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Resumen

La sintesis y detecci6n de homoserina lactona acilada (AHL) permiten que diversos tipos de

bacterias desarrollen un sistema de comunicaci6n llamado "quorum sensing" (QS). Las bacterias

son  capaces  de  responder  a  AHLs  especificas,  cuya  estructura  depende  de  los  sustratos

involucrados en su sfntesis. EI QS par[icipa en la regulaci6n de importantes procesos fisiol6gicos

que  pueden  deteminar  el  estado  de  diferenciaci6n  de  la  bacten.a  y  el  comportamiento  de  su

poblaci6n.   Esto  hace  que  la  comprensi6n  del  QS  a  nivel  molecular  sea  importante  en  el

desarrollo de estrategias para "manipular el comportamiento de microorganismos.  Las sintasas

de AHLs catalizan la lactonizaci6n de S-adenosil-metionina (SAM) y su acilaci6n par la proteina

transportadora  de  grupos  acilo  acilada  (acil-ACP),  sustrato  que  determina  la  estmuctura  de  la

molecula.  El  mecanismo par el cual  la sintasa de AHLs selecciona como sustrato  a ACPs que

portan  diferentes  grupos  acilo  no  ha  sido  aclarado  por  completo.  En  este  trabajo,  mediante

experimentos de "docking", modelamiento molecular y mutaciones sitio-dirigidas de la sintasa de

AHLs de A. femoex/.clans, Afel, se ha estudiado la participaci6n del motivo estructural [pr-lazo-Ch6]

en  la  selecci6n  de  acil-ACPs.  Utilizando  la  tecnica  de  mutaci6n  SLIM  dirigida  sobre  Afel  se

construyeron 8 mutantes de escisi6n y 8 mutantes de sustituci6n. Se analiz6 el efecto que tiene

cada   mutaci6n   sobre  el   patr6n  AHLs  sintetizadas  en   E.   co//..   Los  resultados   revelan   que

escisiones  de  aminoacidos  en  el  lazo  ubicado  entre  la  hoja  P4  y  la  h6lice  er6  influyen  en  el

repertorio de las AHLs sintetizadas, disminuyendo la producoi6n de AHLs de cadena acilo largas

y,  posiblemente,  aumentando  las  AHLs  de  cadena  mediana  y  corta,  en  acuerdo  con  nuestra

hip6tesis de trabajo. Las sustituciones del motivo estructural [P4-Iazord6] de Afel por los de otras

proteinas  I  resultan  en  la  producci6n  de  AHLs  con  un  largo  de  cadena  acilo  semejante  a  la

descrita en  la literatura para estas sintasas.  Este trabajo sugiere que la disponibilidad espacial

entre  las estructuras  P4 y or6  es  importante  para  la selecci6n  de  la  longitud de  la cadena  acilo

que transporta el sustrato acil-ACP en la reacci6n de sintesis de AHLs.



Abstract

Synthesis  and  detection  of  acyl  homoserine  lactones  (AHLs)  by  diverse  types  of  bacteria

allows  the  development  of a  communication  system  called  quorum  sensing  (QS).  Bacteria  are

able  to  answer to  specific AHLs  whose  structure  depends  on  the  substrates  involved  in  their

synthesis.  QS  is  involved  in  regulation  of sign.rficant  physiologic processes which  can  regulate

bacterial    differentiation    state    and    bacterial    multicellular   behavior.    For   this    reason,    the

understanding of QS at molecular level  is important for development of strategies to manipulate

microorganisms  behavior.  AHLs  synthases  catalyze  S-adenosyl-methionine  (SAM)  lactonization

and their acylation by acyl chain from the acyl carrier protein (acyl-ACP), the key substrate for the

structural  specificity  of AHLs.  The  mechanism  by which  AHLs  syntha§e  selects  acyl-ACPs with

different  acyl  chains  has  not been  completely clarified  yet.  By docking,  molecular modeling  and

site-directed mutagenesis of AHLs synthase of A. femoort.clans, Afel , we studied the participation

of [P4-loop-or6] structural motif in the acyl-ACP selection. By using SLIM technique, 8 deletion and

8  substitution  mutants were generated.  Deletions  of amino acids  located  in the  loop among  P4

sheet and ct6 helix modify the AHLs repertoire,  decreasing the production of AHLs with long acyl

chain   and   possibly   increasing   the   AHLs   with   medium   and   short   acyl   chain.   Aminoacid

substitutions  in the [P4-loop-er6] Afel  motif for those of other I  proteins drive to AHLs  production

with  an  acyl  chain  similar  to  those  described  in  the  literature  for  these  synthases.  This  work

suggests that the  available space  among  the  P4  sheet  and  Ch6  helix  are  important  in  order to

select the longitude of the acyl chain of aeyl-ACP in AHLs synthesis reaction.
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1.   Introducci6n

El   "Quorum   Sensing"   (QS)   es   el   tipo   de   comunicaci6n   bacteriana   que   involucra   la

producci6n,    secreci6n   y   detecci6n   de   sefiales   quimicas   llamadas   autoinductores   (Als).

Generalmente,  Ia detecci6n  de  estas mol6culas ocurre de manera dependiente de  la densidad

celular,  lo que permite que grandes grupos de c6lulas puedan adoptar determinadas conductas

coordinadamente  (\/\/inans y Bassler,  2002).  De manera global,  el QS controla la fisiologia de la

poblaci6n  bacteriana  mediante  la  sincronizaci6n  de  la  expresi6n  genica,   lo  qiie  permite  el

desarrollo de fenotipos como bioluminiscencia,  conjugaci6n,  mofilidad,  producci6n de factores de

virulencia y formaci6n de biopeliculas entre otros (Lazdunski y col., 2004).

El  mecanismo  general  del  QS  comprende  la  sintesis  de  Als  al  interior de  la  c6lula  y  su

liberaci6n al medio extracelular. Aqui, la concentraci6n de Al aumenta concomitantemente con el

crecimiento   de   la   poblaci6n   bacteriana,   alcanzando   niveles   detectables   por   las   c6Iulas.

Numerosos estudios en distintos microorganismos han permitido identificar distintos tipos de QS

dependiendo  de  la  naturaleza  del Al  y  los  distintos  elementos  moleculares  involucrados  en  la

transducci6n de la serial.

La  molecula  autoinductora  utilizada  por  bacterias  Gram-positivas  es  un  oligop6ptido.  Este

tipo  de  Al  es  sintetizado  como  un  peptido  precursor,  el  cual  es  procesado  par  exportadores

especificos  de  membrana  al  momento  de  ser  liberado  hacia  el  medio  extracelular.  Ademas,

muchos  de  estos   peptidos  pueden  sufrir  otros  procesos  postraduccionales  tales  como  la

formaci6n de anillos de tiolactona.  La transducci6n de la serial ocurre a traves de un sistema de

dos componentes, en el cual el Al es reconocido por un sensor histidina quinasa de membrana y

la  informaci6n  de  esta  uni6n  es  transmitida  hacia  la  celula  a  trav6s  de  fosforilaciones  de



proteinas  regulatorias  que  finalmente  se  unen  a  promotores  de  genes  blanco,  permitiendo  la

regulaci6n de la expresi6n g6nica ITaga y Bassler, 2003).

Existe  un sistema  hibrido de QS que  involucra tres tipos de Als.  Para  cada Al  existe  un

receptor de  membrana  especlfico  que  detecta  la  serial,  de  manera  que  el  sistema  puede  ser

activado independientemente por cada una. Sin embargo,  los tres tipos de receptores utilizan la

misma via de transducci6n, convergiendo en la regulaci6n de un solo fenotipo.  EI Al denominado

autoinductor tipo 2 (Al-2),  consiste en un derivado de la mol6cula 4,5-dihidroxi-2,3-pentonadiona

(DPD)  (Chen y col„  2002).  El sistema basado en A[-2 esta ampliamente distribuido en bacterias

Gram-negativas  y  Gram-positivas.  La  producci6n  de  Al-2  y  su  influencia  en  la  regulaci6n  de

genes  blanco  ha  sido  demostrada  en  numerosas  especies  bacterianas.  Ademas,  el  gen  que

codifica  para  la  sintasa  del  Al-2,  IuxS,  esta  presente  en  cerca  de  la  mitad  de  los  genomas

bacterianos secuenciados,  par lo que el AI-2 es considerado como  una serial de comunicaci6n

interespecie  O^/aters  y  Bassler,   2005).   El  segundo  tipo  de  Al  es  denominado  CAl-1   y  su

estructura  molecular,  correspondiente  a  una  a-hidroxicetona  3-hidroxitn.decan4-ona,   ha  sido

descrita recientemente (Higgins y col., 2007). El tercer tipo de Al es una mol6cula de homoserina

lactona  acilada  (AHL),  las cuales tambi6n  son  utilizadas  como Als  en  el  sistema  de  QS  mejor

caracterizado hasta la fecha, el QS tipo Al-1.

EI  QS tipo AI-1  es  utilizado  par bacterias  Gram-negativas,  involucra  la  producci6n  de Als

por sintasas de AHLs pertenecientes a la familia de proteinas I y, a diferencia del QS hibrido, las

sefiales    son    directamente    detectadas    por    reguladores    transcripcionales    intracelulares

pertenecientes a la familia de proteinas R (Gray y Garey, 2001) (figura 1).
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1.1     Quorum sensing AI-1

EI QS tipo Al-1  fue descrito en los afros  1970s en la bacteria Gram-negativa  Vt.bn.o ri.sheri.  y

se ha convertido desde entonces en un paradigma (Nealson y Markovitz,1970;  Eberhard,1972;

Hastings y Nealson,1977;  Nealson y Hastings,1979).

