivamente,
(i) a continuacion se encuentran unos 10 a 20 aminoacidos neutros, principalmente
hidrofébicos, conocidos como el nucleo hidrofébico y (iii) un tramo final de unos seis
aminoéacidos. En el caso de los péptidos sefial, 0 sea, cuando existe procesamiento, se afiade al
final un sitio de corte consenso denominado AXB, donde B es el Gltimo aminoacido del
péptido sefal, que puede ser alanina, glicina o serina, y A puede ser los anteriores o leucina,
valina o isoleucina. X seria cualquier aminoacido.

La exportacidn de proteinas mediante la via Sec requiere de los productos de los genes
sec y de las peptidasas sefial. La translocacion de una proteina a través de la membrana
citoplasmica involucra un complejo proteico multimérico, la translocasa, que se localiza en la
membrana interna y esta formada por los productos de los genes secD, E, F e Y. Se postula que
SecY interaccionaria con el nicleo hidrofobico de la secuencia o péptido sefial. También son
necesarios los productos de otros genes: secB codifica para una chaperona que se une a
proteinas durante o inmediatamente después de su sintesis, estabilizando una conformacion
“competente” para la exportacion; secA codifica para el principal receptor del complejo
SecB/preproteina; que se dice “atraca” en la membrana. De este modo, en forma independiente
del grado de hidrofobicidad de las proteinas y péptidos a transportar, esta via permite: 1) la
Ilegada de la proteina a la membrana citoplasmica guiada por las proteinas SecB y/o SecA, 2)
la translocacién a través del canal de translocacion, formado en la membrana citoplasmica por
la translocasa, y 3) la liberacion de la proteina del complejo translocasa a su destino final.

Para llevar a cabo este proceso se requiere energia, la que no solo se obtiene de la
hidrolisis de ATP, sino también de la fuerza protén-motriz. La hidrélisis de ATP promoveria
las etapas tempranas de la insercion mientras que la fuerza proton-motriz completaria el
proceso una vez iniciada la translocacion.

En la mayoria de las proteinas que sufre procesamiento, el corte es efectuado por la
peptidasa LepB, presente en la célula en un nimero de copias de 500, que se aproxima al
namero estimado de complejos translocasa. Aquellas proteinas que presentan una cisteina
inmediatamente despues del sitio de procesamiento son procesadas por la peptidasa de sefal
lipoproteica (LspA) para ser modificadas y constituirse en lipoproteinas.

Si bien la via Sec parece estar fundamentalmente disefiada para la exportacion, se han
descrito casos, en bacterias Gram-negativas no relacionadas filogenéticamente entre si, de
proteinas que utilizan esta via para iniciar su secrecion al medio extracelular. Este mecanismo
se ha denominado la via general de secrecion (GSP) que permite secretar toxinas e hidrolasas
extracelulares. Este tipo de sistema se ha encontrado en bacterias que pertenecen a los géneros
Klebsiella, Erwinia, Pseudomonas y Bacillus. E.coli no presenta este sistema de secrecion. El
ejemplo mejor conocido es el de la pululanasa de Klebsiella oxytoca, cuya secrecion al medio
extracelular requiere de los productos de los 14 genes pul, ademas de las seis proteinas Sec y
de la peptidasa de sefial lipoproteica.

I. 2. Los transportadores ABC

Los transportadores ABC constituyen una superfamilia de proteinas integrales de
membrana capaces de transportar un amplio rango de sustratos tanto en procariotas como en
eucariotas. Estas proteinas se caracterizan por poseer un dominio de union a ATP muy
conservado, denominado ABC por “ATP-binding cassette”. Han adquirido interés ya que se
asocian con importantes procesos bioldgicos asi como también con problemas clinicos. Hoy en
dia se conocen méas de 50 transportadores ABC distintos, en su mayoria procariotas, y
continuamente aparecen nuevas descripciones en la literatura. Cada transportador ABC es
especifico de su sustrato, siendo la variedad de los mismos enorme. Es asi que existen



transportadores ABC de aminoéacidos, azucares, iones inorganicos, polisacaridos, péptidos y
proteinas (Higgins, 1992).

Los transportadores ABC son sistemas de transporte activo que, por lo tanto, requieren
de una fuente de energia para cumplir su funcion. Dicha energia se obtiene mediante la
hidrélisis de ATP.

Todo transportador ABC contiene dos dominios proteicos, que pueden ser polipéptidos
separados o parte de una misma cadena polipeptidica (Fig. I. 1). Ademas, se postula que esta
estructura basica funcionaria en forma dimérica. A continuacion se describen los dos dominios
antes mencionados en base a Hyde et al., 1990; Higgins, 1992; Nikaido & Saier, 1992; Fath &
Kolter, 1993 y Neidhardt, 1996.

1) En el extremo carboxilo-terminal un dominio que contiene un “cassette” de union a
ATP (ABC) altamente conservado, de unos 200 aa, localizado en el citoplasma, que se encarga
de proveer energia mediante la hidrdlisis de ATP. Este dominio contiene dos pequefios sitios
denominados motivos de Walker -WA y WB-, que estan presentes en las proteinas de union a
nucledtidos (Walker et al., 1982). Dentro de éstas, el subgrupo de las proteinas ABC se
caracteriza por presentar una similitud mayor que se extiende a todo el “cassette”. Los motivos
de Walker forman un “bolsillo” al cual se une el ATP. El sitio WA se encuentra en la porcion
final de una a-hélice y sus residuos GXGKST forman una vuelta que deja la lisina proxima a
los fosfatos de la molécula de Mg?*-ATP. Entonces, un residuo aspartico del sitio WB queda
proximo al sitio WA y su carga negativa establece una interaccion electrostatica con la
molécula de Mg**.

2) En el extremo amino-terminal un dominio predominantemente hidrofébico, con seis
regiones de transmembrana, los extremos amino y carboxilo terminales en el citoplasma, tres
bucles periplasmicos y dos bucles citoplasmicos. Se postula que cada regién de
transmembrana se plegaria en conformacion de a-hélice y el conjunto de las mismas formaria
un canal de 6 hélices, llamado estructura 6+6, a través del que se reconoceria y translocaria el
sustrato.

exterior
membrana
citoplasmica
interior
cassetta
N ABC C

Fig. I. 1. Esquema de un transportador ABC.

Los transportadores ABC se pueden dividir arbitrariamente en tres subfamilias basadas
en diferencias evolutivas y de funcién como importadores o exportadores (Higgins, 1992; Fath
& Kolter, 1993).

1) Transportadores ABC eucariotas: estan constituidos por proteinas ABC cuyos dominios
forman parte de un Unico polipéptido. La mayoria de estas proteinas presentan una duplicacién
en tandem de sus determinantes genéticos. Ademas, no se ha evidenciado la presencia de otros
factores proteicos necesarios para que estos transportadores cumplan eficientemente su




funcion. Algunos de estos sistemas transportadores ABC son de significativa importancia
médica. Dentro de estos se incluyen: la proteina de resistencia a multidrogas, glicoproteina P,
que exporta drogas quimioterapéuticas desde las células tumorales; el regulador de
transmembrana de fibrosis quistica, que es defectuoso en pacientes que padecen dicha
enfermedad; el exportador pfMD, que exporta drogas anti-malaria desde el Plasmodium
falciparum; STE6, que exporta el factor de apareamiento tipo a de Saccharomyces cerevisiae;
transportadores involucrados en la presentacion de antigeno; etc. (Fig. 1. 2).

2) Importadores ABC bacterianos o permeasas periplasmicas: son sistemas de importacion que
estan constituidos por una proteina ABC en la que los dominios, el hidrofobico que incluye los
segmentos transmembrana y el “cassette” de union al ATP, se presentan como polipéptidos
separados. Estas proteinas ABC importan azucares y otros sustratos que favorecen el
crecimiento celular (aminoacidos, vitamina B12, quelantes del hierro, etc). Ademas, todos ellos
se caracterizan por asociarse con una proteina periplasmica. Esta proteina interacciona con el
sustrato entrante, se une a €l y lo presenta a la proteina ABC, que lo hace ingresar al citoplasma
(Fig. 1. 2).

3) Exportadores ABC bacterianos: Estas proteinas ABC exportan sustratos de naturaleza
proteica al medio extracelular. En bacterias Gram-negativas se han hallado multiples ejemplos
de verdaderos sistemas exportadores ABC, formados por varios componentes proteicos, uno de
los cuales es la proteina ABC. A continuacién se presenta una descripcion detallada de estos
sistemas complejos (Fig. I. 2).

PPUS '

T A exterior

ANl V4

DM DM DM | DM DM | DM membr. citoplasm.

ABC ABC ABRGBC ABC ABC interior

Fig. I. 2. Representacion esquematica de los tres tipos de transportadores ABC. A) transportador eucariota,
ejemplo de exportador; B) importador bacteriano; C) exportador bacteriano. DM: dominio de membrana; ABC:
cassette ABC; PPUS: proteina periplasmica de unién al sustrato. Las flechas indican la direccion en que el
sustrato es transportado.



I. 3. Sistemas exportadores ABC bacterianos

Estos sistemas estan constituidos por la proteina ABC mas otro u otros componentes
proteicos. Los mas complejos constan de tres elementos: el exportador ABC, el segundo
componente y el elemento de membrana externa. El conjunto de los mismos hace posible el
transporte, en una unica etapa al medio extracelular, de sustratos especificos (Fath & Kolter,
1993), (Fig. I. 3).

exterior
C membr. externa
B periplasma
A membr. citoplasm.

\/ interior

Fig. I. 3. Representacion hipotética de un sistema exportador ABC bacteriano. A: exportador ABC; B: segundo
componente de tipo MFP; C: elemento de membrana externa. La flecha indica la direccion en que el sustrato es
transportado.

I. 3. 1. Exportadores ABC

La mayoria de estas proteinas son de gran tamafio (entre 600 y 750 aa), ya que portan
sus dos dominios caracteristicos en un mismo polipéptido. Son capaces de exportar una amplia
variedad de sustratos de estructura peptidica o proteica. Es asi que se han identificado
exportadores ABC de enzimas extracelulares y de toxinas, muchas de ellas de accién
antibidtica, producidas por bacterias Gram positivas y negativas (Fath & Kolter, 1993).

Algunas proteinas exportadoras ABC cuyos sustratos son peptidicos presentan un
dominio adicional en su extremo amino que tiene actividad proteolitica sobre el sustrato.
Dentro de este dominio  se identifican  dos ~ motivos  aminoacidicos
(QX4D/IECX,AXSMXYIFGXy/L  y HY/FY/VVXol/LXDP) que son los involucrados
directamente en esta funcidn proteolitica (Havarstein et al., 1995). Los sustratos de estos
exportadores son sintetizados como precursores que contienen un péptido lider en su porcion
amino-terminal. Este péptido lider presenta una secuencia consenso L(-12)S(-11)XXE(-8)L(-
T)XXI(-4)XG(-2)G(-1), donde el residuo glicina de la posicion —2 est4 conservado en un
100%, y es procesado luego de los dos ultimos residuos glicina (Havarstein et al., 1994).
Consecuentemente, se denomind a esta region “péptido lider doble glicina”. La actividad
proteolitica y el procesamiento del sustrato han sido fehacientemente probados para el caso de



la Lactococcina G y su proteina exportadora ABC (Havarstein et al., 1995). Las homologias de
secuencia, asi como el hallazgo de péptidos maduros carentes del péptido lider en otros
sistemas, sugiere que todos los péptidos precursores con una secuencia doble glicina serian
procesados por el dominio proteolitico de su transportador ABC durante su exportacion
(Havarstein et al., 1995) (Fig. I. 4).

exterior

membrama
citoplasmatica

interior

dominio
proteo-
litico

_
N =

C

Fig. I. 4. Esquema de un transportador ABC bacteriano que procesa su sustrato peptidico durante la exportacion.

cassette
ABC

I. 3. 2. Segundos componentes

Algunos sistemas transportadores bacterianos necesitan un segundo componente,
ademas de la proteina ABC, para llevar a cabo el transporte de su sustrato especifico (Fig. I. 3).
Los segundos componentes constituyen una familia de proteinas extracitopldsmicas, de 300 a
450 aa, necesarias para el transporte de moléculas hacia el medio extracelular. Se ha propuesto
incluir este conjunto de proteinas accesorias en una nueva familia Ilamada proteinas de fusion
de membrana (MFP) que atravesarian el espacio periplasmico contactando en sus extremos con
ambas membranas, citoplasmica y externa. Los miembros de esta familia fueron hallados en
bacterias Gram-negativas (Dinh et al., 1994). Sin embargo, en la actualidad se conocen
proteinas de este tipo en bacterias Gram-positivas. Estos segundos componentes de
transportadores de bacterias Gram positivas no evidencian mayor homologia de secuencia con
sus contrapartes en bacterias Gram negativas, pero si presentan tamafnos y perfiles
hidrofobicos semejantes a los de MFPs (Axelsson et al., 1995; Diep et al., 1996; Franke et al.,
1996; Kaur, P., 1997; O’Keeffe et al., 1999). Considerando estos paralelismos y que las
bacterias Gram positivas carecen de membrana externa, la funcion propuesta de fusion de
membranas requerira seguramente ser revisada. En muchos casos estas proteinas funcionan en
conjuncién con las proteinas ABC para la exportacion del sustrato. En otros casos, cooperan en
la exportacion de drogas con proteinas que forman parte de sistemas diferentes del ABC como
lo son las permeasas de la “major facilitator superfamily” (MFS) (Marger et al., 1993) y las
permeasas de la “heavy metal resistance/nodulation/cell divisién family” (RND) (Saier et al.,
1994).

En las proteinas MFP se identifican cuatro regiones. En el extremo N-terminal



presentan una secuencia sefial sec que cumpliria la funcion estructural de anclar la proteina a la
membrana citoplasmica. Seguidamente, se encuentra una region corta de hidrofobicidad
moderada que exhibe una gran conservacion de secuencia y que se postula no estaria asociada
a membrana. La tercera region abarcaria unos 150 residuos, caracterizandose por su alta
hidrofilia y por su baja conservacion de secuencia. Las predicciones de estructura secundaria
indican que esta region adoptaria la estructura de a-hélice. Hacia el extremo C-terminal, se
encuentra una region hidrofébica, de unos 100 residuos de extension, que es la mas
conservada en estas proteinas. Se postula que adopta una conformacién de hojas 3, como seria
de esperar para un dominio de asociacion a la membrana externa. Por Gltimo, una region corta
C-terminal de tamafio variable, que exhibe baja conservacién de secuencia (Dinh et al., 1994;
Nikaido & Saier, 1992).

Los segundos componentes de bacterias Gram negativas han sido agrupados por
criterios filogenéticos segun los sistemas de transporte a los cuales estdn asociados y a la
especificidad de sustrato de los mismos. Lo primero sugiere que estas proteinas interactuarian
con el exportador ABC a través de su extremo N-terminal, embebido en la membrana
citopldsmica. Lo segundo sugiere que las proteinas MFPs podrian interactuar con sus
respectivos sustratos. Entonces, de alguna manera crearian un canal desde la cara periplasmica
de la proteina ABC hasta la membrana externa, contactando con esta ultima a través de su
region hidrofobica conservada. Sin embargo, los detalles moleculares de este mecanismo de
exportacion del sustrato ain no han sido determinados (Dinh et al., 1994).

I. 3. 3. Elementos de membrana externa

Ademas, en algunos sistemas exportadores ABC bacterianos existe un tercer
componente, el elemento de membrana externa, necesario para una eficiente exportacion (Fig.
I. 3). El elemento de membrana externa puede tratarse de una proteina especifica del sistema
exportador ABC o de una proteina vinculada a funciones generales de la célula que seria
reclutada para integrar el complejo de exportacion. En el primer caso, el gen que codifica para
el elemento de membrana externa es especifico y se encuentra adyacente a los demas
determinantes genéticos del sistema exportador. Tal es el caso de los sistemas exportadores
ABC de la ciclolisina B de Bordetella pertussis (Glaser et al., 1988), de la proteasa alcalina de
Pseudomonas aeruginosa (Guzzo et al., 1991), de las metaloproteasas B y C de Erwinia
Chrysanthemi (Létoffé et al., 1990), de la proteina de unién a hemo de Serratia marcescens
(Binet & Wandersman, 1995), etc. En el segundo caso, el elemento de membrana externa lo
constituye la proteina TolC. TolC es una proteina de E. coli localizada en la membrana externa.
Primeramente, se determind que la misma era necesaria para una eficiente secrecion de
hemolisina (Wandersman & Delepelaire, 1990). Luego, se fueron descubriendo otros sistemas
exportadores ABC en los que TolC cumple la funcion de ser el elemento de membrana externa
y que su falta resulta en una ineficiente secrecion del sustrato (Gilson et al., 1990; Gaggero et
al., 1993).

Por otra parte, algunos elementos de membrana externa especificos comparten
homologia de secuencia entre ellos y con la proteina TolC. Esto hizo pensar que podria existir
complementacion heter6loga entre componentes de membrana externa de distintos sistemas
exportadores ABC. Sin embargo, se demostré experimentalmente que no ocurre
complementacion, lo que sugiere que podria ser necesaria una interaccion entre el segundo
componente y el elemento de membrana externa para formar un sistema exportador activo
(Binet & Wandersman, 1995).



I. 4. Antibioticos peptidicos de sintesis ribosomica

La produccion de antibidticos peptidicos de sintesis ribosémica es un recurso
frecuentemente empleado en la naturaleza por organismos eucariotas y procariotas. En general,
se trata de moléculas pequefias, de peso molecular que varia entre 0.5 y 9 kDa. Actualmente
hay descrito un namero importante de este tipo de antibioticos. Algunos de ellos son
modificados postraduccionalmente y contienen aminoécidos inusuales, como por ejemplo los
lantibidticos, que contienen didehidroalanina, didehidrobutirina, lantionina y B-metillantionina
(Jung, 1991; Freund & Jung, 1992) y algunas microcinas, como la microcina B17 (MccB17),
que contiene anillos tiazélicos y oxazolicos (Li et al., 1996), la microcina C7 (MccC7), que
tiene modificaciones en sus extremos N y C-terminales (Guijarro et al., 1995), y la microcina
J25 (MccJ25), que se estructura en un péptido ciclico (Blond et al., 1999).

Todos ellos son compuestos antibacterianos con un espectro de accion que suele ser
reducido, generalmente porque su capacidad de ingresar a las células para interactuar con el
blanco depende de la presencia de estructuras especificas en las envolturas celulares. En su
mayor parte comparten un mismo mecanismo de accidn consistente en la disipacion del
potencial de membrana (Yang & Konisky, 1984). Sin embargo, las bacterias Gram-negativas
se distinguen por producir péptidos antibidticos, llamados microcinas, que presentan una
mayor diversidad de mecanismos de accion: la MccC7 bloquea la sintesis proteica, la MccB17
inhibe la sintesis del DNA y la colicina V (ColV) actia como ionéforo (Kolter & Moreno,
1992).

Toda bacteria productora de un antibidtico de sintesis ribosémica debe poseer los
determinantes genéticos necesarios para asegurar tres funciones fundamentales vinculadas con
la antibiosis: sintesis del antibidtico, exportacion del mismo al medio extracelular e inmunidad
para la célula productora. La sintesis depende de la expresion de un gen estructural. En el caso
de los antibidticos no modificados, éste es el Gnico determinante genético necesario para dar
lugar al antibidtico. En cambio, los antibidticos modificados postraduccionalmente requieren
ademas de la accion de los productos de otros genes del sistema que efectdan el proceso de
maduracion. La inmunidad esta asegurada por una proteina que protege a la célula productora
del péptido antibidtico que esta sintetizando (Kolter & Moreno, 1992).

En cuanto a la exportacion, se trata siempre de un proceso de secrecion por el que el
antibidtico es vertido al medio extracelular para ejercer su accién sobre bacterias sensibles.
Muchos de estos péptidos utilizan un sistema ABC, por lo que son sintetizados como
precursores con un “péptido lider doble glicina” en su extremo amino. El exportador ABC
reconoce este péptido y lo procesa para llevar a cabo el transporte. De este modo, se obtiene
un antibiotico maduro en el medio extracelular. Algunos ejemplos son la nisina, la epidermina
y la colicina V (Gilson et al., 1990; Kolter & Moreno, 1992).

A continuacion se describen dos microcinas, la colicina V y la microcina H47
(MccH47). ColV constituye el ejemplo clasico de un antibidtico secretado por un sistema
exportador ABC por haber sido extensamente estudiado. La MccH47 es el modelo utilizado en
el presente trabajo para estudiar su mecanismo de secrecion.

I.4.1. LacolicinaV

La colicina V (ColV) es una microcina a pesar de su nombre. Constituye la primera
descripcion de una sustancia antibiotica producida por Escherichia coli (Gratia, 1925). Se trata
de un péptido pequefio de aproximadamente 9 kDa que ejerce su accion letal sobre aquellos
miembros de la familia Enterobacteriaceae que poseen en su membrana externa el receptor
para esta microcina, la proteina Cir. El blanco de accion de ColV es la membrana citoplasmica,
sobre la que disipa el potencial electroquimico (Yang & Konisky, 1984).

Los determinantes genéticos ColV estan contenidos en un plasmido grande de bajo



numero de copias albergado naturalmente por distintas cepas de E. coli (Hardy, 1975). Cuatro
genes estan involucrados en la sintesis, exportacion e inmunidad de la colicina V, estando
ordenados en dos operones convergentes. Un operdn contiene el gen estructural del antibiético,
cvaC y el gen que codifica para la inmunidad, cvi. EI otro operdn porta los genes cvaA y cvaB,
que codifican para las proteinas responsables de la secrecion de ColV (Fig. 1. 5). Ademas de
estos dos genes, se ha visto que el producto del gen tolC, no ligado al sistema, es necesario
para una eficiente secrecion antibidtica (Gilson et al., 1987; Gilson et al., 1990). La expresion
de ambos operones se encuentra regulada negativamente por hierro a nivel de la transcripcion
génica. Dicha modulacién de la expresion génica se debe a la presencia de secuencias
“upstream” de ambos operones, denominadas “Fur box” (Boyer & Tai, 1998).
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Fig. I. 5. Region de DNA que contiene el sistema genético colicina V, clonada en el plasmido recombinante
pUY270. Se muestra el mapa fisico para las enzimas B: BamHI; G: Bglll; H: Hindlll. Abajo se representan los
genes del sistema ColV con su direccidn de transcripcion.

El gen cvaC codifica para un péptido precursor antibidtico de 103 aa que posee un
“péptido lider doble glicina” en su extremo amino-terminal, caracteristico de aquellos sustratos
secretados por sistemas exportadores ABC (Havarstein et al., 1994). En consecuencia, el
péptido antibidtico maduro carece de los 15 residuos N-terminales por procesamiento durante
su exportacion (Fath et al., 1994).

Por otra parte, se constatd que las proteinas de transporte, codificadas por los genes
cvaB y cvaA, junto con la proteina TolC, constituyen un sistema transportador ABC. CvaB, de
78 kDa, constituye la proteina ABC, con seis segmentos de transmembrana y el “cassette” de
union al ATP en la porcion carboxilo-terminal. El gen cvaA, codifica para dos productos
proteicos leidos de un mismo marco abierto de lectura (ORF), CvaA y CvaA*, con pesos
moleculares estimados de 43 kDa y 27 kDa, respectivamente. La proteina CvaA constituye el
segundo componente del sistema transportador ABC, de tipo proteina de fusion de membrana
(MFP) (Gilson et al., 1990; Skvirsky et al., 1995). Se identificaron dos posibles inicios de la
traduccion para el gen cvaA distantes en 11 codones. Se determind por secuenciacion amino-
terminal que el codon de inicio es el mas “downstream” -TTG- (Hwang et al., 1997).

El producto mas pequefio, CvaA*, es una proteina sintetizada “de novo”, habiéndose
probado que no se trata de un producto de degradacion. Carece entonces de los residuos
aminoacidicos hidrofébicos N-terminales presentes en CvaA, por lo que se postula que CvaA*
seria de localizacion citoplasmica. La misma no parece ser esencial para la secrecion de ColV,
pero se propone que potenciaria dicha funcion. Probablemente, esta potenciacion no consista
en afectar la sintesis o estabilidad de la colicina V, sino en estabilizar la proteina CvaA. Se
propone que CvaA* interaccionaria, ya sea con CvaA o con el complejo CvaB/CvaA, de modo
de mantener un transportador ABC estable y funcional (Hwang et al., 1997). Sin embargo, la
funcion de CvaA* no esta aun claramente dilucidada.
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I. 4. 2. La microcina H47

La microcina H47 (MccHA47) es un antibidtico peptidico producido por una cepa natural
de Escherichia coli aislada de heces humanas de Uruguay. Tiene un tamafio de
aproximadamente 6.000 Da y ejerce un efecto bactericida sobre estirpes filogenéticamente
relacionadas a la productora (Lavifia et al., 1990). Concretamente, su accién es ejercida sobre
bacterias Gram-negativas, actuando sobre el complejo ATP sintetasa (Rodriguez et al., 1999).

Los determinantes genéticos del fendmeno antibi6tico se encuentran en el cromosoma
de la estirpe productora original y conforman un sistema de 10 kb de extensidn que incluye los
genes de biosintesis de la microcina, los dedicados a su secrecion, el gen de inmunidad y una
region probablemente involucrada en funciones regulatorias de la expresion génica (Lavifa et
al., 1990; Gaggero et al., 1993; Rodriguez & Lavifia, 1998), (Fig. I. 6).

1 kb
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Fig. I. 6. Regién de DNA que contiene el sistema genético microcina H47, clonada en los plasmidos
recombinantes pEX100 y pEX4. Se muestran el mapa fisico y la extension del sistema antibidtico. Los genes mch,
con su direccidn de transcripcion, se representan abajo. E: EcoRI; G: Bglll; H: Hindlll; P: Pstl; S: Sall. Los mapas
de restriccion estan completos para estas enzimas, salvo para EcoRI donde se indican sélo cuatro sitios.
Representacidn segin Gaggero et al., 1993 y Rodriguez & Lavifia, 1998.

La sintesis de la microcina depende de la expresion de su gen estructural, mchB, cuyo
producto de 75 aminoacidos es el precursor del antibidtico, y de la expresion de tres genes
adicionales -mchA, mchC y mchD- involucrados en modificar MchB para convertirlo en la
microcina madura. El precursor MchB posee actividad antibidtica letal al igual que la
microcina madura, pero es incapaz de ingresar en las células sensibles. Se deduce que adquiere
la capacidad de atravesar las envolturas celulares al ser modificado postraduccionalmente
(Gaggero et al., 1993; Rodriguez et al., 1999).

El gen mchl codifica para un péptido hidrofobico localizado en la membrana
citoplasmica que le confiere inmunidad a la célula productora (Gaggero et al., 1993;
Rodriguez & Lavifia, 1998).

La microcina H47 es secretada al medio extracelular por un mecanismo de transporte
especifico en el que estdn involucrados los productos de los genes mchE y mchF. Las
mutaciones que afectan los genes mchE y/o mchF determinan un fenotipo de no produccion
antibiotica, entendiendo por produccién la suma de los procesos de sintesis y exportacion. Por
lo tanto, estos mutantes no producen halo de inhibicion de crecimiento cuando se pican sobre
un tapiz de células sensibles a MccH47. Sin embargo, los lisados de estas células permitieron
detectar actividad antibiotica intracelular (producen halos de inhibicion de crecimiento sobre
un tapiz de una cepa sensible), de lo que se dedujo que los mutantes mchE y/o mchF pueden
sintetizar MccH47 activa (Gaggero et al., 1993). Estos resultados indican que las mutaciones
en estos dos genes afectan una etapa posterior a la sintesis de la microcina, como lo es su
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exportacion al medio extracelular.

Se sabe que, ademas de los productos de los genes mchE y mchF, el producto del gen
tolC, no ligado al sistema, es también necesario para una eficiente produccién antibiética. El
gen mchE codifica para dos proteinas de peso molecular aparente de 45y 30 kDa y el gen
mchF codificaria para un producto de al menos 64 kDa. Se ha propuesto que los productos de
los genes mchE y mchF actuarian formando un complejo con la proteina de membrana externa
TolC y constituirian asi un sistema exportador ABC especifico para la secrecion de MccH47
(Gaggero et al., 1993).

Las similitudes que presentan los sistemas de exportacion ColV y MccH47 sugieren que
ambos antibioticos podrian ser secretados por un mecanismo similar, o sea a traves de un
sistema dedicado de transporte de tipo ABC. Un dato que aboga a favor de esta hipdtesis es la
identificacion, en la secuencia aminoacidica deducida de MchB, de una secuencia sefial con un
motivo de “doble glicina” (Havarstein et al., 1995; Rodriguez et al., 1999), (Fig. I. 7).

2 e
MchB & e MREITESQLRVISGA
LagA = 0 e MKELSEKELRECVGG
PedA = - MKKTEKLTEKEMANI 1GG
lagb = MKNNNNFFKGME I IEDQELVSITGG
PINA MKT1QIKGMKQLSNKEMQK VGG
CylL1 - MENLSVVPSFEELSVEEMEAIQGS
CylL2 VLNKENQENYYSNKLELVGPSFEELSLEEMEAIQGS
LcnA 00 MKNQLNFN IVSDEELSAENGG
LcnB = @ - MKNQLNFNIVSDEELAEVNGG
L.ecenb 0 —————— MKNQLNFEILSDEELQGINGG
LcnN == MKKDEANTFKEYSSSFAIVTDEELENINGS
LcnDRI = - MKEQNSFNLLQEVTESELDL ILGA
CvaC W mmmmmmmmmm e MRTLTLNELDSVSGG

Fig I. 7. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas N-terminales correspondientes a los péptidos lider de tipo
doble glicina presentes en algunos antibidticos peptidicos secretados a través de transportadores ABC: microcina
H47 (MchB), lactococcina Ga (LagA), pediocina PA-1 (PedA), lactococcina G (LagB), plantaricina A (PInA),
hemolisina/bacteriocina de Enterococcus faecalis (CyIL1 y CylL2), lactococcina A (LcnA), lactococcina B
(LenB), lactococcina M (LenM y LenN), lactococcina DR (LcnDR1) y colicina V (CvaC). La flecha vertical
indica el sitio consenso de procesamiento de los péptidos lider doble glicina. En rojo se consignan los
aminodcidos que son idénticos o similares en cinco 0 mas de los antibidticos bajo comparacion. ?: presencia de
una glutamina (Q) en lugar del &cido glutamico (E) consenso. Extraido de Rodriguez et al., 1999.
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Il. HIPOTESIS

La hipotesis central de este trabajo es que el antibiético microcina H47 seria secretado al
medio extracelular por un mecanismo dedicado de transporte de tipo ABC. El sistema ABC
estaria constituido por las proteinas: 1) MchF, que por homologia al sistema ColV podria ser la
proteina exportadora ABC; 2) MchE, que por igual paralelismo seria el segundo componente de
tipo MFP; y 3) TolC, que constituiria el componente de membrana externa.

Particularmente, teniendo como antecedente la identificacion de dos productos proteicos
del gen cvaA, que constituye el segundo componente en el sistema de exportacién de ColV, se
piensa que el gen mchE también codificaria para dos proteinas denominadas MchE y MchE¥*,
segun la informacion obtenida en sistemas PAGE (Gaggero et al., 1993). MchE seria el segundo
componente (MFP) del sistema secretor de MccH47, localizandose en el periplasma. MchE*
seria el resultado de una iniciacion interna de la traduccion, dentro del marco de lectura abierta
para MchE. Careceria de una sefial Sec de exportacion en su extremo N-terminal, por lo que se
presume que seria de localizacion citoplasmica. No aventuramos ninguna hipotesis acerca de su
funcidn pero si consideramos de interés abordar su estudio.
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I11. OBJETIVOS

I11. 1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue el de estudiar el mecanismo de secrecion del
antibidtico microcina H47.

Se pretende obtener conocimiento sobre la funcion de los genes de secrecion de este
antibiotico, asi como sobre la localizacién subcelular de algunos de sus productos proteicos. Se
espera poder identificar cada uno de estos productos génicos con cada uno de los componentes
de un sistema transportador ABC.

Desde este punto de vista, estos estudios podrian contribuir al entendimiento de los
procesos de secrecion de péptidos en bacterias y mas concretamente, de los sistemas
transportadores ABC.

I11. 2. Objetivos especificos
Los objetivos especificos de este trabajo han sido:

1. Secuenciar la region de DNA que contiene los genes de secrecidon de la MccH47, mchE y
mchF. Mediante este procedimiento se identificaran los marcos de lectura abiertos
correspondientes a estos genes. Las secuencias nucleotidicas y las deducidas aminoacidicas se
analizaran por programas de computacion. También se compararan con los bancos de datos
buscando analogias con los componentes de otros sistemas transportadores ABC.