Figura  1.  Sistema  de  QS  tipo  Al-1   en  bacterias  Gram-negativas.  La  protelna  I  (verde)  es
responsable  de  sintetizar AHLs  a  partir  de  acil-ACP  (naranjo)  y  SAM  (rojo).  Estas  moleculas
son  capaces  de  difundir,  acumulandose  en  el  media  extraoe[ular.  Una  vez  alcanzada  una
concentraci6n  umbral,  el  Al  se  une  a  la  protelna  R  (pdrpura),  la  cual  dimeriza  y  entonces  es
capaz de regular la transcripei6n de genes blanco,

A   baja  densidad   celular,   las   mol6culas  de  AHLs   producidas   al   interior  de   la   c6Iula

difunden  libremente  a  traves  de  la  membrana  o  son  extemalizadas  mediante  bombas  activas

hacia el medio extracelular en donde su concentraci6n aumenta en relaci6n al crecimiento de la

poblaci6n (Kaplan y Greenberg,1985;  Evans y col.,1998; Pearson y col.,1999). Cuando la serial



alcanza  cierta  concentraci6n  umbral  activa,  es  unida  por  el  regulador  transcripcional,  LuxR,

provocando la formaci6n de dimeros de esta proteina. Estos dimeros son capaces de interactuar

con  la  regi6n  operadora  llamada  ca/.a  /ux  y  regular  positivamente  la  expresi6n  del  oper6n

/ux/CDABEG,  cuyos  genes  codifican  para  proteinas  involucradas  en  la  producci6n  de  luz.  En

este sistema,  Ia sintesis  de AHL es  llevada a  cabo  por Luxl,  cuyo gen forma  parte del  oper6n

regulado por LuxR. Esto crea un circuito de regulaci6n positiva para la expresi6n de la sintasa de

AHLs.

Los microorganismos que poseen sistemas de QS tipo Al-1  responden especificamente a

determinadas AHLs. Las distintas protefnas R son capaces de discriminar las AHLs dependiendo

del largo de la cadena acilo;  del grupo funcional ubicado en el tercer carbono de esta e incluso

de la estereoquimica del autoinductor (Cao y Meighen,1993). A su vez, la estructura de las AHLs

esfa  determinada  por la  cadena  acilo  que  presente  la  proteina transportadora  de grupos  acilo

(acil-ACP), la cual es sustrato de las sintasas de AHLs. A pesar de que el repertorio de acil-ACP

al  interior de  cada  c6lula  tendria  cierta  influencia,  el  factor  preponderante  en  la  producci6n  de

deteiminadas AHLs  es  la  especificidad  intrinseca  de  la  proteina  I  por determinados  sustratos

(Parsek y Greenberg,1999;  Parsek y col„  1999).

1.1.1    Las tree familias desintasas deAHLs

Hasta ahora se han caracterizado tres familias de sintasas de AHLs no hom6logas entre si

(Gonzalez y Marketon, 2003).

La familia de sintasas tipo Hdts esta compuesta por hom6logos de la sintasa de AHLs de

Psendomonas #uorescens F7 73, Hdts (Laue y col., 2000). La expresi6n en E. co//. ha demostrado
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que  Hdts  es  capaz de  dirigir la  sintesis  de tres tipos  de AHLs  (C6-HSL,  Cio-HSL y 3-OH-Ci4:i-

HSL).   Su  relaci6n  con  la  familia  de  las  fosfatidil  acil-transferasas  sugiere  que   Hdts   puede

transferir la  cadena  acilo  desde  acil-coenzima A  (acil-CoA)  o  acil-ACP  a  S-adenosil-metionina

(SAM) para la producci6n de AHLs.

La familia de sintasas tipo LuxM/Alns esta compuesta por hom6logos de las sintasas de

AHLs  LuxM  y Ains  de  V.  Aarbeyi. y  V.  fishen.,  respectivamente.  LuxM  es  capaz de  sintetizar 3-

OH-C4-HSL  a  partir  de  SAM  y  acil-ACP,  mientras  que  Ains  produce  C8-HSL  desde  SAM  y

octanoil-ACP u octanoil-CoA.

La  familia  mss  estudiada  y  mejor  caracterizada  corresponde  a  las  sintasas  de  AHLs

hom6Iogas a Luxl de  V. fisAen..  Estas enzimas son responsables de la sintesis de la serial en el

sistema de QS tipo Al-1 y son llamadas proteinas I (Gray y Garey, 2001). Las proteinas I constan

de 200 residuos de aminoacidos aproximadamente y sintetkan AHLs a partir de SAM y acil-ACP

sin  la  necesidad  de  cofactores  o  fuentes  de  energia     (Cao  y  Meighen,   1993;   Hanzelka  y

Greenberg,1996; Parsek y col  1999; Schaefer y col.,1996).

1.1.2    Sintesis deAHlj pop proteinas I

Las AHLs  son  moleculas  anfipaticas  que  combinan  una  cadena  acilo  hidrof6bica  y  un

anillo  del  tipo  lactona  hidrofilico.  Se  nan  descrito  homoserinas  lactonas  aciladas  de  diferentes

composiciones dependiendo del largo de la cadena acilo y de  la  presencia de  insaturaciones y

sustituciones  en  esta  cadena.  La  longitud  de  la  cadena  acilo  varia  desde  4  a  18  atomos  de

carbono (C4-Ci8). Aunque la mayoria de las AHLs poseen cadenas acilo con cantidades pares de

atomos de carbono, tambi6n  se han  encontrado AHLs con 7  o  9 carbonos en  su cadena acilo
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(Lithgow y col.,  2000; Gonzalez y Marketon, 2003). Tambien,  hay diferencias en la sustituci6n en

el tercer carbono  de  la cadena  acilo,  donde  este  puede estar unido a  un  atomo de  hidr6geno,

grupos oxo o hidroxilos (Fuqua y col.,1994) (figure 2).
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Figura  2.   Estructura  de  AHLs  producidas  par  diferentes  bacterias  Gram-negativas.   Todas  las
moleculas  poseen  una  mitad  homoserina  lactona  (parte  superior),  difiriendo  en  la  longitud  y  en  el
grado de oxidaci6n de la cadena acilo (grupo R).

Durante  la  sintesis  de  AHLs,  la  cadena  acilo  es  presentada  a  la  proteina  I  como  un

tioester del grupo prost6tico de fosfopanteteina presente en ACPs.  En la reacci6n de acilaci6n, el

grupo amino del SAM  realiza  un  ataque  nucleofilico sabre el carbono del  primer grupo carbonilo

de la cadena acilo. La lactonizaci6n ocurre por un ataque nucleofilico sobre el carbonov del SAM

por parte  su  propio grupo  carboxilo,  originando el  anillo caracteristico  de  las AHLs  (Hanzelka  y

Greenberg,  1996;  Parsek  y  col  1999;  Val  y  Cronan,  1998)  (figura  3).  Las  mol6oulas  liberadas

ademas de la propia AHL, son 5`metil-tioadenosina y holo-ACP.



_##o  fpps
U

AHL                   6'metiltioadenosiria

Figura 3. Esquema de la reacci6n de slntesis de AHLs.  El primer paso requiere la union de
los sustratos acil-ACP (naranjo) y SAM  (rojo) a la proteina  I  (verde).  La cadena acilo (azul)
se presenta como un tioester de fosfopanteteina (negro).  En un segundo paso, ocurren las
reacciones de acilaci6n y lactonizaci6n  (flechas negras).  Finalmente,  se  liberan  halo-ACP,
5'-metiltioadenosina y la AHL respectiva.

1.1.3    Analisis funcional de proteinas I

Como  se  mencion6  anteriormente,  las  distintas  especies  bacterianas  son  capaces  de

responder a AHLs especificas. Tomando en cuenta que la estructura de las AHLs depende de la

cadena acilo que lleve  la acil-ACP que seleccione la  profeina  I en  la sintesis de AHLs,  es que el

estudio particular de la especificidad para este sustrato se hace importante.



Si bien existe poca informaci6n acerca de [a estructura y selecci6n de sustrato de proteinas

I, estudios de mutagenesis y modelamientos i.n s/.//.co arrojan algunas pistas.

Trabajos de mutagenesis al azar y sitio-dirigida en Luxl  (V. ffscheri) y Rhll (P.  aeng/.nosa)

han ayudado a identificar regiones importantes para  la sintesis de AHLs (Hanzelka y col„  1997;

Parsek y  col.,  1997).  En  estos  reporfes  se  describe  una  region  N-terminal  conservada  en  12

proteinas  I y una regi6n C-terminal con menor grado de conservaci6n.  Mutaciones puntuales al

azar  y  sitio-dirigidas  para  los  residuos  de  aminoacidos  conservados  en  la  regi6n  N-terminal

producen proteinas cuya sintesis de AHLs es indetectable, sugiriendo que la regi6n comprendida

entre los aminoacidos 25 y 70 es esencial  para la actividad de estas sintasas.  Probablemente,

esta regi6n forma parte del sitio activo donde se lleva a cabo la formaci6n del enlace amida entre

el SAM y la cadena acilo,  mientras que la regi6n C-terminal menos conservada podha contener

residuos  involucrados en  la selectividad de la cadena acil  (Hanzelka y col.,  1997;  Parsek y col.,

1997).  En estos trabajos tambien se demostr6 que residuos aminoacidicos de cisteinas no son

esenciales  para  la  uni6n  de  la  cadena  acilo,  discrepando  con  postulados  en  los  cuales  se

proponia la existencia un enlace covalente entre el grupo sulfihidrilo del residuo de cisteina y la

cadena acilo (Sitnikov y col.,1995; More y col„  1996).