2. Analizar los productos del gen mchE. Por este procedimiento se intentara identificar los
marcos abiertos de lectura de ambos genes solapantes, denominados mchE y mchE*. Se
estudiara la localizacion subcelular de sus productos a través de la obtencion de proteinas fusion
que involucren parte de la secuencia peptidica de MchE/ MchE* con las proteinas fosfatasa
alcalina y B-galactosidasa, de localizacion periplasmica y citoplasmica, respectivamente.

3. Si se encuentran grandes homologias de secuencia entre el sistema de secrecion de MccH47 y
otros sistemas bacterianos de secrecion, se realizaran estudios de complementacion heteréloga.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV. 1. Estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriofagos

Los genotipos, fenotipos y procedencia de las estirpes bacterianas, plasmidos y
bacteriofagos utilizados se describen en la Tabla V. 1.
IV. 2. Medios de cultivo

Se utilizaron los siguientes medios de cultivo: medio rico LB, medio minimo M63

adicionado de una fuente de carbono y vitamina B1 segun se describe en Miller, 1992.
Los antibidticos se afiadieron a las concentraciones finales siguientes:

ampicilina (Ap) 50 ug/ml
cloranfenicol (Cm) 30 pg/ml
kanamicina (Km) 30 pg/ml
kanamicina 10x (Km10x) 300 ug/ml
tetraciclina (Tc) 12 pg/mi

Se utilizaron los siguientes indicadores cromogénicos: XP (5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato) a una concentracion final de 40 ug/ml para la actividad fosfatasa alcalina (PhoA) y
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) a una concentracion final de 20 pg/ml
para la actividad -galactosidasa (LacZ).

IV. 3. Prueba de produccion de MccH47

Se cubren cajas de medio minimo M63-glucosa con 3 ml de agar blando conteniendo
unas 10" ufc de una estirpe indicadora. Los clones a ensayar se inoculan por picada sobre el tapiz
de agar blando. Las placas se incuban 18 a 24 horas y se observa la aparicion de halos de
inhibicidn del crecimiento de la estirpe indicadora sensible alrededor de las picadas de clones
productores. Siempre se incluyeron picadas control de estirpes productora y no productora. Los
ensayos se hicieron siempre sobre dos tipos de tapices, uno con una estirpe sensible y otro con
una estirpe inmune al antibiético. De esta forma, se aseguro la especificidad de las actividades
detectadas: aquellas picadas que produjeron halo sobre la estirpe sensible y no sobre la inmune,
corresponden a cepas productoras de MccH47. En casi todos los casos, los tapices fueron de la
pareja de estirpes MC4100 tolC (pUC13) y MC4100 tolC (puUY69), sensible e inmune a
MccH47, respectivamente. Las estirpes defectivas para la proteina de membrana externa TolC se
caracterizan por una desestructuracion de esta membrana, con discontinuidades que la hacen
permeable a las sustancias hidrofébicas. Por lo tanto, el antibidtico ingresa en mayor cantidad y,
como resultado, estas células son hipersensibles a la microcina, obteniéndose halos de mayor
tamafio. La prueba de produccion colicina V se realiz6 de igual manera utilizando RYC1000
(PEX100) y RYC1000 (pACYC184), como estirpes sensibles a ColV, y PAP222 como estirpe
inmune.



Tabla IV. 1. Estirpes bacterianas, bacteriéfagos y plasmidos

Bacterias, Fagos,
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Genotipo/Fenotipo

Origen/referencia

Plasmidos

E. coli K12

RYC1000 F araD139 AlacU169 rbs7 rpsL Gaggero et al., 1993
relA thiA gyrA  (SmR, Nal®)

CC118 A(ara- leu)7697 AlacX74 Manoil, 1990
AphoA20 galE galK thi rpsE
rpoB argE (am) recAl (RifY)

CC170 CC118 con una insercion Manoil, 1990
cromosémica Tnlac (Km®)

MC4100 F araD139 lacU169 rpsL thiA Casadaban, 1976
relA (Sm®)

MC4100 tolC Transductante Km® (tolC::Tn5) de Wandersman &
MC4100 infectada con Delepelaire, 1990
P1(GC7442)

PAP222 W3110 (pColV-K270) Pugsley & Oudega, 1987

Bacteridfagos
A-TnphoA

Plasmidos
pACYC184
pUC13

pEX4
PEX4::Tn5 49
PEX4::Tn5 B58
PEX4::Tn5 26
pEX100

pEX100::Tnlac 7.1
pEX100::MudI1681 30.4

pEX100::Mudl 1681 30.5
pEX100::Mudl 1681 80.9
pEX100::Mudl 1681 30.9
pEX100::Mudl 1681 40.1
puUY270

puY14

puUY69

pMVD14

+ (pR538drd) (Cm"®)

b221 c1857 Pam3 con TnphoA
en o cerca de rex (Km®)

TcR Cm® replicon p15A

bla lacZ’ replicon ColE1 (Ap®)
Derivado de pUC13 con

el sistema MccH47 (Ap®)
pEX4 mchE::Tn5 (ApR? KmF)
pEX4 mchE::Tn5 (ApR KmF)
pEX4 mchE::Tn5 (ApR KmF)
Derivado de pACYC184 con
el sistema MccH47 (Cm®)
pEX100 mchE::Tnlac (Cm® KmF)
PEX100 mchE::Mudi1681
(CmR KmR)

PEX100 mchE::Mudi1681
(Cm® Km®)

PEX100 mchE::MudI1681
(Cm® Km®)

pPEX100 mchF::Mudi1681
(Cm® Km®)

PEX100 mchF::Mudl1681
(Cm? Km®)

Derivado de pUC13 con el
sistema ColV (ApF)

Derivado de pUC13 con mchE
(Ap¥)

Derivado de pUC13 con mchl
(Ap¥)

Derivado de pACYC184 con
mchE (Tc%)

Manoil & Beckwith,
1985

Miller, 1992

Miller, 1992

Lavifia et al., 1990
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993

Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993

Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993

Este trabajo

Gaggero et al., 1993
Rodriguez & Lavifia, 1998

Este trabajo
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1V. 4. Prueba de inmunidad a la MccH47

Para determinar la inmunidad/sensibilidad a MccH47, se prepararon tapices de los clones
a ensayar, segun se describio en el item anterior. Sobre cada uno de estos se inocularon por
picada una estirpe productora y una estirpe no productora del antibidtico. De esta forma, se
evalud la sensibilidad al antibidtico por los halos que aparecieron alrededor de la picada de la
estirpe productora y la inmunidad al mismo por la ausencia de halos. En todos los casos, las
picadas fueron de la pareja de estirpes RYC1000 (pEX100) y RYC1000 (pACYC184),
productora y no productora de MccH47, respectivamente.

IV. 5. Manipulacion del DNA

El DNA plasmidico se prepar6 siguiendo el protocolo de lisis alcalina descrito por
Sambrook et al., 1989. También se uso6 el método de lisis rapida descrito por Chowdhury, 1991.
Las digestiones con endonucleasas de restriccion, ligaciones con T4 DNA ligasa, transformacion
de células competentes y electroforesis en geles de agarosa se realizaron tal como se describe en
Sambrook et al., 1989.

Para secuenciar el DNA en el laboratorio se utilizo el método de los dideoxinucleétidos
descrito por Sanger et al., 1977, aplicado a DNA de doble cadena y utilizando oligonucleétidos
de sintesis. Se empled Sequenase 2.0 de US Biochemical, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Parte de los datos de secuencia se obtuvieron a través del “DNA Sequencing Core
Laboratory Service” de la Universidad de Florida, USA.

La determinacion de los sitios de union en las fusiones génicas se realizO por
secuenciacion desde una secuencia del transposén proxima al extremo involucrado en la fusion.
Los oligonucleétidos empleados como iniciadores (“primers”) fueron: “GGC GAA AGG GGG
ATG TG” para las fusiones con lacZ y “TGC AGT AAT ATC GCC CT” para las fusiones con
phoA.

Para el analisis de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se utilizaron los
siguientes programas computacionales: BLAST (Altschul et al., 1997), FASTA (Pearson &
Lipman, 1988), SIM (Huang & Miller, 1991), SOAP (Kyte & Doolittle, 1982), Tmpred
(Hofmann & Stoffel, 1993), TopPred 2 (Claros & von Heijne, 1994).

IV. 6. Fusiones génicas con mchE

El analisis de la localizacion subcelular de los productos del gen mchE se bas6 en la
formacion de fusiones génicas, tanto con el gen reportero lacZ como con el gen reportero phoA.
Una fusidn génica tiene como producto una proteina hibrida formada por la porcion N-terminal
del producto del gen de interés y la porcion C-terminal del producto del gen reportero. En
nuestro caso, se obtuvieron proteinas fusion MchE-LacZ y MchE-PhoA. Cuando se utiliza el gen
reportero lacZ, las proteinas hibridas tienen actividad B-galactosidasa siempre y cuando se
localicen en el citoplasma. Por lo tanto, la obtencion de fusiones con esta actividad suele ser
indicativa de que el gen de interés codifica para una proteina de localizacion citoplasmica
(Silhavy & Beckwith, 1985). Para obtener la informacion complementaria a la brindada por las
fusiones genicas con lacZ, se generaron fusiones génicas con phoA. El producto del gen phoA es
una proteina periplasmica, la fosfatasa alcalina, cuya actividad se pone de manifiesto solamente
cuando la enzima se encuentra en el periplasma. Por lo tanto, para que las proteinas hibridas con
PhoA posean actividad fosfatasa alcalina, la porcion N-terminal codificada por el gen de interés
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debe contribuir con secuencias promotoras de exportacion. Es asi que este gen reportero sirve
para detectar sefiales de exportacion y regiones de transmembrana dentro de la estructura de una
proteina (Manoil & Beckwith, 1985).
IV. 6. 1. Mutagénesis del plasmido pMVD14 por insercion del transposén TnphoA

El transposén TnphoA es un derivado del Tn5 construido por Manoil & Beckwith, 1985
(Fig. IV. 1). La secuencia de insercion izquierda del Tn5 se encuentra interrumpida por un
fragmento de DNA que contiene casi todo el gen phoA, carente de la secuencia que codifica para
el péptido sefial mas cinco aminodcidos adicionales. Seguido a este fragmento de DNA se
encuentra el resto de la secuencia de insercion izquierda. De este modo, si el transposon TnphoA
se inserta en un gen en la orientacion y marco de lectura adecuados, es posible generar una fusion
génica que codificara para una proteina hibrida con la fosfatasa alcalina en su extremo
C-terminal. Se utiliz6 el fago A-TnphoA como donante de este transposon.

1kb
-—
A
E E P HG P i B
[ l L1 1 : - |
B A—
‘phoA
1S50, " > ‘1550, K —
| I
................................................................................................... ‘phOA

S —
CT GAC TCT TAT ACA CAAGTA GCG TCC TGA ACG GAACCTTTCCCG TTTTGC CCT GTT CT..
Ser Asp Ser Tyr Thr GIn Val Ala Ser Trp Thr Glu Pro Phe Pro Phe Cys Pro Val Leu...
Pro
Thr
Ala

Fig. 1V. 1. Representacion esquematica del transposon TnphoA, de 7.737 pb de extension. A) mapa fisico. E:
EcoRI; G: Bglll; H: Hindlll; P: Pstl. B) mapa genético y secuencia nucleotidica del extremo izquierdo con la
secuencia aminoacidica deducida.

El bacteriéfago A utilizado tiene el siguiente genotipo: b221 cI857 Pam3 TnphoA en o
cerca de rex. La delecion b221 remueve la regién de integracion al cromosoma bacteriano; el
transposon esté insertado en o cerca del gen rex que no es esencial para el crecimiento del fago;
la mutacion cl857 resulta en un represor cl termosensible que es inactivo a 42° C; la mutacion
ambar en el gen de replicacion P le incapacita para mantenerse como replicén autbnomo en una
bacteria su". Por lo tanto, se trata de un fago incapaz de lisogenizar ni de entrar en ciclo litico en
un contexto su’, actuando asi como donante del transposén TnphoA. Si se infectan con este fago
células su” sensibles a A, el TnphoA puede transponerse al DNA bacteriano mutagenizando los
genes donde se inserte. EI DNA de A se pierde pues no lisogeniza ni entra en ciclo litico. La
presencia de este transposdn se detecta facilmente porque confiere resistencia a la kanamicina.

La estirpe CC118 (pMVD14) se cultivé en LB Tc (para asegurar el mantenimiento del
plasmido), maltosa al 0,4% (para inducir la produccion del receptor de A) y MgSO4 10mM (para
favorecer la adsorcién fagica) hasta fase logaritmica avanzada (2 x 10° ufc/ml). Se mezclaron 0,1
ml de células con una dilucion del fago de modo de obtener una multiplicidad de infeccion igual
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a uno. Se utilizé un lisado del fago A-TnphoA, previamente obtenido, con un titulo de alrededor
de 4 x 10™ ufp/ml. Se realizé la adsorcién a 30° C durante 20 minutos y luego se afiadieron 2 ml
de LB Tc. Se incub6 a 30° C durante 4 % horas para permitir la expresion fenotipica de la Km".
De esta manera se hicieron 6 experimentos separados para obtener mutantes independientes.
Paralelamente, se realizaron los controles bacteria y fago. Se llevaron a cabo controles de células
viables antes y después de la mutagénesis, haciendo plaqueos en LB Tc. Luego se plaquearon
alicuotas de cada experimento en LB Tc Km XP y las placas se incubaron a 30° C durante 3 dias.
El XP es un indicador cromogeénico que sirve de sustrato para la fosfatasa alcalina; al ser
hidrolizado genera color azul. Por lo tanto, las colonias PhoA" seran azules en presencia de XP,
mientras que las PhoA™ seran blancas. Se purificaron los clones azules, se extrajo su DNA
plasmidico y éste se utiliz6 para transformar la estirpe CC118. En todas las transformaciones se
seleccionaron los clones Tc® Km® en presencia de XP, o sea aquellos con una insercién TnphoA
en pMVD14. Se continud trabajando con los clones azules en los que seguramente habia
ocurrido una fusion génica cuyo producto hibrido era exportado fuera del citoplasma.

IV. 6. 2. Mutagénesis del plasmido pMVD14 por insercién del transposén Tnlac

El transposon Tnlac es un derivado del Tn5 construido por Manoil, 1990 (Fig. IV. 2). La
secuencia de insercion izquierda del Tn5 estd interrumpida por un fragmento de DNA que
contiene casi todo el gen lacZ, carente de las sefiales de iniciacion de la transcripcion y de la
traduccion, asi como también de sus 8 primeros codones. En el fragmento de DNA que se
extiende desde el extremo izquierdo del Tnlac hasta el comienzo del gen lacZ truncado se
eliminaron todos los codones sin sentido en fase con lacZ. De este modo, si el transposén Tnlac
se inserta en un gen en la orientacién y marco de lectura correctos es posible generar una fusién
génica que codificara para una proteina hibrida con la B-galactosidasa en su extremo C-terminal.

1kb

CT GAC TCT TAT ACA CAA GTA GCG TCC TGA ACG GAA CCT TTC CCG TTT TCC ATC TAG GGG GAT CCC GTC GTT. ..
SerAsp Ser Tyr Thr GIn Val Ala Ser Trp Thr Glu Pro Phe Pro Phe Ser lle GIn Gly Asp ProVal Val ...
Pro

Thr

Ala

Fig. IV. 2. Representacion esquematica del transposén Tnlac, de 8.593 pb de extension. A) mapa fisico. G: Bglll; H:
HindlIll; P: Pstl; S: Smal. B) mapa genético y secuencia nucleotidica del extremo izquierdo con la secuencia
aminoacidica deducida.

El protocolo seguido para mutagenizar el plasmido pMVD14 fue el descrito por Manoil,
1990. Se realizaron cinco experimentos independientes que consistieron en la transformacion de
células competentes de CC170 con el plasmido a mutagenizar, pMVD14. Los transformantes se
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seleccionaron en placas de LB Tc Km (10x) X-gal que fueron incubadas durante 48 horas a 30°
C. La tetraciclina se adiciono para asegurar el mantenimiento del plasmido pMVD14. Se agreg6
diez veces la concentracion normal de kanamicina de manera de favorecer el crecimiento de
aquellas células que portaban una insercion Tnlac en el plasmido multicopia pMVD14. El X-gal
se adicioné como indicador cromogénico que sirve de sustrato para la B-galactosidasa; éste al ser
hidrolizado genera color azul. Por lo tanto, las colonias Lac" seran azules en presencia de X-gal,
mientras que las Lac™ seran blancas. Se purificaron los clones Lac” obtenidos y luego se extrajo
su DNA plasmidico, con el que se transforma la estirpe CC118. En todas estas transformaciones
se seleccionaron los clones en placas de LB Tc Km X-gal que se incubaron a 30° C. De esta
manera, creceran transformantes solo cuando la insercion del Tnlac haya ocurrido en el plasmido
pMVD14. Dentro de este grupo, se continu6 trabajando con los transformantes azules, o sea los
que portaban fusiones génicas con lacZ.

IV. 7. Medidas de actividad B-galactosidasa y fosfatasa alcalina

Se llevo a cabo la determinacion de las actividades B-galactosidasa y fosfatasa alcalina en
cultivos de las cepas mutantes portadoras de fusiones génicas con los genes reporteros lacZ y
phoA, respectivamente.

Los protocolos realizados fueron el descrito por Miller, 1992 para la actividad
B-galactosidasa y por Brickman & Beckwith, 1975 para la actividad fosfatasa alcalina. Las
determinaciones se hicieron por duplicado para cada cepa mutante y condicion experimental.
Las actividades se midieron: 1) en cultivos en fase logaritmica y 2) en cultivos de toda la noche,
en fase estacionaria.
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V. RESULTADOS

V. 1. Secuencia nucleotidica de mchE y mchF y andlisis de las secuencias aminoacidicas
deducidas

Se determiné la secuencia nucleotidica en ambas cadenas de un fragmento de DNA
EcoRI-BamHI de 4196 pb que contiene los genes mchE y mchF. Aproximadamente el 50%de la
secuencia fue obtenida en el laboratorio® y el 50% restante mediante un servicio de
secuenciacion externo. En ambos casos consistio en reacciones de secuencia con distintos
plasmidos construidos en el laboratorio, portadores de segmentos parciales de la region a
secuenciar. Ademas, dicha informacion se completd con la secuenciacion de los sitios de unién
en las fusiones genicas entre mchE y lacZ o phoA (Figs. V. 1, 2 y 10).

Una vez obtenida la secuencia nucleotidica completa, se procedié a buscar los marcos
abiertos de lectura. Teniendo en cuenta datos genéticos anteriores que asignaban a los genes
mchE y mchF una direccidn de transcripcion de derecha a izquierda (Gaggero et al., 1993), se
buscaron ORFs en esta direccion pero no se hallaron. Sin embargo, en la direccién contraria se
encontraron dos grandes ORFs, con la localizacion y extension esperada para estos dos genes
(Figs. V. 1y 2). El conjunto de los resultados de este trabajo confirmé que estos dos ORFs eran
en efecto mchE y mchF ( ver mas adelante).

El primer marco abierto de lectura se encontro entre los nucledtidos 351 y 1625, con una
extension de 1275 pb, y se asigno al gen mchE. Se consider6 el comienzo de este gen en un
codén TTG por analogia con el gen cvaA del sistema ColV (ver mas adelante). Una posible
secuencia Shine-Dalgarno (AGGAG), proxima a la consenso, se sitla seis nucleétidos antes del
codon de inicio de la traduccion. Ademas, dentro de este marco abierto de lectura, se encontro un
posible inicio interno de la traduccidn, en fase con el anterior, determinando un ORF entre los
nucleotidos 852 y 1625, con una extension de 774 pb. Estaria precedido a once nucledtidos del
coddn de iniciacion por una posible secuencia de unién a ribosoma AAGG vy finalizaria en el
mismo coddn de terminacion que mchE. Este segundo ORF fue tenido en cuenta por homologia
con el sistema ColV (ver méas adelante) y se designd provisionalmente mchE* (Figs. V. 1y 2).

El segundo marco abierto de lectura se encontro entre los nucledtidos 1618 y 3714, con

una extension de 2097 pb, y se asigné al gen mchF. Una posible Shine-Dalgarno (AGGA) se
situa a siete nucleotidos del codon de inicio ATG. Este marco abierto de lectura tiene un pequefio
solapamiento en su inicio con el final de mchE (Figs. V. 1y 2).
La secuencia aminoacidica deducida de mchE tiene 424 residuos y daria lugar a un producto
MchE de 48.719 Da. Esta proteina seria integral de membrana, presentando un nico segmento
de transmembrana con unos limites minimos en los residuos 24 y 44 (Claros & Von Heijne,
1994). El andlisis de hidropaticidad muestra una region hidrofobica N-terminal, coincidente con
el segmento de transmembrana, y el resto de la proteina con un perfil predominantemente neutro,
sin regiones marcadamente hidrofébicas o hidrofilicas (Kyte & Doolittle, 1982) (Fig. V. 3). La
ORF interna daria lugar a un producto proteico de 257 residuos, de 29.445 Da, que
corresponderia a MchE*. MchE* seria idéntica en secuencia aminoacidica a MchE, pero
careceria de los primeros 167 residuos.

La secuencia aminoacidica deducida de mchF tiene 698 residuos y daria un producto
MchF de 77.851 Da. Esta proteina seria integral de membrana con los extremos amino y
carboxilo localizados en el citoplasma. En efecto, se pudieron identificar en ella con claridad

" Parte de la secuencia fue realizada por Eliana Rodriguez
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Fig. V. 1. A) Region de DNA que contiene el sistema genético microcina H47. Se muestran el mapa fisico y la extension del sistema antibiético. Los genes mch, con su
direccion de transcripcion, se representan abajo. Se sefiala con barra roja el segmento de DNA cuya secuencia mch se presenta en este trabajo y que contiene los genes mchE y
mchF. B: BamHI; E: EcoRlI; G: Bglll; H: Hindlll; P: Pstl; S: Sall. EI mapa de restriccion estd completo para estas enzimas, salvo para BamHI y EcoRI donde s6lo se indican
dos y cuatro sitios, respectivamente. B) ampliacion del segmento que contiene los genes mchE y mchF. Se muestra el mapa fisico y los genes, cuya extensién y direccién de
transcripcion se representan abajo. Los sitios de corte para enzimas de restriccion se consignan igual que en A) y se afiaden C: Clal; Hp: Hpal y M: Smal. EI mapa fisico esta
completo para todas las enzimas consignadas.
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Fig. V. 1. A) Region de DNA que contiene el sistema genético microcina H47. Se muestran el mapa fisico y la extension del sistema antibiético. Los genes mch, con su
direccion de transcripcion, se representan abajo. Se sefiala con barra roja el segmento de DNA cuya secuencia mch se presenta en este trabajo y que contiene los genes mchE y
mchF. B: BamHI; E: EcoRlI; G: Bglll; H: Hindlll; P: Pstl; S: Sall. EI mapa de restriccion esta completo para estas enzimas, salvo para BamHI y EcoRI donde s6lo se indican
dos y cuatro sitios, respectivamente. B) ampliacion del segmento que contiene los genes mchE y mchF. Se muestra el mapa fisico y los genes, cuya extension y direccion de
transcripcion se representan abajo. Los sitios de corte para enzimas de restriccion se consignan igual que en A) y se afiaden C: Clal; Hp: Hpal y M: Smal. EI mapa fisico esta
completo para todas las enzimas consignadas. Arriba se consignan con lineas los segmentos de DNA secuenciados pertenecientes a insertos de varias construcciones

recombinantes. Con flechas se indican los segmentos mch secuenciados en plasmidos con inserciones Tnlac o TnphoA, utilizando iniciadores complementarios a un extremo
del transposon. En cada caso se dilucidd una secuencia mch de aproximadamente 300 nucledtidos.
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EcoRlI BamH1
GAATTCAGGTTGCATCCGTCTGAATGGAATGAAGATGGAAGGATCTGGATCCTGGATTTC

TGTTGTAAACCAGGCTTTGGTCGAAAAGTTATTGACTATCTCATACAGCTTCAGCCATGG
GGGGAAGGAGAAGTACGATGGTTAAGCAGGCGAAAGAAAATTGTGACATACATCCCTGAG
CGGCTGCATAAAACGTAGTACCTCTGAAGATACAGAGATAATTGTAAATTACGGGGTAAA
TGCATCGCTGATACTATTTTGACAGGACTCTGTATTTTCTGGCTTTGATTATAGCGTTTC

GGTTAATCAGTGAAGGTATTACAGGAAAAGTGTGAGTAAGAGGAGCTATTTTGTTTCGTC
MchE M F R
AGGATGCTTTAGAAAACAGAAAAATGAAGTGGCAGGGACGGGCAATATTACTTCCCGGAA
Q bA L ENIRIKMKMWQGRAILI LL PG
TACCACTATGGTTAATCATGCTGGGAAGCATTGTGTTTATTACGGCATTTCTGATGTTCA
I PLWUL I ML GS 1TV F 1 TATFULWME
Kpnl mchE54-phoA
TTATTGTTGGTACCTATAGCCGCCGTGTTAATGTCAGTGGTGAGGTCACAACCTGGCCAA
I 1 v 6 T YSRIRVNVSGEVTTWP
GAGCTGTCAATATATATTCAGGTGTACAGGGATTTGTTGTCAGGCAATTTGTTCATGAAG
R AV N T Y S GV QG F V VR QF V HE
BamHl1
GGCAGTTGATAAAAAAAGGGGATCCTGTTTATCTGATTGACATCAGTAAAAGTACACGTA
G Q L1 KK GDUWPV Y L 1T D1 S K S TR
Pvull
GTGGTATTGTCACTGATAATCATCGGCGGGATATAGAAAATCAGCTGGTTCGTGTGGACA
S 61 v T DNWHRRDTI ENIQULV R VD
ACATTATTTCCCGTCTGGAAGAAAGTAAAAAAATAACGTTAGATACCCTGGAAAAACAAC
N 1 I S R L EE S KK 11T T LDTULE K Q
mchE158-phoA mchE162-phoA
GTCTGCAATACACAGATGCGTTTCGTCGCTCATCAGATATTATACAGCGTGCAGAGGAAG
R L Q Y TDAFIRI RS S D1 1 Q R A EE
GGATAAAAATAATGAAAAACAATATGGAGAATTACAGAAACTATCAGGCAAAAGGGCTGA
G I K1 M K NNMENYIRNYQAIKGIL
MchE* Hpal
TTAATAAAGATCAGTTAACTAACCAGGTGGCATTATATTATCAGCAACAAAACAATCTTC
I NK D Q L T NQ V A LY Y Q Q Q N NL
Pstl
TCAGCCTGAGCGGACAGAACGAACAGAATGCCCTGCAGATAACCACTCTGGAGAGTCAGA
L S LS G QNZEIQNALOQTI TTLE S Q
Pstl
TTCAGACTCAGGCTGCAGATTTTGATAACCGTATCTACCAGATGGAACTGCAACGGTACG
Il Q T Q AADVFDNRTI Y QMETLQRY
Hpal mchE253-phoA
AGTTACAGAAAGAACTGGTTAACACTGATGTGGAGGGCGAAATTATTATCCGGGCGTTGA
E L Q K EL V NTDVETGTETT1T 1 R AL
CTGACGGGAAAGTTGACTCCCTGAGTGTCACTGTCGGGCAAATGGTCAATACCGGAGACA
T DG KV D SL SV TV G Q MV NTGD
EcoNl1/Pstl
GCCTTCTGCAGGTTATTCCTGAGAACATTGAAAACTATTATCTTATTCTCTGGGTCCCAA
s L LQV I PENIENYYLTI1LWVFP
ATGATGCTGTTCCTTATATTTCGGCTGGTGACAAAGTGAATATTCGTTATGAAGCCTTTC
ND AV PY Il S AGDI KVNITIRYEAF
mchE343-phoA
CGGCAGAAAAATTTGGGCAGTTCTCTGCTACGGTTAAAACTATATCCAGGACTCCTGCGT
P AEKFGQF S ATV KTI S RTPA
CAACACAGGAAATGTTGACCTATAAGGGTGCACCACAGAATACGCCGGGCGCCTCTGTTC
S T Q EMLTYKGAPUO QNTUPGAS SV
mchE367-l1acZz
CCTGGTATAAAGTCATTGCGATGCCTGAAAAGCAGATTATCAGATATGACGAAAAATACC
P WY KV 1 AMPEIKQTI1 I RY DE K'Y
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2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

TCCCTCTGGAAAATGGAATGAAAGCCGAAAGTACACTATTTCTGGAAAAAAGGCGTATTT
L P L ENGMMI KA ATESTULT FULEI KRR R'I
mchE407-l1acZ
ACCAGTGGATGCTTTCTCCTTTCTATGACATGAAACACAGTGCAACAGGACCGCTCAATG
Y Q wM™MUL S PFYDMIKHSATG P L N
MchF M
ACTAACGGGAGTTTCAGACAAATTATAAATCAGCTTGATATGCGCTGGCGACGTCGTGTT
D *
T NG S FRQII NQLDMRMWRIRRYV

CCGGTTATTCATCAGACGGAGACCGCTGAATGTGGACTGGCCTGCCTGGCAATGATATGC
PV I HQTETAIET CGLACLAWMIC
GGTCATTTTGGTAAGAATATTGACCTGATATCTCTTCGCCGGAAGTTTAATCTCTCGGCC
G HFGIKN1T1T DWL1T SL RURKFNUL S A

Pvull Smal
CGTGGAGCAAACCTTGCAGGAATCAATGGAATAGCGGAGCAGCTGGGGATGGTCACCCGG
R G ANLAGINGI A EQL G MV TR
GCTCTTTCACTGGAGCTGGATGAACTTGGTGCCCTCAAAATGCCGTGTATTCTCCACTGG
AL S L ELDELGALIKMMPT CI1I L HW
GATTTCAGTCACTTTGTCGTGCTGGTCAGCGTAAAGCGTAACCGTTATGTACTGCATGAT
DF S HFVV LV SV KRNI RY VL HD
CCGGCCAGAGGCAGAAGATATCTCGGTCGGGAGGAAATGAGCCGGTATTTTACGGGCATT
P AARGRWRYLGIREIEMSI RY FTGI

EcoRl
GCACTTGAGGTCTGGCCTGGAAGTGAATTCCTGGCGGAAACCCAGCAGATCCGCATAAGT
AL EVWPGSEFULAETW GQOQT R 1 S
CTCCGTTCACTGATTAACAGTATTTACGGTATTAAAAGAACACTGGCGAAAATTTTCTGT
L RS L I NS 1Y G I KRTULAIZKTI FOC
Pvull
CTGTCAGTTGTAATTGAAGCAATCAATCTGGTAATGCCGGTGGGGACTCAGCTGGTTATG
L S vvVv1 EAI NLVMPYV GTQUL VM
GATCATGCGATTCCGGCGGGGGACAGAGGGCTGCTGACGCTTATTTCTGCTGGCCTGATG
DHAI1 PAGUD RSGLULTULIDT S AGTUL WM
TTCTTTATATTGCTCAGGGCCGCGGTGAGTATGCTGCGTGCATGGTCCTCACTGGTTATG
FF 1 L LRAAVSMULIRAWSS L VWM
AGCACGCTCATCAATATACAGTGGCAGTCGGGTCTGTTTAACCATCTTCTCAGACTGCCG
s T L I N T Q WQQ S 6GL FNWHULULIRTLP
CTGGCGTTTTTTGAACGCCGTAAATTAGGTGATATCCAGTCGCGTTTTGGCTCCCTTGAC
L AF F ERIRIKWLGDT I Q SR F G S L D
ACTTTGAGGGCCACCTTTACCACCTGTGTGGTTGGGGCAATCATGGACAGTATTATGGTT
T L RATFTTT CVV GAI M DS 1T MV
GTGGGGGTTTTTGTGATGATGCTGTTATATGGAGGATATCTTACCTGGATAGTGCTCGGT
v 6 VF VMMIULIULYGGY L TW 1 V L G
TTTACCATGGTTTACGTTCTTATTCGTCTGGTGACATACGGCTATTACCGGCAAATATCG
F T MV Y V L1 RLV TY GY Y RQ I S
Smal/Aval
GAAGAAACTCTTGTCAGGGGGGCCCGGGCCAGCTCCTATTTTATGGAAAGCCTGTATGGT
E E T LV RGARASSY FMES LY G
BamH1
ATTGCCACGGTAAAAATCCAAGGTATGGCTGGGATCCGGGGAACACACTGGCTTAACCTG
Il ATV K1 Q GM A G I R G TH WL N L
Hpal
AAAATAGATGCGATCAATTCAGGTATTAAGTTAACCAAGATGGATTTGCTCTTCGGGGGG
K I b A1 NS G 1 KL TKMDTULULF G G
ATAAATACTTTTGTTGCCGCCTGTGATCAGGTGGCGATTTTATGGCTGGGTGCAAGCCTT
I NT FV AACDIOQVAI1 L WL G A S L
Clal
GTGATCGATAATCAGATGACAATAGGGATGTTTGTGGCATTTGGTTCTTTTCGTGGGCAG
v 1 D NOQMTINIT GMFV A F G S F R G Q
TTTTCGGATCGGGTTGCTTCGCTGACCAGTTTTCTTCTTCAACTGAGAATAATGAGTCTG
F S DbDRVASLTSU FULULOQLRTITIT M S L
CATAATGAGCGCATTGCAGATATTGCACTACATGAAAAGGAAGAAAAGAAACCGGAAATT
H NE R I A DI AL HEKETEK K P E I