Trabajos   basados   en   las   estructuras   cristalinas   de   dos   proteinas   I   han   aportado

informaci6n  sobre  la  uni6n  de  sus  sustratos  y  el  proceso  de  sintesis  de AHLs.  La  estructura

cristalina de la proteina Esal de Panfoea stewadi'f muestra que los aminoacidos conservados en

el  N-terminal  se  encuentran  sobre  la  misma  faz  de  la  enzima,  apoyando  los  postulados  que

indican  que   el   sitio   activo  se  encuentra  en   esta   regi6n   (Watson  y   col.,   2002).  Aqui,   los

aminoacidos  conservados  se  ubican  en  dos  regiones.  La  primera  corresponde  a  la  parte  mss

distal del N-terminal la cual posee un alto grado de flexibilidad. Esta zona podria estabilizarse por

la uni6n de algtln sustrato y/o por la segunda zona consistente en una red de pares i6nicos que
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involucra aminoacidos de la parte mss central del N-teminal. Tambi6n se observa que no existen

cisteinas  accesibles  al  sustrato,   par  lo  que  se  descarta  un  intermediario  tio-acil-enzima.   La

estructura de esta proteina I  revela una notable similitud con IV-acetiltranferasas lo que permiti6

modelar  un  bolsillo  de  uni6n  a  3-oxo-C6-fosfopanteteina.  Se  identificaron  residuos  importantes

para la estabilizaci6n de la fosfopanteteina y para la cadena acil,  los cuales fueron ubicados en

un bolsillo hidrofobico en forma de "V" entre las hojas P4 y P5 (figura 4A).

Figura 4.  Estmucturas de  Esal  de  P.  sfewarfJ./. (A) y  Lasl  de P.  aemg/.nosa (a).  Ambas estructuras
se muestran en el modo qcartcon", helices a en rojo y hojas P en amarillo.  Se senalan los sitios de
union a sustrato propuestos par los autores respectivos (Watson y col., 2002; Gould y col., 2004).

Este modelamiento sugiere que el residuo de treonina ubicado en la posici6n  140 sobre la

hoja  P5  podria formar un  puente de hidr6geno con  el grupo carbonilo  del  tercer carbono de  la

cadena  acil,  influyendo  en  la  selecci6n  de  este  sustrato.  Experimentos  de  mutagenesis  sitio-

dirigida  comprobaron  que  la  sustituci6n  de  treonina  140  por alanina  cambia  la  afinidad  de  Esal

para  unir  3-oxo-acil-ACP  por  alcanoil-ACP  (Watson  y  col„  2002).  Posteriormente,  analisis  de

espectrometria de masas demostraron que no existe un cambio en los niveles de producci6n de

3-oxo-C6-HSL,   sino   mss   bien   un   aumento  en   la   producci6n  de  C6-HSL  y  otras  AHLs   no
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sustituidas de distinto largo de cadena, indicando que la mutaci6n de la treonina 140 resulta en

una p6rdida de especificidad y que entonces el rol de este aminoacido es restringir el tipo de acil-

ACPs que pueden unirse a la enzima mss que aumentar la afinidad por 3-oxo-acil-ACPs (Gould y

col.,  2006).

La   estructura  de   Lasl   de  Psewdomonas  aerz/g/.nasa   comparte  caracteristicas  con   la

estructura de Esal. Ambas muestran similitud con IV-acetiltranferasas y poseen una red de pares

i6nicos  que  serian  importantes  para  la  estabilizaci6n  del  N-terminal  y,  per  lo  tanto,  para  la

sintesis  de  AHLs.   EI  modelamiento  de  3-oxo-Ci2-fo§fopanteteina  sobre  la  estructura  de  La§I

pemiti6  la  identificaci6n  de  una  region  estructurada  en  forma  de  tanel,  cuyos  aminoacidos

participarian en  la  uni6n de la  cadena acilo.  Aparentemente,  esta estructura  permite acomodar

una  cadena  acilo  sin  importar su  longitud,  por  lo  que  la  producci6n  mayoritaria  3-oxo-Ci2-HSL

seria principalmente debido al repertorio de acil-ACP de la celula y no a un impedimento esterico

al momento de encajar cadenas acilo mas largas. De esta misma forma, se propusieron sitios de

uni6n   a   SAM   y   a   acil-ACP   (figura   48).   Este   tlltimo   sitio   involucra   la   h6lice   a7   (cargada

positivamente)  que  interactuaria con  la  helice a2  (cargada negativamente)  de  la ACP (Gould y

col" 2004).

Distintas  cepas  de  E/w/.n/.a  carofovora  poseen  distintas versiones  de  la  sintasa  de AHLs

Expl.  Se  ha  demostrado  que  algunas  de  estas  enzima§  sintetizan  C8-oxo-HSL  mientras  otras

sintetizan C8-oxo-HSL. Una comparaci6n entre las distintas versiones de estas proteinas I revel6

aminoacidos importantes en la selecci6n de la cadena acil. Particularmente interesante resulta el

residuo  127  ubicado  en  la  helice  or6.  Explscci  sintetiza  3-oxo-C6-HSL  y  presenta  metionina  en

esta  posici6n  mientras  qile  Explscc3ig3  Produce  3-oxo-C8-HSL  y  posee  un  re§iduo  de  treonina.

Trabajos de mutag6nesis sitio-dirigida probaron que el cambio de la metionina  127 por treonina

induce la producci6n de 3-oxo-C8-HSL en lugar de 3-oxo-C6.HSL y,  por el contrario, el cambio de
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la treonina  127  por metionina  induce  la  producci6n  de  3roxo-C6-HSL en  lugar de  3-oxo-C8.HSL

(Brader y col„ 2005).

Estos trabajos han sido importantes tanto en identificar aminoacidos conservados  como en

demostrar  de  forma  singular  la  importancia  de  algunos  de  ellos  en  la  actividad  de  algunas

sintasas  de  AHLs.  Sin  embargo,  hasta  la  fecha  no  se  han  definido  por  complete  las  bases

estructurales responsables de la selecci6n de distintas acil-ACPs.

1.2    C[S en Acidithiobacillus ferrooxidans

Aci.dffh/.obaci'//ws  fe/']roexi.dane  es  una  y-proteobacteria  Gram-negativa  quimiolitoautotr6fica

acid6fila capaz de oxidar el  ion ferroso y compuestos inorganicos reducidos de  azufre  (RISC),

convirti6ndolo en objeto de intefes para la  biolixiviaci6n  (Pronk y col„  1990).  Mediante la acci6n

de  un  consorcio  de  microorganismos  acid6filos,  este  proceso  permite  solubilizar  los  metales

presentes  en   un   mineral   (Rawlings,   2002).   Durante  la   biolixiviaci6n,   los   sulfuros   metalicos

insolubles son oxidados a sulfatos metalicos solubles par acci6n quimica del ion ferrico (Fe3+).  La

oxidaci6n de estos sulfatos genera azufre elemental,  el cual se deposita sabre el mineral como

una  lamina que enlentece el  proceso. Algunos  miembros del  consorcio favorecen  la disoluci6n

del  mineral  llevando  a  cabo  la  reoxidaci6n  del  ion  ferroso  (Fez+)  generado,  reponiendo  asi  los

niveles de ion ferrico (Rohwerder y col., 2003). Otros miembros del consorcio bacteriano, poseen

la capacidad de oxidar RISC,  llevando el azufre elemental insoluble hasta iones sulfatos solubles,

favoreciendo la disoluci6n del mineral mediante la remoci6n de la lamina de azufre (Rohwerder y

col., 2003).  Se ha demostrado que este tipo de microorganismos son capaces de adherirse a la

superficie de los minerales formando biopeliculas (Hameit y col., 2006). Tambi5n, se ha sugerido

que  la  fomaci6n  de  este  tipo  de  estructiiras  biol6gicas  se  correlaciona  con  la  disoluci6n  del
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mineral   (Hameit  y  col.,   2006).   Por  ende,   la  comprensi6n  de  los  mecanismos  moleculares

involucrados  en  el  control  y  regulaci6n  de  la  formaci6n  de  biopeliculas  puede  ser  de  gran

importancia  para  optimizar  el  proceso  de  biolixiviaci6n.  En  diversas  y-proteobacterias  se  ha

demostrado el  importante  rol  regulatorio que cilmple  el  QS  en  la  regulaci6n  de  la formaci6n de

biopeliculas  (Davies  y  col.,1998;  Huber y  col.,  2001;  Labbate  y  col.,  2004;  Sakuragi  y  Kolter,

2007).

Nuestro laboratorio ha demostrado la existencia de un sistema de QS Al-1  funcional en A.

rem]oxi.clans (Farah y col., 2005).  Posteriormente, junto con reportar que las AHLs influyen en  la

adhesi6n  de A.  fe/roar/.clans al  mineral,  hemos observado la  producci6n  de AHLs  por parte de

otros miembros del consorcio biominero,  sugiriendo que este sistema de comunicaci6n  pudiese

ser  un  fen6meno  comdn  entre  este  tipo  de  microorganismos  (Ru.uz  y  col.,   2007).     En  A.

fen?oxt.clans,  el  locus QS consta de dos marcos de  lectura abiertos,  are/ y afeR,  orientados de

forma divergente, Ios cuales codifican para proteinas con altos niveles de similitud con proteinas

I y R, respectivamente. Rfo arriba de are/ estan localizadas dos cajas ate las cuales podrian ser

utilizadas  por  el  regulador  transcripcional  AfeR  para  modular  la  expresi6n  de  este  gen.  Se

demostr6  que  are/  es  transcrito  en  forma  diferencial  dependiendo  de  la  fuente  energ6tica

utilizada y  que Afel  es  capaz de sintetizar a  lo  menos  9 AHLs  distintas,  preferencialmente  de

cadena larga.
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2.   Planteamiento del estudio

La directa relaci6n que tiene el tipo de AHLs sintetizadas por las proteinas I con el largo de

la  cadena  acilo  presentada  par  las  ACPs  utilizadas  como  sustrato,  precisa  de  estudios  que

permitan comprender las bases moleculares de la selecci6n del largo de la cadena acilo.