3061 GAAATCGTTGCTGACATGAGCCCGGTTTCACTGGAAACCACTGATTTAAGCTACCGGTAT
E I VA DWMSUPV S LETTWDIUL S Y RY
3121 GACAGCCAGTCAGCACAGGTATTCAGTGGTCTGAATTTGTCTGTGGCTCCGGGAGAAAGT
DS Q S A QV F S GLNULSVAUPGTE S
3181 GTGGCTATAACTGGTGCCTCCGGTGCCGGAAAAACCACATTAATGAAAGTATTATGTGGA
v A1 T G A S GAGKTTULMIKV L CG
3241 CTGTTTGAACCAGATAGTGGAAAAGTACTGGTTAATGGCACGGATATACGTCAACTTGGA
L F EPDSG KV L VNGTU DI RQL G
3301 ATAAATAATTATCACCGTATGATAGCCTGTGTTATGCAGGACGACCGGCTATTTTCAGGA
I NNYHRMI ACVWMQDD RLF S G
3361 TCAATTCGTGAAAATATCTGTGGGTTTGCAGAAGAAACAGACGACGAATGGATGACAGAA
S 1 R EN 1 CGF AEETIDUIDEWMT E
3421 TGTGCCAGAGCAAGTCATATTCATGATGTGATAATGAAAATGCCAATGGGGTATGAAACG
C AARASUHI HDVI MKMPMGYET
3481 TTAATAGGTGAACTGGGGGAAGGTCTTTCCGGCGGTCAAAAACAGCGTATATTCATTGCC
L 1 G E L GEGULSGGQ K QR 1T F I A
3541 CGAGCTTTATACCGGAAACCTGGAATATTATTTATGGATGAGGCTACAAGTTCTCTTGAT
R ALY RKWPGI1 L FMDEA AT S S L D
Smal/Aval
3601 ACAGAAAGTGAACGTTTCGTGAATGCTGCCATAAAAAAAATGAATATCACCCGGGTGATT
T E S ERFVNAAI KK MNT1T TR VI
3661 ATTGCACACAGAGAAACTACGTTGAGAACTGTTGACAGGATTATTTCTATTTAAAATCCA
Il AHRETTULIRTVDRIT I S 1 *
3721 CTGGTGTAACTTTGTAAGGAGTTTTGTCGATGGGGGAGGTTAAGAAGGATATAAAAATAA

3781 CAGTGATTGCTTTTGTTATCAATTATCTGTTCTTTTATATTCCGGTGTCATTATATCTTA
3841 GTTATTACTATAGATATAATTTTTTTAATCTATATATGTTTTTTTATCACTTGTAGTTAC
3901 ATTTTTATCGTTGTGGTTAAACGTGAATTTTTACTTCTTCACAAATTTTATAGCGAAGGT

3961 GTTGAAATGAGAAAACTATCTGAAAATGAAATAAAACAAATATCTGGAGGTGACGGGAAT
Smal/Aval
4021 GACGGGCAGGCAGAATTAATTGCTATTGGTTCACTTGCAGGTACGTTTATTAGCCCGGGA

4081 TTTGGTTCTATTGCAGGGGCTTATATAGGTGATAAAGTACATTCATGGGCAACGACTGCG
BamHl1
4141 ACGGTTAGTCCCTCCATGTCTCCCTCAGGTATAGGATTATCATCCTAGTTTGGATCC

Fig. V. 2. Secuencia nucleotidica del fragmento EcoRI-BamHI de 4196 pb que contiene los genes mchE y
mchF. Abajo se consigna la secuencia aminoacidica deducida de MchE y MchF. Los nimeros a la izquierda se
refieren a las posiciones nucleotidicas. Las posibles secuencias Shine-Dalgarno se subrayan. Con “negrita” se
indican los codones de inicio de la traduccion y con asterisco los de terminacion. Con color rojo y azul se pinta
el nucledtido previo al sitio de unidn en las fusiones génicas con phoA y lacZ, respectivamente.
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tres dominios caracteristicos de una proteina ABC: el dominio proteolitico amino-terminal, la
region integral de membrana y el “cassette ABC”de union a ATP (ver més adelante). El analisis
de hidropaticidad muestra una amplia regién con segmentos fuertemente hidrofébicos y una
region final de perfil fundamentalmente neutro (Fig. V. 4). Los andlisis computacionales
sugieren la presencia de seis segmentos de transmembrana en la region hidrofdbica central. Estos
se localizarian entre los residuos: 1) 177 y 197, 2) 210y 230, 3) 235y 255, 4) 298 y 318, 5) 403
y 423 y 6) 427 y 461. Los cinco primeros corresponden a la prediccion segun el programa
TopPred 2 (Claros & Von Heijne, 1994) y el sexto fue agregado segun el analisis con el
programa TMpred (Hofmann & Stoffel, 1993). Considerando que los extremos de la proteina,
conteniendo las regiones proteolitica y cassette ABC, deben estar en el citoplasma (Higgins et
al., 1992; Havarstein et al., 1995), es necesario un nimero par de segmentos de transmembrana.
Los segmentos 1, 3 y 5 tendrian una orientacion fuertemente preferencial de citoplasma a
periplasma; el segmento 2 presentaria una orientacion preferencial contraria y, para el segmento
4, el mas hidrofobico, no se predice una preferencia de orientacion. Se requiriria entonces un
sexto segmento final para que el cassette ABC quede en el citoplasma. Asi se incluye el
propuesto por el programa TMpred, aun cuando éste le asigna un bajo nivel de significacion.

V. 2. Analisis comparativo de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas

Las secuencias aminoacidicas deducidas para MchE y MchF fueron comparadas contra
bancos de datos con el programa BLAST (Altschul et al., 1997).

En cuanto a la proteina MchE, se encontraron porcentajes de identidad superiores al 20%
con MFPs de varios sistemas exportadores ABC bacterianos, identidad que se extendio a lo largo
de casi la totalidad de la secuencia. En particular, la identidad fue muy alta con CvaA, segundo
componente del sistema exportador de la colicina V (98% de identidad, 99% de similitud), y con
MtfA, segundo componente del sistema exportador de la microcina 24 (71% de identidad, 86%
de similitud), (Gilson et al., 1990; Hwang et al., 1997; AC:U47048). MchE y CvaA tienen ambos
424 residuos. El alineamiento de sus secuencias aminoacidicas permitié comprobar una total
correlacion entre ambas proteinas a todo nivel, incluyendo el segmento hidrofébico N-terminal
de anclaje a membrana y el inicio interno de la traduccién para CvaA* con el propuesto para
MchE* (Fig. V. 5).

La secuencia de MchF mostré porcentajes de identidad superiores al 25% con diversas
proteinas transportadoras ABC pro y eucariotas, a lo largo de la mayor parte de su extension. La
identidad fue alta con CvaB, proteina ABC del sistema exportador de la colicina V (89% de
identidad, 93% de similitud), y con MtfB, proteina ABC del sistema exportador de la microcina
24 (75% de identidad, 88% de similitud) (Gilson et al., 1990; AC:U47048). MchF y CvaB tienen
la misma extension, 698 residuos, y su alineamiento permitio identificar en MchF un dominio
proteolitico N-terminal y el cassette ABC en la porcion C-terminal de la secuencia. Los residuos
centrales comprenderian la region integral de membrana (Fig. V. 6).

Teniendo en cuenta los altos porcentajes de identidad aminoacidica encontrados entre
MchEF y CvaAB, se procedié a comparar las secuencias nucleotidicas correspondientes.
Analizadas con el programa FASTA (Pearson & Lipman, 1988), estas secuencias presentaron
entre si un 92% de identidad, que se extendio desde el nucleétido 318 al 3715 de la secuencia
mch. Esta identidad abarca toda la secuencia codificante de los genes mchEF y cvaAB y cesa
abruptamente a un lado y a otro de la misma (Fig. V. 7). Las homologias cesaron, por el lado
izquierdo a 33 nucle6tidos del inicio de mchE y por el lado derecho a un nucle6tido después del
coddn de terminacion de mchF. Ademas, esta comparacion permitid identificar un posible codon
de inicio TTG para el gen mchE por analogia con el gen cvaA (Hwang et al., 1997).
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Fig. V. 3. Perfil de hidropaticidad de MchE. La secuencia fue analizada usando una ventana de nueve
residuos y un indice de hidropaticidad segln se describe en Kyte & Doolittle, 1982. La flecha indica el
inicio de MchE*. Las lineas en rojo y azul indican los sitios de union en las fusiones génicas con phoA 'y
lacZ, respectivamente.
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Fig. V. 4. Perfil de hidropaticidad de MchF. La secuencia fue analizada usando una ventana de nueve
residuos y un indice de hidropaticidad segln se describe en Kyte & Doolittle, 1982. La barra indica la
localizacion del “cassette ABC”.



Secuencia 1: MchE (424 residuos)
Secuencia 2: CvaA (424 residuos)

98% de identidad en 424 residuos solapados; Score:2120.0;frecuencia de gap:0.0%

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

MchE-ECOLI
CvaA-ECOLI

61
61

121
121

181
181

241
241

301
301

361
361

424
424

MchE51-PhoA
MFRQDALENRKMKWQGRAILLPGIPLWLIMLGSIVFITAFLMFIIVGTYSRRVNVSGEVT
MFRQDALENRKMKWQGRAILLPGIPLWLIMLGSIVFITAFLMFIIVGTYSRRVNVSGEVT

EAEAEXEAEXEAAXAXAAEAXAXAAXAXAAXAXAAXAAAXAXAAXAXAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAAdx

TWPRAVNI1YSGVQGFVVRQFVHEGQL IKKGDPVYLIDISKSTRSGIVTDNHRRD IENQLV
TWPRAVN1YSGVQGFVVRQFVHEGQL IKKGDPVYLIDISKSTRNG IVTDNHRRD IENQLV
R R e S e S e S e S e S S S S e S e S e S e S S S S S S e S S S e S e S e e e e o e o I S e e S e S e S e S o o
MchE155-PhoA EE—
RVDNI I1SRLEESKKITLDTLEKQRLQYTDAFRRSSD I 1QRAEEG IKIMKNNMENYRNYQA
RVDNI ISRLEESKKITLDTLEKQRLQYTDAFRRSSD I 1QRAEEGIKIMKNNMENYRYYQS
xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx **x
MchE159-PhoA
KGL INKDQLTNQVALYYQQQNNLLSLSGQONEQNALQITTLESQIQTQAADFDNRI'YQMEL
KGL INKDQLTNQVALYYQQQNNLLSLSGQNEQNALQITTLESQIQTQAADFDNRIYQMEL
e e e e e e S e e e e e e e e e e e e e e b e b e e e e b e e e e e e e e b e e e e
MchE250-PhoA
QRYELQKELVNTDVEGEI I IRALTDGKVDSLSVTVGQMVNTGDSLLQVIPENIENYYLIL
QRLELQKELVNTDVEGE I I IRALSDGKVDSLSVTVGQMVYNTGDSLLQVIPENIENYYLIL
R e S S e e e e P S S e B e R R e e e R B R e b e R e e e S B e
MchE340-PhoA
WVPNDAVPY I SAGDKVN IRYEAFPAEKFGQFSATVKT I SRTPASTQEMLTYKGAPQNTPG
WVPNDAVPY I SAGDKVNIRYEAFPSEKFGQFSATVKT I SRTPASTQEMLTYKGAPQNTPG
o e e e e e e e e e e e e e e b IR e e e e e e e e e
MchE364-LacZ MchE404-LacZ

ASVPWYKVIAMPEKQI IRYDEKYLPLENGMKAESTLFLEKRR1YQWMLSPFYDMKHSATG
ASVPWYKVIATPEKQI IRYDEKYLPLENGMKAESTLFLEKRR1YQWMLSPFYDMKHSATG

EEAEXEAXEAXAEAEA AEAAXEAAXAXAXAAXAXAAXXAAXXAAXAXAAXAXAAXAXAAXAAXAXAAAXAAAXAAAXAAXAAd%

PLND
PIND

* k%

Fig. V. 5. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas de MchE y CvaA con el programa SIM, segln
el algoritmo descrito por Huang & Miller, 1991. Matriz de comparacién: BLOSUM62, “gap open penalty” 12 y
“gap extention penalty” 4. Los nimeros a la izquierda se refieren a las posiciones aminoacidicas. Con asteriscos se
indican los residuos idénticos, con azul las sustituciones conservadas y con rojo las sustituciones no conservadas.
Se pinta en amarillo el posible segmento de transmembrana y se indica con una flecha y en negrita el residuo
metionina, inicio de MchE* y de CvaA*. Con una linea vertical se indica el sitio de union en las fusiones génicas,
nombrando encima la proteina fusion resultante.



Secuencia 1: MchF-ECOLI (698 residuos)
Secuencia 2: CVAB-ECOLI (698 residuos)

89% de identidad en 698 residuos solapados; Score: 2120.0;frecuencia de gap:0.0%

MchF-ECOLI
CvaB-ECOLI

MTNGSFRQI INQLDMRWRRRVPVIHQTETAECGLACLAMICGHFGKNIDL I SLRRKFNLS
MTNRNFRQI INLLDLRWQRRVPVIHQTETAECGLACLAMICGHFGKN IDL1YLRRKFNLS

3 *hkkAhkxk Kk Kk

R

MchF-ECOLI 61 ARGANLAGINGIAEQLGMVTRALSLELDELGALKMPCILHWDFSHFVVLVSVKRNRYVLH
CVAB-ECOLI 61 ARGATLAGINGIAEQLGMATRALSLELDELRVLKTPCILHWDFSHFVVLVSVKRNRYVLH
*x

*hx K

MchF-ECOLI 121 DPARGRRYLGREEMSRYFTGIALEVWPGSEFLAETQQIRISLRSLINSIYGIKRTLAKIF
CVAB-ECOLI 121 DPARGIRY ISREEMSRYFTGVALEVWPGSEFQSETLQTRISLRSLINSIYGIKRTLAKIF
**x X

*khkkhkkkhk Kk *xXx

MchF-ECOLI 181 CLSVVIEAINLVMPVGTQLVMDHAIPAGDRGLLTL ISAGLMFFILLRAAVSMLRAWSSLV
CVAB-ECOLI 181 CLSVVIEAINLLMPVGTQLVMDHAIPAGDRGLLTL ISAALMFFILLKAATSTLRAWSSLYV

aaaaa Kk hkk *x K* KhkkAhkkkAk

MchF-ECOLI 241 MSTLINIQWQSGLFNHLLRLPLAFFERRKLGDIQSRFGSLDTLRATFTTCVVGAIMDSIM
CVAB-ECOLI 241 MSTLINVQWQSGLFDHLLRLPLAFFERRKLGDIQSRFDSLDTLRATFTTSVIGFIMDSIM

nnnnnnn * Kk KXk Akk

MchF-ECOLI 301 VVGVFVMMLLYGGYLTWIVLGFTMVYVLIRLVTYGYYRQISEETLVRGARASSYFMESLY
CVAB-ECOLI 301 VVGVCVMMLLYGGYLTWIVLCFTTIYIFIRLVTYGNYRQISEECLVREARAASYFMETLY

nnnnnnnnn *% * *hKh Akk KAhAkkAk Kk

MchF-ECOLI 361 GIATVKIQGMAGIRGTHWLNLKIDAINSGIKLTKMDLLFGGINTFVAACDQVAILWLGAS
CVAB-ECOLI 361 GIATVKIQGMVGIRGAHWLNMKIDAINSGIKLTRMDLLFGGINTFVTACDQIVILWLGAG

* kXX

MchF-ECOLI 421 LVIDNQMT IGMFVAFGSFRGQFSDRVASLTSFLLQLRIMSLHNER IADIALHEKEEKKPE
CVAB-ECOLI 421 LVIDNQMT IGMFVAFSSFRGQFSERVASLTSFLLQLRIMSLHNERIAD IALHEKEEKKPE

nnnnnnn * kX kX *

MchF-ECOLI 481 1EIVADMSPVSLETTDLSYRYDSQSAQVFSGLNLSVAPGESVAITGASGAGKTTLMKVLC
CVAB-ECOLI 481 1EIVADMGPISLETNGLSYRYDSQSAP IFSALSLSVAPGESVAITGASGAGKTTLMKVLC

*Ahkhkkkikkkh K Fhik  KEAIxA LA AAk **x *

MchF-ECOLI 541 GLFEPDSGKVLVNGTDIRQLGINNYHRMIACVMQDDRLFSGSIRENICGFAEETDDEWMT
CVAB-ECOLI 541 GLFEPDSGRVLINGIDIRQIGINNYHRMIACVMQDDRLFSGSIRENICGFAEEMDEEWMV

*AhIrkkikkkhX *Kk F*hk FhIAk FhEAXxkAkik * K**k

MchF-ECOLI 601 ECARASHIHDVIMKMPMGYETL IGELGEGLSGGQKQRIFIARALYRKPGILFMDEATSSL
CVAB-ECOLI 601 ECARASHIHDVIMNMPMGYETL IGELGEGLSGGQKQRIFIARALYRKPGILFMDEATSAL
* *

MchF-ECOLI 661 DTESERFVNAAIKKMNITRVIIAHRETTLRTVDRIISI
CVAB-ECOLI 661 DSESEHFVNVAIKNMNITRVIIAHRETTLRTVDRVISI

* *hkhk Kdkxk Khk k3

Fig. V. 6. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas de MchF y CvaB con el programa SIM,
segun el algoritmo descrito por Huang & Miller, 1991. Matriz de comparaciéon: BLOSUMG62, “gap open
penalty” 12 y “gap extention penalty” 4. Los numeros a la izquierda se refieren a las posiciones
aminoacidicas. Con asteriscos se indican los residuos idénticos, con azul las sustituciones conservadas y con
rojo las sustituciones no conservadas. Se pintan en amarillo los posibles segmentos de transmembrana. Se
subraya la region que comprende el “cassette ABC” y dentro de ésta, se indican con negrita aquellos
residuos que conforman los sitios de Walker.



92% de identidad en 3401 nt de solapamiento (318-3715:182-3583)

300 310 320 330 340 350
mchEF TTTCGGTTAATCAGTGAAGGTATTACAGGAAAAGTGTGAGTAAG——AGGAGCTAT——TTT

cvaAB TATTTTCCATCATTAATCCAGATAAACAACAAACTAATAGTATGCAAGGAGACATTATTT
170 180 190 200 210 220

360 370 380 390 400 410
mchEF GTTTCGTCAGGATGCTTTAGAAAACAGAAAAATGAAGTGGCAGGGACGGGCAATATTACT

cvaAB GTTTCGCCATGATGCTTTAGAAAACAGAAAAATGAAGTGGCAGGGACGGGCAATATTACT
230 240 250 260 270 280

420 430 440 450 460 470
mchEF  TCCCGGAATACCACTATGGTTAATCATGCTGGGAAGCATTGTGTTTATTACGGCATTTCT

cvaAB TCCCGGAATACCACTGTGGTTAATCATGCTGGGAAGCATTGTGTTTATTACGGCATTTCT
290 300 310 320 330 340

480 490 500 510 520 530
mchEF  GATGTTCATTATTGTTGGTACCTATAGCCGCCGTGTTAATGTCAGTGGTGAGGTCACAAC

cvaAB GATGTTCATTATTGTTGGTACCTATAGCCGCCGTGTTAATGTCAGTGGTGAGGTCACAAC
350 360 370 380 390 400

3540 3550 3560 3570 3580 3590
mchEF TCATTGCCCGAGCTTTATACCGGAAACCTGGAATATTATTTATGGATGAGGCTACAAGTT

cvaAB TTATTGCACGAGCCTTATACCGGAAACCAGGAATATTATTTATGGATGAGGCAACCAGTG
3410 3420 3430 3440 3450 3460

3600 3610 3620 3630 3640 3650
mchEF  CTCTTGATACAGAAAGTGAACGTTTCGTGAATGCTGCCATAAAAAAAATGAATATCACCC

cvaAB CTCTTGATTCAGAGAGTGAACATTTCGTGAATGTTGCCATAAAAAACATGAATATCACCA
3470 3480 3490 3500 3510 3520

3660 3670 3680 3690 3700 3710
mchEF GGGTGATTATTGCACACAGAGAAACTACGTTGAGAACTGTTGACAGGATTATTTCTATTT

cvaAB GGGTAATTATTGCACACAGAGAAACAACGTTGAGAACTGTTGATAGAGTTATTTCTATTT
3530 3540 3550 3560 3570 3580

3720 3730 3740 3750 3760 3770
mchEF  AAAATCCACTGGTGTAACTTTGTAAGGAGTTTTGTCGATGGGGGAGGTTAAGAAGGATAT

cvaAB AAACCATAGAGGAATTACAAGCGTATGAGGAATATTTCTTCCTGTTATAATTCCTCGTTA
3590 3600 3610 3620 3630 3640

Fig. V. 7. Comparacién de las secuencias nucleotidicas de mchEF y cvaAB analizadas con el programa
FASTA (Pearson & Lipman, 1988). La secuencia cvaAB procede del “EMBL nucleotide sequence
database library” N° X57524. Los nimeros se refieren a las posiciones nucleotidicas. En rojo se indican el
codon de inicio de mchE y cvaA y el de terminacidn de mchF y cvaB. Sélo se muestra el alineamiento en
el comienzo y en el final de las secuencias comparadas. La porcion central se representa por puntos. Los
dos puntos verticales indican los nucledtidos idénticos.



A

25.6% de

ORF48

IMMV_ECOLI

B

41.4% de
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Fig. V. 8. Comparacion de la secuencia aminoacidica deducida de dos ORFs encontrados en la region posterior a
mchF. A. Alineamiento del ORF48 con la proteina de inmunidad a ColV (IMMV_ECOLLI). B. Alineamiento del
ORF73 con la proteina de actividad ColV (CEAV_ECOLI). Los nimeros se refieren a las posiciones
aminoacidicas. Con dos puntos se indican los residuos idénticos, con un punto las sustituciones conservadas y con
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10 20 30 40 50 60
MRKLSENE 1KQ 1 SGGDGNDGQAEL IAIGSLAGTFISPGFGSIAGAY IGDKVHSWATTATV

10 20 30 40 50

NPAMSPSGLG
60

guiones los “gaps” introducidos para permitir la alineacion.
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Considerando que los genes cvaAB estan regulados transcripcionalmente por la disponibilidad
de hierro y presentan una “caja Fur” 320 nucle6tidos por delante de cvaA (Boyer & Tai, 1998),
se buscd una secuencia de este tipo por delante de mchE. No se encontrd ninguna similitud con la
secuencia consenso de una “caja Fur”.

Se buscaron homologias de secuencia de las regiones de DNA que flanquean el bloque
mchEF, comparandolas contra bancos de datos (Pearson & Lipman, 1988). Por el lado izquierdo,
se compararon los 151 nucledtidos correspondientes a la region intergénica entre mchE y mchD
(nuestros resultados no publicados) y no se encontraron homologias importantes ni
significativas. Por el lado derecho, se compararon los 483 nucledtidos posteriores al codon de
terminacion de mchF, obteniéndose un 53% de identidad con la secuencia nucleotidica de cvi y
cvaC, genes de inmunidad y actividad de la colicina V, respectivamente. De izquierda a derecha,
primero ocurre la homologia con el gen de inmunidad cvi y después con el gen de actividad
cvaC. Especificamente, esta homologia comienza 49 nucleétidos después del fin de mchF y cesa
22 nucleotidos antes del final de la secuencia analizada (datos no mostrados). En esta region, en
la direccién de izquierda a derecha (la indicada por las homologias nucleotidicas), se
identificaron dos marcos abiertos de lectura: de los nucleoétidos 3750 a 3894 (48 codones) y 3967
a 4186 (73 codones), que se denominaron ORF48 y ORF73. Ambos ORFs presentan secuencias
de tipo Shine-Dalgarno a una distancia adecuada del codén de inicio. El ORF48 se comparé con
la proteina de inmunidad a la colicina V (IMMV_ECOLI), de 78 residuos, obteniéndose un
25,6% de identidad en 43 aa de solapamiento y el ORF73 con la proteina de actividad colicina V
(CEAV_ECOLI), de 103 residuos, con la que compartio un 41,4% de identidad en un tramo de
70 residuos (Fig. V. 8).

V. 3. Analisis de complementacion heterologa entre los sistemas exportadores de MccH47
y ColV.

Teniendo en cuenta las grandes homologias, tanto de secuencia nucleotidica como
aminoacidica entre los sistemas exportadores de MccH47 y ColV, se procedid a realizar un
analisis de complementacion heteréloga para la funcion de secrecion del antibidtico MccH47.

Para llevar a cabo este procedimiento se clonaron los determinantes genéticos del sistema
ColV en un plasmido multicopia. En el laboratorio se disponia de la estirpe PAP222, portadora
del plasmido natural pColVV-K270 que contiene el sistema ColV completo (Fig. I. 5, Tabla IV. 1).
Esta estirpe es productora de colicina V e inmune a este antibidtico. Se purifico el DNA
plasmidico pColV-K270, se digirié conjuntamente con las enzimas Hindlll y Bglll y la mezcla
de digestion se ligo con el vector pUC13 digerido con Hindlll y BamHI. La mezcla de ligacion se
utilizé para transformar la estirpe RYC1000 y los transformantes se seleccionaron en placas de
LBAp. Para detectar aquellos clones que fueran productores de colicina V, sobre las placas con
los transformantes ya crecidos, se sembré con agar blando un tapiz de RYC1000 (pUC13), una
estirpe sensible a ColV y resistente a ampicilina. De esta forma, los clones transformantes que
generaron halos de inhibicion del crecimiento sobre el tapiz, fueron aquellos que albergaban
plasmidos recombinantes portadores del sistema genético ColV completo. Se procedié a la
purificacion y al anélisis fisiolégico de este tipo de clones, realizando con ellos una prueba de
produccion de colicina V (ver materiales y métodos). Los clones en estudio generaron halos de
inhibicién del crecimiento de 14 a 18 mm sobre las estirpes RYC1000 (pACYC184) y RYC1000
(PEX100), sensible e inmune a MccH47, respectivamente, y ambas sensibles a ColV.
Paralelamente, se ensayaron sobre un tapiz de PAP222 (ColV inmune, MccH47 sensible) sobre
el que no produjeron halos, confirmandose asi que las actividades detectadas correspondian a la
produccion especifica de colicina V. Posteriormente, se extrajo el DNA plasmidico de uno de
estos clones y se analizo fisicamente,
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comprobandose que tenia la estructura buscada. Este plasmido fue denominado pUY270 y
contiene el sistema genético ColV completo clonado en el vector pUC13.

El plasmido pUY270 se utilizé para transformar un conjunto de cepas portadoras del
sistema MccH47 completo con mutaciones en mchE o mchF. En todos los casos las mutaciones
en estos genes eran por insercion de elementos transponibles. Estas cepas son capaces de
producir antibidtico maduro pero no pueden secretarlo al estar mutado alguno de los genes que
conforman la maquinaria de exportacion. Por lo tanto, ninguna de ellas es capaz de generar halos
de inhibicion del crecimiento sobre un tapiz de una estirpe sensible a MccH47. Todos los
mutantes fueron derivados de RYC1000, portadores de los siguientes plasmidos:
pEX100::Mudl1681 30.9 y pEX100::Mudl1681 40.1, con mchF mutado y pEX100::Mudl1681
30.4, pEX100::MudI1681 30.5, pEX100::Mudl1681 80.9 y pEX100::Tnlac 7.1, con mchE
mutado (Tabla IV. 1). Los transformantes fueron seleccionados en placas de LBCmAp que
fueron incubadas a 30° C durante 24 hs. Se afiadié cloranfenicol para asegurar el mantenimiento
del plasmido residente mutado y la mitad de dosis de ampicilina para seleccionar aquellos clones
que habian incorporado pUY270. Se debid trabajar con una dosis reducida de ampicilina ya que
la viabilidad de los clones era baja y con una dosis normal no crecian transformantes.

Se preveia que los clones transformantes obtenidos producirian MccH47 madura
intracelular y s6lo podrian exportarla al medio exterior si el sistema transportador ABC de la
colicina V fuera capaz de reconocer la MccH47 y de secretarla, o sea, si se producia una
complementacidn heterdloga para la funcion de secrecion de este antibidtico. Se ensay6 entonces
la capacidad de estos clones de producir halos de inhibicién del crecimiento por produccion de
MccHA47. Considerando que todos ellos eran también productores de ColV, la prueba de
produccion se realizé sobre un tapiz de PAP222, estirpe inmune a ColV. Todos los clones
ensayados produjeron halos de inhibicidn del crecimiento de unos 10 a 17 mm de diametro,
siendo su tamafio inferior al del halo producido por la estirpe control RYC1000 (pEX100), que
tuvo un diametro de 17 mm. La picada control de la estirpe RYC1000 (pUY270) no dio lugar a
halo (Fig. V. 9A). Paralelamente, se hicieron picadas sobre un tapiz de una cepa inmune a
MccH47, RYC1000 (pEX100), para comprobar que estos clones conservaban la capacidad de
producir y secretar colicina V. Todos ellos produjeron halos de unos 17 a 20 mm de didmetro,
RYC1000 (pUY270) de 22 mm y RYC1000 (pEX100) no produjo halo (Fig. V. 9B). Por ultimo,
se realizd una prueba sobre un tapiz de una estirpe sensible a ambos antibidticos, RYC1000
(pPACYC184), condiciones en las que los halos serian el resultado del efecto acumulado de
ambas actividades antibioticas. Los clones experimentales produjeron halos de 13 a 17 mm de
diametro, RYC1000 (pEX100) un halo de 19 mmy RYC1000 (pUY270) de 16 mm (Fig. V. 9C).

V. 4. Fusiones génicas con mchE

Para obtener las fusiones génicas con mchE se construyo el plasmido pMVD14, derivado
del vector pACYC184 con el gen mchE clonado (Fig. V. 10). Se disponia en el laboratorio del
plasmido pUY14, derivado de pUC13 con el inserto EcoRI-EcoRI de 2064 pb que contiene
mchE completo, la porcion final de mchD y el segmento inicial de mchF (Gaggero et al., 1993),
(Fig. V. 10). Por su elevado numero de copias, pUY14 resultaba inadecuado para la obtencion
de fusiones génicas, por lo que se procedié a clonar su inserto en el vector de nimero intermedio
de copias pACYC184. El plasmido pUY14 y el vector pACYC184 se digirieron con la enzima
de restriccion EcoRl, la mezcla de digestion se ligo y se utilizé para transformar la estirpe
CC118. Los clones transformantes se seleccionaron en placas de LBTc y aquellos que eran
recombinantes se detectaron luego por su incapacidad de crecer en presencia de cloranfenicol
(inactivacion insercional). Posteriormente, se realizd el analisis fisico de los plasmidos de
algunos clones Tc® Cm® con la enzima EcoRI y se encontré uno de ellos con la estructura
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deseada. Se determind la orientacion del inserto dentro del vector por medio de una digestion
BamHI, comprobandose que mchE tenia la misma direccion de transcripcion que el gen
interrumpido de resistencia al cloranfenicol. Para corroborar la expresion de mchE en la nueva
construccidn, se transformé con este plasmido la cepa RYC1000 (pEX4::Tn5 49), portadora de
todo el sistema antibi6tico con una mutacién en mchE. Se seleccionaron los transformantes en
placas de LBTcAp y luego se los probo para la produccién de MccH47 (ver materiales y
métodos). Los clones en estudio generaron halos de inhibicion del crecimiento sobre el tapiz de
una estirpe sensible al antibidtico. Por lo tanto, en estos transformantes ocurrié una
complementacion para la secrecién de MccH47, comprobandose la expresion de mchE en el
plasmido recombinante construido, que fue denominado pMVD14 (Fig. V. 10). La estirpe
CC118 (pMVD14) resulto tener un crecimiento inestable con abundantes sobrecrecimientos
cuando fue cultivada a 37° C. Por ello, se cultivo a 30° C en todos los experimentos, temperatura
en la cual mostro un crecimiento pobre pero estable.

Para obtener fusiones génicas de mchE con los genes reporteros phoA y lacZ, la estirpe
CC118 (pMVD14) se mutageniz6 con los transposones TnphoA y Tnlac, respectivamente. De
esta forma, se busco obtener informacion complementaria sobre la localizacion subcelular de los
productos del gen mchE, o sea, de MchE y MchE*. Se esperaba obtener fusiones génicas activas
de mchE con phoA, puesto que MchE contiene una sefial de exportacion, y de mchE* con lacZ,
puesto que MchE*, al carecer de una sefial de exportacion, se localizaria en el citoplasma.