La  sintasa  de AHLs  de A.  ferJcoxt.dens,  Afel,  es  una  proteina  de  183  aminoacidos y  un

peso  molecular  de  19,95  kDa.  Nuestro  laboratori.o  ha  demostrado  que  esta  proteina  tiene  la

capacidad de sintetizar distintas AHLs de cadena larga (Ci2-HSL, 3-oxo-Ci2-HSL, 3-OH-Ci2-HSL,

Ci4-HSL,  3-oxo-Ci4-HSL,  3-OH-Ci4-HSL  y  3-OH-Ci6-HSL),  medianas  (3-OH-C8-HSL,  3-OH-Cio-

HSL) (Farah y col., 2005) y cortas (C6-HSL) (Bandpras 2008, seminario de titulo).

Al realizar un alineamiento mdltiple entre secuencias aminoacldjcas de distintas proteinas I

y Afel,  observamos una correlaci6n entre el largo de la cadena acilo de la AHL sintetizada y la

longitud   de   una   regi6n   particular   de   las   secuencias   de   estas   proteinas   (figura   5).    EI

modelamiento tridimensional de Afel basada en la estructura cristalina de la sintasa de AHLs de

P. aert/gr.nosa, Lasl. revel6 que esta regi6n corresponde al motivo estructural formado por la hoja

P4, ]a helice c[6 y un lazo ubicado entre estas dos estructuras (figura 6).

Finalmente,  analisis  de    "docking"  en  Afel  para  una  cadena  acilo  de  14  carbonos  y  SAM

muestran   que   el   espacio   conformado   por   el   motivo   estructural   [P4-lazo-ct6]   podria   ser

responsable de encajar la cadena acilo (figura 6A).
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Figura  5.  Alineamiento  maltiple  de  las  secuencias  aminoacldicas  de  la  protelna  Afel  con  otras
cuatro  protelnas  I  que sintetizan  AHLs con  cadena acilo de diferentes  largos.  La  hip6tesis  de esta
tesis propone que  la  longitud de la cadena acilo de  la AHL sjntetizada  por cada sintaca (izquierda)
se  relaciona  con  la  longitud  del  lazo  entre  las  estructuras  secundarias  P4  y  a6,  sugiriendo  su
participaci6n en la selecci6n de la cadena acilo.  La estructura secundaria de Afel se muestra sobre
el  alineamiento.  Las  estructuras  bajo  el  alineamiento  corresponden  a  los  C-termjnales  de  Esal  y
Lasl.  H6Iices a (rojo),  Hojas P  (amarillo),  lazos (gris).  En el N-terminal se destacan los aminoacidos
oonservados propuestos para la union de SAM (verde oscuro) y la fomaci6n de la red i6nica (verde
claro).  En la region comespondiente a pr-[azo-a.6 se destacan aminoacidos sugeridos para la union
de fosfopanteteina (celeste).  En  el C-terminal se destacan  los aminoacidos sugeridos para  la  union
de  la  cadena  acil  (amarillo)  y  ACP  (rojo).   Lasl  y  Rhll,  Psewdomonas  aertygi.nasa;   Expl,   Erwini.a
carotovora-, Esal , Pantoea stewartii, AIfel ` Acidithiobacillus ferrooxidans.
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Figure 6.  Modelo estructural de la sintasa de AHLs Afel  basado en  la estructura de  Lasl.  En A
se muestra el resultado del "docking" realizado con una cadena acilo de  14 carbonos y el SAM
sobre Afel.  En  8,  se destaca el sitio de union a  la cadena acilo propuesto en  Lasl  (sitio  I) y el
propuesto  par el  "docking" en Afel  (sitio  11).  SAM  y la  cadena  acilo C-14  se  muestra  en  modo"stick",  en azul y verde,  respectivamente.

El motivo [P4-lazo-G6] tambien se encuentra en las estructuras de las proteinas Lasl y Esal de

P.  aemgi.nose y P.  stewarf/.t.,  respectivamente (figura 4A y 48),  sin embargo,  en ambos casos la

longitud  del  lazo es  menor que  la  encontrada  en Afel.  Esta  dltima  sintasa  produce AHLs  cuyo

largo de cadena llegan hasta 16 atomos carbonos, mientras que se ha descrito que las proteinas

Esal y Lasl sintetizan AHLs con cadenas de 6 y 12 carbonos, respectivamente.

En base a todos estos antecedentes, nos propusimos utilizar la proteina Afel como modelo

para estudiar si el espacio conformado por el motivo estructural [P4-lazorty6] esta involucrado en

la selectividad del sustrato acil-ACP de las sintasas de AHLs.
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2.1     Hip6tesis

La disposici6n espacial del  motivo estructural  [P4-lazo-a6] encontrado en  la proteina Afel

de A. femeox/.clans esta relacionada con la selecci6n del largo de la cadena acilo en la sintesis de

AHLs.

2.2     0bjetivo General

Determinar  si   el   motivo   estructural   [P4-lazo-er6]   de   la   proteina  Afel   participa   en   la

selecci6n del tamafio de la cadena acilo utilizada como sustrato para la sintesis de AHLs.

2.3     0bjetivos Especificos

1.-   Construir   distintas    proteinas    mutantes   de   Afel    que    presenten    escisiones   y

sustituciones aminoacidicas en el motivo estructural [P4-lazo-ct6].

2.- Expresi6n heter6loga de las proteinas mutantes AfelMi.Mi6 en E. Co//..

3.- Caracterizaci6n de las AHLs producidas en E. co//. Por las proteinas AfelMi.Mi8.
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3.   Metodologia

3.1     Cepasyplasmidios

Para construir los distintos mutantes de la sintasa de AHLs Afel se utiliz6 el vector T7/NT-

TOPO-Afel.  Este plasmidio tiene una  longitud total de 3.424  pb,  otorga  resistencia al  antibi6tico

ampicilina  y  porta  el  gen  silvestre  de A.  fefroox/.clans,  ate/,  el  cual  codifica  para  la  sintasa  de

homoserinas lactonas aciladas, Afel  (Farah y col.,  2005).  Para   la mantenci6n de los plasmidios

Afel-in(1-16) se utiliz6 la  cepa TOP  10 F' de E.  co//.   mientras que la sobreexpresi6n de are/ se

realiz6  en  la  cepa  BL21   (DE3).  Las  cepas  de  E.  co//. fueron  crecidas  en  medio  LB  liquido  y

semis6lido  (agar  1,5%)  (Sambrook  y  col.,  1989),  suplementado  con  100  ug/ml  de  ampicilina.

Para indiicir la expre§i6n de los plasmidios se suplement6 con 0,5 mM IPTG.

La   cepa   de   Agrobacferfum   fumefaci.ens   NTL4(pZLR4)   fue   crecida   en   medio   LB

suplementado con 25 ug/ml de gentamicina o medio AB minimo (ABm) (Chilton y col„  1974).

3.2     lvlutaciones sitiordirigidas independientes de ligasa

Las  mutaciones  sitio-dirjgidas  se  realizaron  mediante  la  tecnica  independiente  de  ligasa,

SLIM (Site-directed, Ligase-Independent Mutagenesis) (figura 7) (Chiu y col., 2004).

En esta tecnica, el gen que se va a mutar esta clonado en un plasmidio que es amplificado

en su totalidad. El m6todo consta de una reacci6n de PCR inverso que utiliza cuatro partidores a

la vez: dos partidores largos (Ft y Rt) y dos cortos (Fs y Rs) ITablas  1  y 2).
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Figure   7.   Principio   molecular  de   la   mutagenesis   dirigida   independiente   de   ligasa
(SLIM).  Se  ejemplifica  con  la  escisi6n  de  un  fragmento  (negro)  del  gen  afel  (region
multicolor  del  plasmidio).  Despues  de  la  desnaturacj6n  del  plasmidio,  ambas  hebras
son  amplificadas.  Los  partidores  Ft  (qfoTward  failed")  y  Rt  ("reverse  tailed")  ampljfican
desde  regiones  vecinas  a  la  region  a  mutar  hacia  afuera  de  Afel.  EI  producto  lineal
producjdo sirve de  molde  para  que  los  partidores  Rs  ("reverse simple")  y  Fs  ("forward
simple")   amplifiquen   la   hebra   complemenfaria   sin   la   regi6n   negra.   Entonces,   un
desapareamiento entre  las  hebras de estos  constructos y  una  posterior hibridizaci6n,
permite  la formaci6n de  un  heteroduplex  lineal,  cuyos  extremos son  complementarios.
Estos  contructos  lineales  se  transforman  en  E.  co//. donde  los  plasmidios  lineales  son
ciroularizados.
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Tat)la 11. Partidores utilizados pare generar las mutaciones de escisi6n sobre el gen ate/.