V. 4. 1. Fusiones génicas mchE-phoA

La cepa CC118 (pMVD14) fue mutagenizada con el transposén TnphoA por medio de
una infeccion con el fago ATnphoA, segun se describid en la seccién 1V. 6. 1. La multiplicidad
de infeccion (m.o.i.) fue de 1,33, ya que el niimero de fagos empleado fue de 4 x 10'° ufp/mly la
cantidad de células iniciales fue de 3,0 x 10™ ufc/ml. Luego de la expresion fenotipica, se
plaquearon alicuotas del control bacteria y de un par de tubos experimentales en LBTc para
evaluar la viabilidad de las células después del tratamiento mutagénico. En el control bacteria
habia 2,7 x 10® ufc/ml, mientras que en las mezclas experimentales habia 3,2 x 10° ufc/ml, con lo
que la viabilidad fue de 8,0 x 10™. Paralelamente, se plaquearon alicuotas de los seis tubos
experimentales y del tubo control en LBTcKmXP. Crecieron abundantes clones en cada placa
experimental, la mayoria blancos y alrededor de una decena de color azul intenso. Se purificaron
todas las colonias azules de cada placa experimental en el mismo medio en que habian sido
seleccionadas. Para distinguir entre inserciones en el cromosoma e inserciones en el plasmido, se
extrajo el DNA plasmidico de 16 clones azules y se utiliz6 para transformar la estirpe CC118.
Los transformantes se seleccionaron en LBTcKmXP. En tres transformaciones no crecieron
colonias, indicando que el plasmido introducido era pMVD14 y que los clones mutantes
correspondientes tenian una insercion del TnphoA en el cromosoma. En los trece casos restantes
hubo abundante cantidad de colonias transformantes azules (PhoA™) y algunas blancas (PhoA"),
indicando que la insercion TnphoA habia ocurrido en el plasmido pMVD14. Se purificaron
clones transformantes azules de cada experimento y se analizé fisicamente su DNA plasmidico
con la enzima de restriccion EcoRlI, basandose en los mapas fisicos de ThphoAy pMVD14 (Figs.
IV. 1y V. 10). Todas las inserciones se localizaron en el inserto de pMVD14. Se continud
trabajando con seis de estos plasmidos mutantes, en los que las inserciones se distribuian a lo
largo de mchE. Estas inserciones se situaron, a nivel de secuencia nucleotidica, dentro del gen
mchE, confirmandose que se trataba de fusiones génicas mchE-phoA por coincidir los marcos de
lectura de ambos genes. Las fusiones se denominaron segun el codén de mchE involucrado en la
fusion: mchE51-phoA, mchE155-phoA (dos fusiones iguales), mchE159-phoA, mchE250-phoAy
mchE340-phoA (Figs. V. 2 y V. 10). Cada una de ellas debe dar lugar a una proteina hibrida
formada por la porcion amino de MchE unida a la fosfatasa alcalina carente de su péptido sefial.
Las proteinas hibridas se denominaron de igual manera que sus correspondientes fusiones
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génicas (Fig. V. 5). Para corroborar que las fusiones génicas dan lugar a un fenotipo deficitario
MchE, los seis plasmidos pMVD14::TnphoA se utilizaron para transformar la cepa RYC1000
(PEX4::Tn5 49), seleccionandose los transformantes en placas de LBTcKmAp. Los clones
transformantes se ensayaron para la produccion de MccH47 y ninguno de ellos produjo halos de
inhibicion del crecimiento sobre un tapiz de células sensibles a este antibiotico.

Se procedio a la determinacion de las actividades fosfatasa alcalina de cultivos de las
cinco cepas CC118 (pMVD14::TnphoA) portadoras de distintas fusiones, segun se describe en la
seccion 1V. 7. Las determinaciones se realizaron en cultivos en fase logaritmica (DOggo 0,3-0,4)
y en fase estacionaria (DOgo 2,2-2,7). La actividad fosfatasa alcalina de los cultivos en fase
logaritmica fue baja mientras que en fase estacionaria la actividad enzimatica se incrementd
cuatro a siete veces dependiendo de la fusion (Tabla V. 1).

TablaV.1
Actividad fosfatasa alcalina en las cepas con fusiones mchE-phoA

Fusiones génicas Unidades actividad fosfatasa alcalina
F.L.* F.E* F.E./F.L*
mchE51-phoA 131,1 504,4 3,85
mchE155-phoA 49,3 355,3 7,21
mchE159-phoA 59,2 324,1 5,47
mchE250-phoA 46,1 298,8 6,48
mchE340-phoA 28,1 164,2 5,84

* F.L.: fase logaritimica; F.E.: fase estacionaria

V. 4. 2. Fusiones génicas mchE-lacZ

La estirpe CC170, portadora de una insercion Tnlac en su cromosoma, fue transformada
con el plasmido pMVD14 segun se describid en la seccion 1V. 6. 2. En cada uno de los cinco
experimentos de transformacion se obtuvo abundante nimero de colonias, la mayoria blancas y
aproximadamente una decena de color azul intenso. Se purificaron todas las colonias azules en el
mismo medio en que habian sido seleccionadas. Para distinguir entre inserciones en el
cromosoma e inserciones en el plasmido, se extrajo el DNA plasmidico de 29 clones azules y se
utilizé para transformar la estirpe CC118. Los transformantes se seleccionaron en LBTcKmXP.
En 17 transformaciones no crecieron colonias, indicando que el plasmido introducido era
pMVD14 y que los clones mutantes correspondientes tenian una insercion del Tnlac en el
cromosoma. En las 12 transformaciones restantes crecieron colonias: en tres casos s6lo unas
pocas colonias blancas, en cuatro casos s6lo unas pocas azules y en las cinco transformaciones
restantes abundante cantidad de colonias azules. Se purifico un clon de cada una de las nueve
transformaciones en las que crecieron colonias azules y se analizd fisicamente su DNA
plasmidico con las enzimas de restriccion EcoRI y Smal, basandose en los mapas fisicos de
Tnlac y pMVD14 (Figs. IV. 2y V. 10). Cinco inserciones se localizaron en el DNA vector y las
cuatro restantes en el inserto de pMVD14. Se continud trabajando con los ultimos cuatro
plasmidos, precisandose la localizacion de sus inserciones por secuenciacion del DNA. Las
cuatro inserciones se situaron dentro del gen mchE, pero solo para dos de ellas se confimo que se
trataba de fusiones génicas mchE-lacZ por coincidir los marcos de lectura de ambos genes. Las
fusiones se denominaron segun el codon de mchE involucrado en la fusion: mchE364-lacZ y
mchE404-lacZ (Figs. V. 2 y V. 10). Cada una de ellas debe dar lugar a una proteina hibrida
formada por la porcion amino de MchE/MchE* unida a la B-galactosidasa. Las proteinas
hibridas se denominaron de igual manera que sus correspondientes fusiones génicas (Fig. V. 5).
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Para corroborar que las inserciones Tnlac dan lugar a un fenotipo deficitario MchE, cada
plasmido portador de una fusién génica se utiliz6 para transformar la cepa RYC1000
(PEX4::Tn5 49), seleccionandose los transformantes en placas de LBTcKmAp. Los clones
transformantes se ensayaron para la produccion de MccH47 y ninguno de ellos produjo halos de
inhibicion del crecimiento sobre un tapiz de células sensibles a este antibiotico.

Se procedid a la determinacion de las actividades B-galactosidasa de cultivos de las dos
cepas CC118 (pMVD14::Tnlac) portadoras de fusiones y también de las otras dos cepas en las
que las inserciones Tnlac no generaron fusiones (E1-3 y E3-5), segun se describe en la seccion
IV. 7. Las determinaciones se realizaron en cultivos en fase logaritmica (DOggo 0,35-0,45) y en
fase estacionaria (DOgoo 2,80-2,90). La actividad p-galactosidasa de los mutantes con fusiones
fue aproximadamente el doble en fase estacionaria que en fase logaritmica, siendo siempre
superior a los niveles de actividad en los mutantes no portadores de fusiones (Tabla V. 2).

En busca de nuevos mutantes portadores de fusiones activas mchE-lacz, se realizé una
nueva mutagénesis en las mismas condiciones que la anterior. En particular, se procuraba aislar
mutantes con sitios de insercién del transposon mas proximos al inicio de mchE* y que
exhibieran actividad B-galactosidasa. Los plasmidos de los mutantes asi obtenidos fueron
analizados fisicamente, comprobandose en todos ellos que los sitios de fusion volvian a ocurrir
en la regién final de mchE/mchE*, por lo que no se continud su estudio.

Tabla V. 2.
Actividad B-galactosidasa en las cepas con inserciones Tnlac en mchE
Fusiones/estirpes Unidades actividad -galactosidasa
F.L * FE. * F.E/F.L>*

mchE364-lacZ 345,1 611,3 2,15
mchE404-lacZ 356,4 765,8 1,77

E1-3 32,0 17,0 0,53

E3-5 108,9 43,3 0,40

* F.L.: fase logaritimica; F.E.: fase estacionaria

En la regién de mchE se habia aislado previamente una insercion Tnlac que conferia
actividad p-galactosidasa a las células y que se presumid originaba una fusién génica
mchE-lacZ. Por andlisis de restriccion, se habia determinado que la supuesta fusion génica se leia
de derecha a izquierda, o sea, en la direccion contraria a la hallada en este trabajo para mchE
(Gaggero et al., 1993). Esta insercion habia sido obtenida sobre el plasmido pEX100, portador
del sistema MccH47 entero, y el plasmido mutante fue designado pEX100::Tnlac 7.1. El sitio de
insercion del Tnlac en este plasmido fue ahora localizado por secuenciacion entre los
nucleétidos 1253 y 1254 de la region secuenciada, dentro del ORF para mchE y con la secuencia
lacZ en direccion contraria a este gen. En el marco de lectura en que esta insercion podria haber
dado lugar a una fusion génica no se encontrd ningun ORF. La estirpe CC118 (pEX100::Tnlac
7.1) presentd una actividad pB-galactosidasa de 81,0 y 126,4 unidades en fases logaritmica y
estacionaria, respectivamente.
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VI. DISCUSION

En este trabajo se estudid el sistema de exportacion al medio extracelular del antibiotico
MccH47, comprobandose que se trata de un sistema transportador ABC. Se identificaron dos
genes mchF y mchE, cuyos productos constituyen la proteina exportadora ABC y el segundo
componente de tipo MFP, respectivamente. Se pudo confirmar que las proteinas MchF y MchE
constituyen los elementos de un sistema transportador ABC por: 1) el analisis de las secuencias
nucleotidicas de sus genes y de las secuencias aminoacidicas deducidas y 2) la
complementacion heter6loga con el sistema transportador ABC de la colicina V.

En estudios anteriores se habia asignado una direccion de lectura para los genes mchE y
mchF de derecha a izquierda, en base al andlisis de fusiones transcripcionales con Mudl1681 y
de una supuesta fusion génica producida por la insercion 7.1 del Tnlac en mchE. Esta ultima
mutacion daba lugar a actividad B-galactosidasa, confiriendo color azul a las colonias en
presencia de X-gal, de lo que se dedujo que originaba una fusion génica mchE-lacZ (Gaggero
et al., 1993). En este trabajo se confirmd que estos genes se expresan en la direccion contraria,
0 sea, de izquierda a derecha. Para esclarecer esta aparente contradiccion, se mape0 la
insercién 7.1 por secuenciacion nucleotidica, comprobandose que se encuentra en mchE, que la
direccion de lectura de lacZ es, en efecto, de derecha a izquierda, pero que lacZ no esta en
fase con ningln posible ORF, por lo que la insercion no generd una fusion génica. Sin
embargo, el nivel de actividad B-galactosidasa en el correspondiente mutante no es bajo,
alrededor de unas 100 unidades Miller. En otros mutantes con inserciones Tnlac que no
originaron fusiones génicas se alcanzaron niveles semejantes de actividad enzimética (Tabla V.
2), por lo que consideramos que este alto nivel de base debe corresponder al contexto
multicopia en que se encuentran las inserciones, posible amplificador de expresiones
aberrantes.

Los genes mchE y mchF se transcriben entonces con igual direccion, de izquierda a
derecha, presentando un pequefio solapamiento entre ellos y, seguramente, integrando un
operdn. Su direccion de lectura coincide también con la de los genes precedentes del sistema
-mchC y mchD- por lo que eventualmente podrian conformar con ellos una unidad
transcripcional.

VI. 1. MchF es la proteina exportadora del sistema transportador ABC de la MccH47

La secuencia aminoacidica deducida de MchF predice una proteina de 77.851 Da, peso
molecular que concuerda con el estimado, de al menos 64.000 Da, segun previos estudios
(Gaggero et al., 1993). El peso molecular asignado a MchF lo cataloga como una proteina de
gran tamafio, siendo ésta una caracteristica que comparten los miembros de la familia de
proteinas exportadoras ABC procariotas (Higgins, 1992; Fath & Kolter, 1993). La comparacion
de la secuencia aminoacidica de MchF contra bancos de datos indica que esta proteina
comparte homologias significativas con exportadores de distintos sistemas ABC tanto pro
como eucariotas. Dicha homologia se acota principalmente al “cassette” de unién al ATP que
estd altamente conservado en los miembros de esta familia de proteinas. En particular, se
encontrd un altisimo porcentaje de identidad (89%) entre MchF y CvaB, proteina exportadora
ABC del sistema colicina V (Gilson et al., 1990), que hizo posible alinear sus secuencias
aminoacidicas a lo largo de los 698 residuos de ambas proteinas. Esta gran similitud permitio
reconocer en MchF los dominios caracteristicos de una proteina exportadora ABC. De esta
forma, se identificaron en la secuencia de MchF el dominio proteolitico amino-terminal; la
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region hidrofébica central con seis segmentos de transmembrana, nmero comun en este tipo
de proteinas, y el “cassette” ABC carboxilo-terminal. Estos resultados concuerdan con los
datos de secuencia del precursor antibidtico MchB, en el que se identifico un péptido lider
doble glicina en sus primeros 15 residuos N-terminales (Rodriguez et al., 1999). Esta sefial de
doble glicina es caracteristica de muchos péptidos secretados por sistemas ABC procariotas y
seria procesada concomitantemente con la exportacion (Havarstein et al., 1995). El conjunto de
estos resultados aboga a favor de un procesamiento N-terminal de la MccH47 durante su
secrecion.

Por lo tanto, MchF seria la proteina exportadora ABC del sistema transportador de la
MccHA47, que ademas procesaria su sustrato durante la translocacion.

V1. 2. MchE es el segundo componente del sistema transportador ABC de la MccH47

De acuerdo a la secuencia aminoacidica deducida para MchE, éste presentaria un peso
molecular de 48.719 Da, cercano al tamafio de 45.000 Da estimado previamente en sistemas
PAGE (Gaggero et al., 1993). La comparacién de la secuencia aminoacidica de MchE contra
bancos de datos resultd en que esta proteina presenta, en la mayor parte de su extension,
homologias importantes con MFPs de varios sistemas transportadores ABC bacterianos. En
particular, el altisimo porcentaje de identidad (98%) encontrado entre MchE y CvaA, segundo
componente del sistema de secrecion de colicina V (Gilson et al., 1990), permitié alinear
completamente sus secuencias aminoacidicas. Por este analisis se reconocié en MchE un
dominio N-terminal que contiene la sefial de exportacién. De acuerdo a las predicciones
computacionales, dentro de la sefial de exportacion habria un segmento de transmembrana que
anclaria la proteina a la membrana citoplasmica, quedando el resto de la misma en el
periplasma. Dicha localizacion esta en acuerdo con la esperada para un segundo componente
de un sistema transportador ABC (Dinh et al., 1994). También por homologia con cvaA y su
producto, se establecié un TTG como codon de inicio de la traduccion de mchE, considerando
que se habia deducido por secuenciacién N-terminal de CvaA que su metionina inicial
correspondia a un codon TTG (Hwang et al., 1997).

Se considerd la existencia de la proteina MchE*, como producto de un inicio interno de
la traduccién de mchE, teniendo en cuenta datos previos sobre el estudio del sistema MccH47.
Se habia identificado con sistema PAGE un producto menor del gen mchE, de unos 30.500 Da
(Gaggero et al., 1993). En la secuencia aminoacidica deducida del gen mchE se encontré un
posible inicio interno de la traduccidn a partir del cual se produciria una proteina de 29.445 Da.
Existe un analogo en el sistema transportador ColV denominado CvaA* cuya existencia fue
fehacientemente comprobada. Esta proteina carece de la porcion amino-terminal que la anclaria
a la membrana por lo que varios autores han postulado que seria de localizacién citoplasmica.
Aunque su funcidn no esté aun claramente dilucidada, se ha descrito que CvaA* incrementaria
la estabilidad de CvaA (Gilson et al., 1990; Hwang et al., 1997).