Nomhe -end (5-e-I
Afei oAKMp) Ft TGGATCTGAATGGCCAAGGGCAGlllTCATCCTCGGGT

Afei (Ai(Mp) Fs GCGCAGllTTCATCCTCGGGT

Afei  oAKMp)  Fit lTGGCCATTCAGATCCACGGCCGCAAAGCGCGACAGTT

Afei oAKMp) R3 cGGccGCAAAGCGcencAGTT

Afel (QArow) Ft ccGTGGATCTGAATGGcccAGGGCACTmcATCCTCG

Afel (QAKM) Fs CCAGGGCAGlllTCATCCTCG

Afel (QAKM) Rt GCCATTCAGATCCACGGCCGCAMGCGCGACAGITCCC

Afei (CIAKM) Rs CCGCAAAGCCCGACAGTTCCC

Afei (QAKMp) Ft ccGTGGATCTGAATGGCGGGCAGTmcATccTCGGGT

Afei (QOup) F8 GCCCAGlllTCATCCTCGGGT

Afel (QA"p) Fit GCCATTCAGATCCACGGCCGCAAAGCGCGACAGTTCCC

Afe' (-P) F(8 CCGCAAAGCGCGACAGITCCC

Afel (LNGQAKMp) Ft GcllTGCGGCCGTGGATGGGCAGTllTCATCCTCGGGT

Afei (LNGQAKMp)  Fs GGCCAGlllTCATCCTCGGGT

Afe[ (LNGcurMp) Fit ATCCACGGCCGCAAAGCGCGIACAGTTCCCAMCITCGG

Afei (LNGQAKMp) RS GCGACAGITCCCAAACITCCC

AfoI (L) Ft GCTITGCGGCCGTGGATAATGGCCAAGCCAAGATGCCA

AfoI  (L)  F9 MTCGCCAAGCCAAGATGCCA

Afel (L) Rt ATCCACGGCCGCAAAGCGCGACAGTTCCCAAACTTCGG

Afei (L)  Rs GCGACAGFTCCCAAACITCGG

Afel (N) Ft TTGCGGCCGTGCIATCTGGGCCMGCCMGATGCCAGGG

Afei (N) F8 GGCCAAGCCAAGATGCCAGGG

Atel (N) Rt CAGATCCACGGCCGCAAAGCGCGACACTTCCCAAACIT

Afei (N) R8 AGCGCGACAGITCCCAAACTT

Afel (G) Ft CGGCCGTGGATCTGMTCAACCCAAGATGCCAGGGCAC

Afel (G) Fs CAAcOCAAGATGCCAGGGCAG

Afe' (G) R' ATTCAGATCCACGGCCGCAAAGCGCGACAGTTCCCAAA

Afei (G) Rs CAAAGCGCGACAGITCCCAAA

Afei (LNG) Ft GCTITGCGGCCGTGGATCAAGCCAAGATGCCAGGGCAG

Afel (LNG) Fs CAACCCAAGATGCCAGGGCAG

Afel (LNG) Rt ATCCACGGCCGCAAAGCGCGACAGITCCCAAACTTCGG

Afei  (LNG)  Rs GCGACAGITCCCAAACITCGG

En   rojo  se   muestra   la   secuencia  adaptadora,   responsable   de
generar la mutaci6n deseada.
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Table 2. Partidores utilizados para generar las mutaciones de sustituci6n sobre el gen ate/.

Nombn -nc'a (6`e')
Afel (Expl) Ft CAT,IAAGCGCGGTCAAAAACTAiTCTAGGAAAiTciTATcccTCGGGTGcccaAAAACTGCTG

Afei (ExpJ) Fs TCGGGTGCCCGAAAACTGCTG

Afei (Expl) RI GGGATAAGAAiiTccTAGAATAGiiTTTGAccGCGciiTATCGGccGCAAAGceecIACAGTTc

Afei (Expl) RS GGCCGCAAAGCGCGACAGITC

Afel a:8al) Ft AAAGcccGCGCACGTGCGCTGTTAGGGCAGTmcATccTcccGT

Afei (Eedi) Fs GGGCAclllTCATCCTCGGGT

Afel (E8al) Rt TAACAGCGCACGTGCGCGGGCTITATCCACGGCCGCAAACCGCGA

Afel (Ecal) R9 ATCCACGGCCGCAAAGCGCGA

Afel (Rhll) Ft AGCGCGGCGGACGATCCGTCGGGTGCGCGAAAACTGCTG

Afel  (Rhii)  F8 TCGGGTGCGCGAAAACTGCTG

Afei (Rhii) Rt CGGATCGTCCGCCGCGCTGGCCGCAAAGCGCGACACTTC

Afol  (Rhll)  Rs GGccGCAAAGCGCGACAGnc

Afei (Gi 38L) Ft GCGCCGTTTCGCACCTTGCAAAACGGCTGATCACCCTG

AfoI (G138L) F8 GCAAAAceGCTCIATCACGGTG

Afei (Gi38L) Rt AAGGTGCGAAACGGCGCAGGCGACGGAITCCTCCAGCA

Afel (Gi38i) R8 AGCCCIACGGAITCCTCCAGCA

Afei oAi39L) Ft CCGTITCGCACGGGCTTAAACCGCTGATCACGGTGTCG

Afei (Ai39L) Fs AAACGGCTGATCACGGTGTCG

Afei  oAi SOL) Rt MGCCCGTGCGAAACGGCGCACGCGACGGAITCCTCCA

Afei (Ai 39L) R8 CGCACGCGACGGATTCCTCCA

Afei (Gi38L, Ai39L) Ft CCGllTCGCACCITCTTAAACGGCTGATCACGGTGTCG

Afei (Gi acL. Ai 3OL) F8 AAACGCCTenTCACGGTGTCG

Afol (G138L, A139L) Rt AAGAAGGTGCGAAACGGCGCAGGCGACGGATTCCTCCA

Afei (Gi38L, Ai39L) Rs CGCAGGCGACGGATTCCTCCA

Afei (Ci 38L. Ai 3gL. vi 35L) Ft CCCTITCGCACCTTCITAAACGGCTCIATCACGGTGTCG

Afol  (G138L, A139L. V1351)  FS AAACGGCTGATCACGGTGTCG

Afel  (G1381.. A1391,  V135L)  Rt AAGRAGGTGCGAAAGGGCGCAGGCGACGGATTCCTCCA

Afel (Gi sol. Ai39L, vi 35i) Rs CGCAGGCCACGGATTCCTCCA

Afei (Gi 38L, Ai39L, vi35L, Ai34L) Ft CITCTITCGCACCTTCITAAACCGCTGATCACGGTGTCG

Afel (G138L, A139L,V135L, A134_L) F8 AAACGGCTGATCACGGTGTCG

Afel (Gi 38L, Ai sol, vi 35L, Ai34L) Rt AAGAAGGTGCGAAAGAAGCCAGGCGACGGAITCCTCCAG

Afel (Gi38L, Ai SOL, vi 35L ,Ai34i) Pe GCAGGCGACGGATTCCTCCAG

En rojo se muestra la secuencia adaptadora, responsable de generar la mutaci6n deseada.
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La mutaci6n se disefia en la regi6n adaptadora ubicada en el extremo 5' de los partidores

largos  (ejemplificada  en  roj.o  en  los  partidores  Ft  y  Rt  de  la  figura  7).  Se  usan  dos  partidores

cortos para sintetizar la hebra complementaria a la producida por los partidores largos.  Despues

de   la  amplificaci6n,   una  etapa  de  desnaturaci6n  e  hibridaci6n   permite   la  formaci6n   de   un

heteroduplex entre los amplificados creados por los distintos partidores.

Para aumentar el grado de especificidad,  la obtenci6n de cada plasmidio recombinante se

realiz6 mediante una reacci6n de PCR "hot-start" que contenia los siguientes componentes: 200

uM dNTPs,  1  mM Mgs04, 2,5 HL DMSO, 200 pg del plasmidjo T7/NT-TOPO-Afel,  1  U Long PCR

Enzyme Mix (Fermentas),  5 prL del  amortiguador 10X (Fermentas),15 pmol de cada partidor y

agua nanopura hasta completar 50 prL.  La reacci6n fue incubada a 98°C por 2 minutos y luego a

85 °C, momento donde se agreg6 la DNA polimerasa. Se realizaron 25 ciclos consistentes en 30

segundos a 95°C, 20 segundos a la temperatura correspondiente a la Tin mss baja de los cuatro

partidores y 3,5 minutos a 68 °C. Se realiz6 un paso de extension final de 7 minutes a 68 °C. Con

la finalidad de eliminar el  DNA parental,  25 HL de cada reacoi6n de SLIM se incubaron por 1  h a

37  °C con  la  enzima de restricci6n  Dpnl.  Posteriormente se  inactiv6 esta e"zima  inciibando  la

mezcla  de   reacci6n   a  75  °C   por   15   minutos.   Finalmente  y  con   el   prop6sito   de  formar  el

heteroddplex,  se incub6 5  minutes a 65 °C y 15 minutos a 30 °C. Todas las mutaciones fueron

corroboradas mediante la secuenciaci6n de los plasmidios (Macrogen ®, Korea).

3.3     Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Se   utiliz6   la  tecnica   de   electroforesis   en   geles  de   agarosa   para   observar  tanto   los

plasmidios   lineales   generados   a   partir   de   la   reacci6n   de   SLIM   como   las   purificaciones
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plasmidiales.  Los geles se prepararon en el amortiguador TAE 0,5X,  con una concentraci6n de

1%  de  agarosa.  Para  introducir las  muestras  en  el  gel,  se  agreg6  soluci6n  amortiguadora  de

carga  (0,25  %  de Azul  de  Bromofenol,  40  %  de  Sacarosa).  La  tinci6n  se  realiz6  durante  30

minutos en  una soluci6n de TAE 0,5X con  bromuro de etidio a una concentraci6n de 20 ug/ml.

Las bandas se visualizaron por la fluorescencia emitida al irradiar con luz ultravioleta.

3.4     Transformaci6n

La  transformaci6n  de  E.  co//.  fue  realizada  por  los  m6todos  de  sales  de  calcio  o  por

electroporaci6n  (Sambrook y col.,1989).  Para  la selecci6n  de  las  construcciones  obtenidas  por

SLIM se electrotransfom6 la cepa TOP 10 F' de E. co//.. Para estudiar la expresi6n de los genes

mutantes,  la  cepa  BL21  (DE3) de E.  oo//. fue transformada con  los  plasmidios  purificados desde

las cepas recombinantes de TOP  10  F'.  Se displlso de cubetas de 200 HL de capacidad,  a las

cuales  se  les  afiadi6  50  HL  de  c6lulas  electrocompetentes  y  100  ng  de  DNA  plasmidial.   La

electroporaci6n  fue  realizada  en  el  electroporador  "gene  pulser  x-cell"  de  Bio-Rad  con  los

siguientes  pafametros:  Voltaje  2500 V,  Capacitancia  25  HF,  Resistencia  200  a.  Los  50  prL  de

reacci6n se llevaron a 1  mL de medio LB y se incub6 45 minutos a 37 °C. Un volumen de 100 uL

de  celulas  se  sembr6  en  placas  con  medio  LB  1   %  agar  100  pug/mL  de  ampicilina  y  fueron

crecidos durante una noche a 37°C.

Para la transformaci6n por sales de calcio, se incubaron 200 prL de c6lulas competentes y

200 ng de DNA plasmidial en hielo durante 20 minutos. Luego, se dio un choque termico a 42 °C

por  1  minuto.  El  volumen  de  reacci6n  se  aument6  hasta  1  mL  con  medio  LB  y  se  incub6  sin

agitaci6n  durante  1  hora  a  37  °C.  Las  c6lulas  fueron  concentradas  mediante  centn.fugaci6n  y
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resuspendidas en 200 HL de medio LB,  los cuales se sembraron en medio semis6Iido  (LB  1  %

agar 100 pug/mL de ampiciljna).  Las placas fueron incubadas durante una noche a 37°C.

3.5     PCRencolonias

Con el fin de analizar los plasmidios mutantes generados por SLIM,  se utiliz6 la tecnica de

PCR  en  colonias  (Campbell  y  Choy,  2001).  Para  obtener  el  DNA  a  amplificar,  se  tome  una

fracci6n de una colonia recombinante y se resuspendi6 en un volumen de 50 Hl de agua est6ril.

Posteriormente se tomaron 2 Ill de la suspension bacteriana y se agreg6 a la siguiente mezcla:

100 ng de cada uno de los dos partidores, 0,6 HL de DMSO,10 mM de dNTPs, 2,5 uL de buffer

Taq,  0,25 U de Taq polimerasa (Promega) y agua nanopura hasta completar 10 prL.  Uno de los

dos partidores usados amplifica el gen are/ desde un extremo (amino terminal),  mientras que el

otro lo hace desde el sitio mutado, siendo su extremo 3'-OH libre complementario al sitio exacto

de mutaci6n (tabla 3). Con esto, se espera obtener amplificados s6lo con las colonias que llevan

los plasmidios mutantes.

3.6     Extracci6n de DNA plasmidia[

Los clones recombinantes de E.  co//. fueron crecidos en 5 mL de medio LB ampicilina (100

ug/mL)  durante  una  noche.  Mediante  el  uso  del  kit  de  extracci6n  plasmidial  E.Z.N.A  (kit  I)  y

siguiendo las instrucciones del proveedor, se realizaron purificaciones de los distintos plasmidios

constmuidos mediante SLIM.
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Tabla 3. Partidores utilizados para la reacci6n de PCR en colonias.

Nomt}re Partldor Seouericia (5.-31

PCRCOL  AAKMP TGAAAACTGCCCTTGGCC

PCRCOL  AQAKM AAACTGCCCTGGGCCATT

PCRCOL  ACIAKMP TGAAAACTGCCCGCCATT

PCRCol.  ALNGQAKMP TGAAAACTGCCCATCCAC

PCF{COL  ALNG CATCTTGGCTTGATCCAC

PCRCOL  AL CTTGGCITGGCCATTATC

PCRCOL  AN CATCTTGGCTTGGCCCAG

PCRCOL  AG TGGCATCTTGGCITGATT

PCRCOL_(Esal) TGAAACTGCCCTAACAG

PCRCOL_(ExpD TCGCGCACCCGAGGGATA

PCRCOL_(RhlD CGCGCCACCCGACGGATC

PCRCOL_(G138L) GATCAGCCGTTTTGCGTG

PCRCOL_(A139L) CGTGATCAGCCGllTCCC

PCRCOL(G138L,A139L) GATCAGCCGTll.GTGCGA

PCRCOL_ (134L, G138L, A139L) CCGlll-GTGCGAGGCGCA

PCRCOLov134L, A135L. G138L, A139L) CCGTITGTGCGAGCAGGC

Afel N112 GGTAGCGCAAGATGACAA

3.7     Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

Para   comprobar   la   presencia   de   [as   proteinas   mutantes   se   rea]izaron   geles   de

poliacrilamida-SOS.  Celulas  de  E.  co/i.  BL21   (DE3)  transformadas  con  los  distintos  plasmidios

AfelMi.Mi8 fueron  crecidos  con  agitaci6n  en  200  mL  de  medio  LB  ampicilina  (100  peg/mL)  hasta

una  D.O.8oo=0,5.  Luego,  se  indujo  la  expresi6n  de  las  proteinas  mutantes  y silvestre  con  1  mM

IPTG,  incubandose por 1,5 horas.  Mediante centrifugaci6n,  los sobrenadantes fueron separados

de  las  c6Iulas.  Los  sobrenadantes fueron  utilizados  para extracciones de AHLs  (secci6n  3.8.1).

Las  celulas  se trataron  con  amortiguador de  corrida  ITris-Hcl  0,0625  M  (pH  6,8),  SDS  al  2%,
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glicerol  al  10%,  2-mercaptoetanol  al  5%  y  azul  de  bromofenol  al  0,001%).  Las  muestras  se

incubaron  5  minutes a  100°C.  Las  electroforesis  se  corrieron  entre  100 o  200 V,  hasta  que  el

frente de migraci6n alcanz6 el borde inferior del gel. Los geles se tifieron 1  hora con una soluci6n

de  azul  de  Coomasie  al  0,2%,  metanol  al  50%  y  acido  ac6tico  al  7%.  Se  destifieron  luego

mediante lavados sucesivos con una soluci6n de metanol al 20% y acido ac6tico al 7%.

3.8     Detecci6n deAHLs

3.8.1     Extracci6n organica de AHLe

Las  extracciones  organicas  de  AHLs  fueron  realizadas  segtin  lo  descn'to  (Farah  y  col.,

2005).  Los  sobrenadantes  de  cultivos fueron  extraidos  3  veces  con  100  mL de diclorometano

durante  30  minutos.  La  fase  organica  fue  rescatada  y  liberada  de  residuos  de  fase  acuosa

mediante la adjci6n de Mgs04 anhidro. Los extractos fueron filtrados con algod6n hidrofilico para

eliminar  los  agregados  de  sal  y  luego  concentrados  hasta  un  volumen  aproximado  de  1  mL

mediante  la  utilizaci6n  de  un  rotavapor  a  50°C.   Las  muestras  obtenidas  fueron  secadas  y

saturadas con Nitr6geno gaseoso.

3.8.2    Separaci6n de la Extracci6n Organica por Cromatograffa en Capa Fina (CCF)

Los ensayos de CCF fueron realizados segun lo descrito (Ruiz y col., 2007).  Para separar

los distintos compuestos que puedan haberse obfenido mediante la extracci6n organica se utiliz6
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la tecnica de cromatografia en capa tina utilizando una matriz Ci8 de fase reversa (Merck).  Los

extractos  organicos  se  resuspendieron  en  acetato  de  etilo  concentfandolos  200-1000  veces.

Luego, se deposit6 esta soluci6n en la CCF a 1  cm del borde inferior. Se esper6 la absorci6n de

la  muestra  para  iniciar  la  cromatografia,  corri6ndose  dos  veces  utilizando  metanol  60%  como

solvente (Bertani y Venturi, 2004; Shaw y col.,1997).

3.8.3    Ensayo Biosensor

Se  utiliz6  la  cepa  reporfera  de A.  fume/ac/.ens  NTL4  (pZLR4)  la  cual  no  produce AHLs

debido a la carencia del gen que codifica para la respectiva proteina I.  Esta cepa  presenta una

fusi6n del gen /acz con fraG, gen que es regulado mediante autoinducci6n.  Estas caracteristicas

permjten la detecci6n de AHL ex6genas mediante la reacci6n de la a-galactosidasa en presencia

de  Xngal,  Io  que  se  evidencia  con  halos  azules  en  las  zonas  donde  la  proteina  R  de  este

microorgani§mo  ITraR)  es  activada  (Luo  y  col.,  2001;  Shaw y  col  1997).  La  cepa  reportera fue

inoculada desde una colonia aislada fresca y crecida en un tubo de 5 ml de LB gentamicina 25

pug/mL a 30 °C  durante 24 horas.  Se inocul6 al  1%  en  medio fresco ABm y crecida  hasta fase

exponencial.  El cultivo fue mezclado en proporci6n  1:1  con ABm  1% agar fundido.  Se agreg6 X-

gal  a  una  concentraci6n  final  de  80  pug/ml  y  se  agit6.  Finalmente,  se  vertieron  0,3  mL  de  la

suspensi6n  por  cada  cm2  de  CCF,  la  cual  se  incub6  a  30  °C  durante  24  horas.   Una  vez

visualizadas las manchas correspondientes a las distintas AHLs, se procedi6 a secar y fotografiar

la CCF.
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4.   Resultados

Analisis de "docking" y modelamiento molecular de la proteina Afel  han  permitido identificar

el  motivo  estructural  [84-lazo-a6]  y  postular  su  participaci6n  en  la  selecci6n  del  tamafio  de  la

cadena  acilo  utilizada  para  la  sintesi§  de  AHLs.   Para  estudiar  el  rol  que  cumple  el  motivo

estructural   [P4-laro-ct6]   en   la   producci6n   de  AHLs   se  disefiaron   mutantes   de   escisi6n   y

sustituci6n de la sintasa de AHLs de A.  fe/roex/.dens, Afel.  Estas  mutaciones fueron  realizadas

mediante la tecnica de SLIM sabre el gen are/ que lleva el plasmidio T7/NT-TOPO-Afel.  Para la

expresi6n de  las diferentes sintasas  mutantes,  la  cepa  BL21  (DE3)  de E.  co//. fue transformada

con los distintos plasmidios AfelMi.Mi6 (tablas 4 y 5).  Las distintas cepas fueron crecidas en medio

liquido y el  sobrenadante de  cada  cultivo fue  extraido  con  DCM  para  analizar la  presencia  de

AHLs.