Por lo anterior, se puede concluir que MchE formaria parte de la familia de proteinas de
fusion de membrana (MFP), siendo el segundo componente del sistema transportador ABC de
la MccH47.

V1. 3. Aportes sobre la localizacidon subcelular de MchE y MchE*
Se procedio a estudiar la localizacion subcelular de MchE y MchE* por medio del

aislamiento y caracterizacion de fusiones génicas de mchE con los genes reporteros phoA y
lacZ.
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Las fusiones génicas con phoA codifican para proteinas hibridas que daran lugar a
actividad fosfatasa alcalina si alcanzan el periplasma. Esto es posible si la porcion amino de la
proteina hibrida provee una sefial de exportacion (Manoil & Beckwith, 1995). Por lo tanto,
esperdbamos obtener fusiones génicas mchE-phoA activas, puesto que MchE contiene una
sefial de exportacion en su extremo amino. En efecto, se aislaron mutantes productores de
proteinas hibridas activas MchE-PhoA en las que los puntos de unién se localizaron después de
la sefial de exportacion de MchE (Figs. V. 3y V. 5y Tabla V. 1) Las cuatro primeras fusiones
se distribuyeron entre los residuos 51 y 250, encontrandose en la porcion a la que se ha
asignado una localizacion periplasmica en las proteinas de la familia MFP. La ultima fusién,
ubicada a continuacion del residuo 340, estaria en un segmento algo mas hidrofébico, de
probable localizacion en membrana externa (Nikaido & Saier, 1992). Coincidentemente, esta
fusion confirio niveles muy bajos de actividad fosfatasa alcalina. Estas Gltimas consideraciones
también podrian explicar el hecho que no se aislaron fusiones activas con PhoA en la porcion
C-terminal de MchE. Nuestros datos coinciden con los obtenidos por Skvirsky et al., 1995, que
aislaron fusiones génicas activas cvaA-phoA en la region comprendida entre los codones 40 y
340 de cvaA. También hubo una buena correlacion de nuestros resultados con los de estos
autores en cuanto a que la actividad fosfatasa alcalina conferida por las fusiones fue
disminuyendo a medida que las proteinas hibridas aumentaban de tamafo (Tabla V. 1). Ellos
midieron la estabilidad de los productos CvaA-PhoA mediante experimentos de pulso y caza,
no encontrando diferencias significativas en la vida media de estos; propusieron entonces que
las diferencias encontradas en actividad enzimatica podrian deberse a distintos niveles de
expresion de las fusiones. En nuestro caso consideramos probable que un fendmeno semejante
ocurra con las fusiones mchE-phoA. Por otra parte, se observé una diferencia importante en la
actividad fosfatasa alcalina de las cepas portadoras de las fusiones mchE-phoA cuando se
media en cultivos en fase logaritmica y en fase estacionaria. Considerando que las fusiones
estan portadas por plasmidos multicopia, las medidas de actividad obtenidas sugieren que el
gen mchE tendria una expresién muy baja en fase logaritimica y que ésta se incrementaria
notoriamente en fase estacionaria. Este comportamiento podria vincularse al momento de
produccion antibiotica, que en general ocurre en fase estacionaria y en el que se requeriria una
eficiente secrecion (Kolter & Moreno, 1992). Por lo tanto, los resultados sugieren que la
expresion del gen mchE estaria sometida a una regulacion.

Las fusiones génicas con lacZ codifican para proteinas hibridas que daran lugar a
actividad B-galactosidasa si permanecen en el citoplasma. Esto es posible si la porcion amino
de la proteina hibrida no aporta una sefial de exportaciéon (Manoil, 1990). Por lo tanto,
esperdbamos obtener fusiones génicas mchE-lacZ activas, productoras de proteinas hibridas
MchE*-LacZ, puesto que MchE* carece de sefial de exportacion. En efecto, se aislaron dos
mutantes productores de fusiones activas cuyos puntos de unién se localizaron a continuacion
de los residuos 364 y 404, o sea, proximos al extremo carboxilo de MchE/MchE* (Fig. V. 3y
V. 5y Tabla V. 2). Las estirpes portadoras de las fusiones presentaron niveles de actividad
B-galactosidasa relativamente altos, en particular cuando las medidas se realizaron en cultivos
en fase estacionaria. También se observd que los cultivos en fase estacionaria tenian mayor
actividad enzimética que en fase logaritmica, aunque este incremento no alcanzé la magnitud
del exhibido por las fusiones mchE-phoA. Cabe sefialar que la primera fusion con LacZ se
localizé 24 residuos después de la ultima fusion con PhoA, o sea, que no hubo solapamiento
entre las regiones en que se distribuyeron ambos tipos de fusiones. Se podria entonces
considerar que MchE tuviera una conformacion en horquilla, con los extremos amino y
carboxilo en el citoplasma, dos segmentos de trasmembrana y un gran bucle periplasmico. Para
ello seria necesario que entre la Gltima fusion con PhoA y la primera con LacZ se encontrase
un segmento hidrofobico que pudiese atravesar la membrana. En el anélisis de hidropaticidad
de MchE se observa que el segmento de 24 residuos que separa ambos puntos de fusién no es
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hidrofobico, por lo que se puede razonablemente descartar esta interpretacion de los resultados
(Fig. V. 3). Consideramos entonces que las fusiones génicas con lacZ podrian estar dando lugar
a proteinas hibridas con MchE*, es decir que mchE364-lacZ y mchE404-lacZ fuesen también
mchE*199-lacZ y mchE*239-lacZ, respectivamente. Las actividades enzimaticas de las
correspondientes proteinas hibridas darian cuenta de una localizacién citoplasmica de MchE*.
Si consideramos que una célula portadora de una de estas fusiones en realidad albergaria dos
fusiones génicas, mchE-lacZ y mchE*-lacZ, se estarian produciendo en su interior dos
proteinas hibridas MchE-LacZ y MchE*-LacZ. Al localizarse en el citoplasma, la proteina
MchE*-LacZ seria la responsable de la actividad B-galactosidasa detectada. Previsiblemente,
MchE-LacZ no tendria actividad enzimatica al ser dirigida a la membrana citoplasmica por la
sefial de exportacion de MchE. Es sabido que la B-galactosidasa no puede ser translocada a
través de la membrana, en la que entonces quedaria atrapada e impedida de adquirir su
conformacion final activa (Lee et al., 1989; van Geest & Lolkema, 2000). Probablemente,
esto sea lo que ocurre con las proteinas MchE-LacZ. Resulta llamativa la ausencia de fusiones
con lacZ a todo lo largo de mchE*, a pesar de haber realizado una bdsqueda exhaustiva a través
de dos series de mutagénesis con Tnlac. Existen descripciones de toxicidad ocasionada por
proteinas hibridas con LacZ en las que la porcion N-terminal provee una sefial de exportacion.
Esta accidn deletérea se manifiesta por la baja viabilidad o por la inviabilidad de las células que
contienen este tipo de fusiones, efecto que depende de la magnitud de la expresion de la fusion.
Cuando la expresion es alta, las proteinas hibridas, atascadas en la membrana, alcanzarian a
saturar los sitios de exportacion de proteinas, conduciendo a la muerte celular (Bassford et al.,
1979; Schwartz et al., 1981). Tomando esto en consideracién, se podria pensar que las fusiones
generadas por inserciones del transposon mas cerca del inicio de mchE* podrian tener niveles
de expresion mas altos y producir mas MchE*-LacZ y MchE-LacZ que las fusiones aisladas.
Este es un fendmeno encontrado con cierta frecuencia: las fusiones génicas se expresan mas
cuanto mas pequefias son, probablemente por diferencias en la vida media de sus mMRNAs
(Froshauer et al., 1988; Skvirsky et al., 1995). La abundante produccién de MchE-LacZ podria
ser entonces la responsable de la inviabilidad de las células en que ello ocurriera, lo que
explicaria el fracaso en nuestra basqueda de fusiones MchE*-LacZ mas cortas. Paralelamente a
lo que ocurre con las fusiones lacZ, las fusiones mchE250-phoA y mchE340-phoA también
codificarian, cada una de ellas, para dos proteinas hibridas, una con MchE y otra con MchE*.
En este caso, las proteinas hibridas con MchE* permanecerian en el citoplasma, serian
inactivas enzimaticamente y aparentemente no supondrian un desafio para la viabilidad celular.

En suma, se propone la existencia de un producto MchE*, de localizacion citoplasmica,
que ha sido visualizado en geles de poliacrilamida (Gaggero et al., 1993) y con el que se han
obtenido proteinas hibridas con la pB-galactosidasa que dieron lugar a actividad enzimatica.
Habiéndose demostrado que CvaA* es producto de una iniciacion interna de la traduccion de
cvaA (Hwang et al., 1997) y considerando la homologia casi total entre CvaA* y MchE¥*,
proponemos que MchE* es producto de un inicio interno de la traduccion del gen mchE. Si
bien en este trabajo no se aportan datos sobre la funcion de MchE*, consideramos que la
misma debe ser cumplida en el citoplasma.

VI. 4. Complementacion heter6loga para la secrecion de MccH47 con el sistema
transportador de Col V

En este trabajo se demuestra que la MccH47 puede ser secretada en forma heter6loga
por el sistema transportador ABC de la colicina V. Los componentes de este sistema
transportador son capaces de reconocer la MccH47 y de exportarla al medio extracelular en su
forma activa. La secrecién antibiotica se detectd por la aparicion de halos de antibiosis, cuyo
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tamafio fue claramente indicativo de que la secrecion heter6loga era altamente eficiente (Fig.
V. 9). Los clones ensayados para la complementacion contenian el sistema MccH47 con una
mutacién en mchE o en mchF y el sistema ColV completo. Se comprobd que todos ellos
producian ambos antibioticos. Este resultado condice con la alta homologia de secuencia entre
los componentes de estos sistemas exportadores. Sin embargo, sus sustratos, los péptidos
antibioticos ColV y MccH47, no comparten significativa homologia de secuencia. Estudios de
complementacion realizados entre otros sistemas transportadores ABC demostraron que cuanto
mayor es la homologia entre los transportadores, mayor es la eficiencia de secrecion
heter6loga, aln cuando los sustratos transportados no compartieran homologias de secuencia
importantes (Binet & Wandersman, 1995; Duong et al., 1996). En cuanto al sustrato, se han
descrito dos grandes familias: las proteinas, que portan la sefial de secrecion en el extremo
carboxilo-terminal, y los péptidos, que la contienen en el amino-terminal. En el caso de las
proteinas, la sefial de exportacion estaria contenida en los Gltimos 50 residuos y presentaria
motivos repetidos ricos en glicina (Mackman et al., 1987; Duong et al., 1996). Los péptidos,
por su parte, tienen una sefial de exportacion de tipo doble glicina que seria procesada por la
proteina ABC durante la exportacion (Havarstein et al., 1994 y 1995). Existen resultados que
indican que la sefial de secrecién en los péptidos abarcaria mas que el péptido doble glicina en
la region N-terminal (Gilson et al., 1990). Se han realizado experimentos de complementacion
heter6loga entre sistemas transportadores de sustratos proteicos, comprobandose la regla de
mayor secrecion cuanto mayor es la homologia entre los transportadores (Binet &
Wandersman, 1995; Duong et al., 1996), y también entre el sistema transportador del péptido
colicina V y transportadores de proteinas, donde la eficiencia de secrecion de ColV fue muy
reducida (Fath et al., 1991). En este trabajo se realiza la primera complementacion heter6loga
entre sistemas transportadores de peptidos. Los altos niveles de secrecion de MccH47
alcanzados por los transportadores ColV, junto con la casi identidad de secuencia de estos dos
sistemas, nos permite concluir que la MccHA47 es secretada, al igual que ColV, por un sistema
transportador ABC. La proteina exportadora ABC seria MchF; el segundo componente, MchE
y el elemento de membrana externa, TolC. Al igual que ColV, la MccH47 seria procesada
durante su secrecion a nivel del péptido doble glicina (Gaggero et al., 1993; Rodriguez et al.,
1999; Havarstein et al., 1994 ).

V1. 5. Homologias a nivel nucleotidico entre la region de los genes mchEF y el sistema
ColVv

La muy alta homologia aminoacidica entre MchEF y CvaAB nos condujo a comparar
las secuencias nucleotidicas con el fin de identificar la extension de la homologia a nivel de
DNA. Se encontro un 92% de identidad en un segmento que comprende ambos genes de cada
sistema de forma muy ajustada. Este alineamiento casi perfecto se extiende desde un
nucleodtido antes del codon de iniciacion de mchE y cvaA hasta un nucledtido después del
codon de terminacion de mchF y cvaB (Fig. V. 7).

La expresion de los genes cvaAB esta regulada por hierro y se encontraron dos
secuencias “Fur box” por delante del inicio de cvaA, a nivel de las cuales operaria la regulacion
transcripcional (Boyer & Tai, 1998). Se busco entonces, por delante de la secuencia de mchE,
un posible “Fur box” en base a la secuencia consenso “GATAATGATAATCATTATC”,
incluso admitiendo varios mal apareamientos y alguna adicién de nucleétidos. No se encontrd,
aun en estas laxas condiciones en que se realizo la busqueda, ningln posible “Fur box “ por
delante de mchE, lo que indicaria que la expresion de mchEF no estd sometida a la misma
regulacién que cvaAB.

Por otra parte, después de mchF se encontré una homologia del 53% con secuencias de
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los genes cvi y cvaC del sistema ColV, dato que nos condujo a la busqueda e identificacion de
dos marcos abiertos de lectura cuyos posibles productos presentaron homologias con los
péptidos de inmunidad y de actividad de colicina VV (Fig. V. 8). Cabe sefialar que las cepas
portadoras del sistema antibiético MccH47 no producen colicina V ni ninguna otra actividad
antibidtica: el laboratorio posee una coleccion de mutantes no productores de MccH47, en los
que no se detect6d nunca una actividad antibiotica adicional (Lavifia et al., 1990; Gaggero et al.,
1993). Por lo tanto, la region posterior a mchF no da lugar a actividad ColV. Si consideramos
que el extremo derecho del sistema MccH47 contiene secuencias de cierto nivel de homologia
con los determinantes de inmunidad y actividad de la colicina V, adyacentes a los genes de
secrecion de MccH47 a su vez casi idénticos a los de secrecion de ColV, podemos reconocer
entonces la presencia de un sistema ColV vestigial. El sistema MccH47 y los vestigios del
sistema ColV estarian adyacentes, unidos por los genes de secrecion mchE y mchF, sugiriendo
que en algn momento pudieron estar ambos funcionalmente activos, compartiendo un mismo
sistema transportador ABC. Por ultimo, este hallazgo indicaria que el sistema ColV tuvo en
algin momento una localizacion cromosomica, al igual que el sistema MccH47.
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VII. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo han permitido alcanzar las siguientes conclusiones:

1. La MccHA47 es exportada al medio extracelular por un sistema transportador ABC formado
por MchF, como la proteina exportadora ABC; MchE, como el segundo componente y TolC,
como el elemento de membrana externa.

2. En la proteina MchF se reconocieron tres dominios: el cassette de union a ATP,
caracteristico de las proteinas exportadoras ABC, una region central integral de membrana y un
dominio proteolitico amino terminal que procesaria el sustrato durante su exportacion. En
consecuencia, la MccH47 sufriria un procesamiento amino terminal a nivel del péptido lider
doble glicina que previamente habia sido detectado.

3. MchE forma parte de la familia de proteinas de fusion de membrana (MFP), reconociéndose
en ella un Unico segmento de transmembrana, seguido de una extensa porcién de localizacién
periplasmica.

4. El gen mchE da lugar a dos productos, MchE y MchE*. MchE es el segundo componente del
sistema transportador ABC. MchE* seria el resultado de un inicio interno de la traduccion,
careceria de sefial de exportacion y se localizaria en el citoplasma. Su funcién ain no esta
dilucidada.

5. El sistema transportador de la MccH47 tiene una altisima homologia con el sistema
correspondiente de la colicina V. A nivel funcional, se pudo comprobar que el sistema
transportador ABC de la colicina V es capaz de reconocer y exportar la MccH47 en forma
eficiente.

6. El segmento final de la regidn secuenciada contiene vestigios de los genes de inmunidad y
actividad colicina V, sugiriendo que en algin momento los sistemas MccH47 y ColV se
encontraron adyacentes en el cromosoma, compartiendo los determinantes de secrecidn
antibidtica.
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