Tabla 4. Aminoacidos escindidos en las distintas mutantes de escisi6n.

Plasmidio Prote'na Aminoacidce escindido§ (N°)

Afeht AfelMi(AOuP) AKMP (4)

AfelM2 Afelue(Acrm) CIAKM (4)

Afelne AfeiM3(AQAKMp) CIAKMP (5)

AIelw Afelun(ALNGQAKMP) LNGcmup (8)

Afe[NS Afeius(AL) L(1)

Afe'ro Afelro(AN) N(1)

Afe]ur Afe[w7(AG) G(1)

Afelue Afelue(ALNG) LNG (3)
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Tabla 5. Aminoacidos reemplazados en las distintas mutantes de sustjtuci6n.

P'asmldlo Putina Amlnoacldos e§clndldos (No) Aminoacldos lnsertados (N°)

Afelue Afelue(Expl) VDLNGQAKMPGQFSS (15) DKARSKTILGNSYP (14)

Afe'Mlo AfelM,o(Esal) LNGQAKMP (8) RARARALL (8)

Afe[uiii Afeiu,,(Rhii) VDLNGQAKMPPGQFSS (16) SMDDP (6)

AfelHi2 Afel«i2(G138L) G(1) L(1)

AfelMi3 Afeiwt3 (Ai 39L) A(1) L(1)

AfelM1, AfeiM,4 (Gi 38L: A139L) GA (2) LL(2)

AfelMi5 Afe]M,s ovi35L: Gi 38L; Ai 39L) VsliGA (5) LSHLL (5)

AfelMio AfelM,o (A134L; V135L;  G138L: A139L) AVSHGA (5) LLSHLL (5)

4.1      Reducci6n de[ tamafio de] bolsi[lo D34-Iazour6]

Para ensayar la participaci6n del motivo estructural [84-lazo-a6] en la selecci6n de cadenas

acilo de diferente longitud, se realizaron mutaciones consistentes en la escisi6n de 4 (AAKMP y

AQAKM),  5  (AQAKMP)  y  8  (ALNGQAKMP)  aminoacidos  del  lazo  ubicado  entre  la  hoja  P4 y  la

helice ci6 (figura 8).  La expresi6n de cada proteina mutante fue comprobada mediante geles de

poliacrilamida  (figura  9).  Tal y como se ha observado en  otros trabajos  (Hanzelka y col.,1997),

algunas de las proteinas migran de forma an6mala en este tipo de ensayo.
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Figure 8. Modelos estructurales de las distintas mutantes de escisi6n en el lazo ilbicado entre la
hoja    pr    y    la    helice    a6.    A]    Afel    silvestre;    8,    AfelMi(AAKMP);    C,    AfelM2(AQAKM);    D,
AfelM3(AQAKMP);    E,    AfelM4(ALNGQAKMP);    F,    AfelM5(AL);    G,    AfelM5(AN);    H,   AfelM5(AG);    I,
AfelM5(ALNG).
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Figure  9.  SDS-PAGE  de  los  extractos  totales  de  protelnas  de  la  cepa  de  E.  coli  que
sobreexpresan    los    diferentes    plasmidios   T7/NT-TOPO   AfelMi.Mi6   con    las   diferentes
mutaciones  en  el   motivo  [pr-Iazoa6].  WT,   Extracto  total  de  protelnas  de  E.   co//.  que
contiene el plasmidio T7/NT-TOPO-Afel;  PM, estandar de peso molecular;  C-, extracto total
de protelnas de E. co/i. que contiene el plasmidio T7/NT-TOPO como control negativo.

Los sobrenadantes de los cultivos de E.  co//. que llevan los distintos plasmidios AIelM"i6

fueron  sometidos  a  un  analisis  de  detecci6n  de  AHLs.  Tal  coma  se  describi6  anteriomente

(Farah y col., 2005;  Banderas 2008,  seminario de titulo), se observa que la sintasa silvestre Afel

es capaz de producir AHLs de cadena corta (C6 y C4),  mediana (C8) y larga (probablemente C„

y/o Ci6) (figura 10A, Columna WT).
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En  comparaci6n  con  la  sintasa  silvestre  Afel,  podemos  observar  una  disminuci6n  en  la

detecci6n de AHLs de cadena larga en el extracto correspondiente a la mutante AfelM2 (AQAKM).

Este fen6meno se acentda en  las mutantes AfelMi (AAKMP) y AfelM3 (AQAKMP),  donde  la serial

correspondiente  a  AHLs  de  cadena  larga  es  indetectable.  Sin  embargo,  estos  tres  mutantes

muestran  un  aumento del  area de la mancha correspondiente a AHLs de cadena mediana.  La

producci6n  de AHLs  de  la  mutante AfelM4 (ALNGQAKMP)  es  moderada  y solo  se  detecta  una

mancha  correspondiente  a  AHLs  de  cadena  corta  (figura   108).  Aunque  este  fen6meno  es

directamente atribuible a  la ausencia de estos ocho aminoacidos no se  puede descartar que la

ausencia   puntual   de  algunos  de   ellos  tenga  tambien   algdn   efecto.   Si   la   diferencia  en   la

producci6n  de  AHLs  de  la  mutante  AfelM4  (ALNGQAKMP)  respecto  a  las  otras  mutantes  de

escisi6n  es  debido  a  la  p6rdida  puntual  de  aminoacidos,  consideramos que estos  residuos  no

pueden ser ninguno de los escindidos en los mutantes AfelMi (AAKMP), AfelM2 (AQAKM) o AfelM3

(AQAKMP).  Por  lo  tanto,  los  aminoacidos  que  podrian  estar jugando  un  rol  importante  en  la

selecci6n del sustrato son:  Leu-108, Asn-109 y Gly-110.

Para  estudiar  esta  posibilidad  se  construyeron  tres  sintasas  mutantes  con  una  escisi6n

puntual a nivel de estos aminoacidos [AfelM5 (AL), AfelM6 (AN) y AfelM7 (AG)I y tambi6n una cuarta

mutante para los tres aminoacidos [AfelM8 (ALNG)] (figura 108).

Las  mutantes AfelM5 (AL),  AfelM6 (AN)  y AfelM8 (ALNG)  muestran  una  disminuci6n  o  perdida

de  producci6n  de AHLs  de  cadena  larga.  La  mutante AfelM7 (AG)  produce  AHLs  de  cadenas

largas,  medianas  y  cortas,  incluso  aparece  una AHL  que  no  se  observa  en  el  extracto  de  la

sintasa silvestre; posiblemente esta molecula sea Cio-HSL (flecha negra en la figura 108).  Estos

resultados indican  que  la  p6rdjda  puntual de cualquiera  de estos  aminoacidos  no  es suficiente

para    lograr   un    cambio    en    la    sintesis    de   AHLs   similar   al    que    muestra    la    miitante
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AfelM4  (ALNGQAKMP).   Por  lo  tanto,   la  produoci6n  de  AHLs  observada  en  la  mutante  Afelm

(ALNGQAKMP) se debe a la ausencia conjunta de los 8 aminoacidos escindidos y posiblemente

a la disponibilidad espacial que presenta el motivo estructural [P4-lazorty6].

4,2     Sustituci6n  d®I  [azo  perten®ciente  al  motivo  P4lazortyq  de  Afel  por  el  de  otras

sintasas

Debido  a  que  el  factor  mss  importante  en  variabilidad  de  las  AHLs  es  la  especificidad

intrlnseca  de  la  AHL  sintasa  por  una  determinada  cadena  acilo  (Parsek  y  Greenberg,   1999;

Parsek    y    col    1999),    decidimos    evaluar    [a    especificidad    del    aITeglo    de    aminoacidos

correspondiente  al  motivo  estructural  [P4-lazorty6]  de  AHL  sintasas  que  producen  diferentes

AHLs.  Se  construyeron  mutantes  de  Afel  en  las  ouales  aminoacidos  ubicados  en  el  laze  del

motivo estructural fueron sustituidos por aminoacidos correspondientes a aquellos presentes en

proteinas  I  que  sintetizan  AHLs  de  cadena  mediana  (Expl  de  E.  carotovora,  3-oxo-C8-HSL)  y

corta (Esal de P.stewarfi.t., 3-oxo-C6-HSL y Rhll de P.  ae«ngi.nose, C4-HSL) (figura 11 ).

Fjgura   11.   Modelos   estructurales   de   las   distintas   mutantes   de   sustituci6n.   A,   Afel   Silvestre;   8,
AfelM9(Expl);  C, AfelM9(Esal);  D, AfelM9(Rhll).
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En las mutantes AfelM9 (Expl), AfelMio (Esa[) y AfelMii (Rhll) Podemos observar la disminuci6n

o  la  p6rdida  de  la sintesis de AHLs de  cadena  larga en  comparaci6n  con Afel  silvestre  (figura

10A).

Ademas,  podemos  observar  que  la  producci6n  de  AHLs  con  largo  de  cadena  mediana

parece  ser  afectada  en  el  mutante  AfelMti  (Rhll).  Estos  resultados  muestran  que  estas  tres

mutantes   producen   AHLs   cuya   longitud   de   cadena   acilo   se   asemeja   ljgeramente   a   las

seleccionadas como sustrato por las sintasas Expl, Esal y Rhll.

Aunque todos estos resultados concuerdan con la hip6tesis de trabajo, decidimos explorar

la posibilidad de que otro motivo estructural de estas proteinas est6 involucrado en la selecci6n

de la cadena acilo.  Hasta la fecha,  no existen estructuras cn.stalizadas de proteinas I con alguno

de sus sustratos unido.  Por otro lado,  se ha descrito que el plegamiento de estas proteinas se

parece  a  IV-acetiltranferasas  (Watson  y  col.,  2002).  En  la  base  de  datos  MMDB  (Molecular

Modeling   Data   Base)   existen   disponibles   estructuras   de   aciltransferasas   cristalizadas   en

presencia   de   acil-CoA,    ligando   que   comparte   similitud   estructural    con    la   mol6cula   de

fosfopanteteina  acilada  presente en ACPs.  Acil-CoAs de  cadena  larga  (15  carbonos)  han  sido

observadas  en  los  cristales  de  dos  aciltransferasas  de  levaduras  (1IYK y  lllD).  La  estructura

terciaria de la regi6n aminoacidica que une el ligando en estas proteinas fue comparada con las

estructuras cristalinas de  Lasl  y Esal  y con el  modelo estructural de Afel.  La regi6n que aloja  la

acil-CoA en  acil transferasas  inc]uye al  motivo estructural  [P4-Iazo-er6],  sin  embargo,  el extremo

acilo de este ligando limita con el lazo ubicado entre la h6lice ct6 y la hoja P5 (figura 12).

Para evaluar la participaci6n del motivo [a6-lazo-P5] en la selectividad de sustrato para la

sintesis  de AHLs,  se  realizaron  mutantes  de  sustituci6n  de Afel  en  donde  aminoacidos  de  la

proteina silvestre fueron reemplazados por aminoacidos mas voluminosos (Ieucina).
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Figura 12. Similitud estructural entre el bo[sillo de union a acilcoA en la N-miristoil-transferasa 1 IYK
de Cand/.da a/b/came y el sitio I de Afel.  En A y 8 se muestran distintas vistas de los primeres 200
amjnoacidos  de   la   N-miristoil-transferasa   llYK.   En   C   se   muestra  el   modelo  de  Afel   silvestre
destacando  los aminoacidos sustituidos  por leucinas en el  mutante AfelMi6 (AVGA)  (D).  El  resto de
los mutantes de sustituci6n de este motivo en particular no fueron incluidos en la figura debido a que
la orientaci6n de los aminoacidos sustituidos es similar a las que se observan en el mutants Afelw6
(AVGA).

En  la  figura  loc  podemos  observar  que  en  comparaci6n  con  Afel  silvestre,  Ia  mutante

AfelMi2 (G138L),  muestra una disminuci6n en la producci6n de AHLs de cadena larga, aunque se

detectaron tambi6n AHLs de  cadena  mediana  y corta.  Por otro  lado  para  las  mutantes AfelMi3

(A139L),   AfelMi4   (G138L;   A139L),   AfelMi5  ov135L;   G138L;   A139L)   y   AfelMi6  (A134L;   V135L;

G138L; A139L) solo se detectaron AHLs de cadena corta.
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5.   Discusi6n

Los trabajos enfocados a determinar el mecanismo de reacci6n de las proteinas  I  han sido

capaces de identificar aminoacidos conservados y esenciales para la actividad de estas enzimas

(Hanzelka y col.,1997;  Parsek y col.,1997; Wat§on y col., 2002;  Gould y col., 2004).  La mayoria

de  estos  aminoacidos  estan  ubicados  en  la  regi6n  N-terminal,  donde  se  ham  identificado  dos

zonas de  importancia:  el sitio de  uni6n del SAM,  uno de los dos sustratos,  y una red de pares

i6nicos.  El  "docking"  de  SAM  sobre el  modelo  de Afel  permite  postular a  los  aminoacidos  F27,

Q30 y W33 para la uni6n de SAM.  Esto concuerda con el sitio de uni6n a SAM propuesto en el

cristal de Lasl (Could y col., 2004) y con otras proteinas que unen SAM formando un "sandwich"

de  anillos  aromaticos  (Schubert  y  col.,  2003).  La  similitud  de  estructura  primaria,  secundari.a  y

terciaria entre Lasl y el modelo de Afel, permite proponer que en Afel los aminoacidos R23, E42,

D44, D47, R68 y R102 formarian una red de pares i6nicos, Ia cual pone en contacto las hojas 82,

P3 y P4 con la h6lice al  y el lazo entre al y a2. Se ha propuesto que uno de los roles de esta red

i6nica  seria  estabilizar  zonas  con  alto  grado  de  flexibilidad  en  el  extremo  N-terminal.   Cabe

sefialar  que   los   cn.stales   de   proteinas   I   ham   sido   obtenidos  dificultosamente  debido  a   la

flexibilidad que  presentan zonas del extremo N-terminal.  En este sentido,  la estructura de  Esal

esta incompleta ya que la disposici6n de los aminoacidos 16-27 no pudo ser determinada. Si bien

la  estructura  de  Lasl  esta  completa,  la  proteina  cn.stalizada  no  es  exactamente  la  que  esta

codificada en el genoma de Pseudomonas aemg/.nosa. La proteina cristalizada (llamada LaslAG)

posee una sustituci6n de 6 aminoacidos en el extremo N-terminal, dando una menor flexibilidad a

esta zona y posibilitando la cristalizaci6n de la proteina.

La estructura de Esal muestra que los aminoacidos E97 y S99, junto con particjpar de la red

de pares i6nicos,  coordinan una molecula de H20.  En la reacci6n de acilaci6n el carbono  1  (C1)

de la cadena acilo sufre un ataque nucleofilico por parte del grupo amino del SAM.  La molecula
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de H20 o en su defecto la S99,  servirian como base catalitica abstrayendo un prot6n del grL]po

amino del  SAM  (\^/atson y col.,  2002).  Junto con los aminoacidos R100 y F101,  Ia S99 participa

de   un   "B-bulge"   que   intemumpe   la   hoja   P4.   Estos   aminoacidos   y   esta   estmuctura   estan

conservados en Lasl  (aminoacidos S104,  R104 y F105) (Gould y col., 2004).  Los modelamientos

de 3-oxo-C6-fosfopanteteina en  Esal  y de 3-oxo-Ct2-fosfopanteteina en  Lasl  muestran que este

"P-bulge" permitiria que los aminoacidos R100/R104 y F101/F105 fomen puentes de hidr6genos

con el oxigeno del grupo carbonilo del Cl  de la cadena acilo,  el que puede formar un  oxiani6n

durante la  reacci6n de acilaci6n del SAM.  En  el  modelo de Afel,  Ios aminoacidos S101,  R102 y

F103  tambien  forman  un  "a-bulge"  en  el  medio  de  la  hoja  84,  el  que  podria  tener funciones

cataliticas similares a los "P-bulges" de Esal y Lasl.

Es  esperable  que  tanto  el  sitio  catalitico  como  el  sitio  de  uni6n  a  SAM  se  encuentren

altamente conservados en proteinas I. EI SAM es un sustrato comtln para todas las proteinas I y,

por lo tanto,  los aminoacidos que conforman su sitio de uni6n deben compartir un alto grado de

similitud.  A diferencia  del  SAM,  las  acjl-ACPs  son  sustratos que  poseen  una  regi6n  constante

(ACP) y una variable (la cadena acilo), por lo que es posible que el sitio de uni6n a las acil-ACPs

sea conservado en  la regi6n que interacttla con la parte proteica de acil-ACP y en algdn grado

distjnto en la regj6n que alberga la cadena acilo.

Las ACPs son transportadores  universales de  intermedian.os  acilados fundamentales en  la

sintesjs  de  acidos  grasos.  En  bacten.a,  Ias  ACPs  son  proteinas  pequefias  que  constan  de

aproximadamente 80 residuos de aminoacidos,  cuya estructura  priman.a,  secundaria y terciaria

esta  altamente  conservada  (Byers   y  Gong,  2007).  Los  genomas  bacterianos  pueden  poseer

varios  genes  que  codifiquen  para  ACPs.  Tal  es  el  caso  de  P.aemgi.nosa,   donde  se  han

caracterizado tres ACPs (ACP1, ACPP y ACP3) (Raychaudhuri y col., 2004).  Mediante ensayos

de actividad con la sintasa de AHLs Rhll se ha demostrado que, a pesar de la alta similitud que
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existe  entre  ACPs,  las  proteinas  I  poseen  cierta  preferencia  por  algunas  de  ellas.  Asi  por

ejemplo,  dentro de  las tres ACPs de P.  ae"g/.nosa, ACpl  y ACPP son  los  mejores sustratos

para  Rhll  en  la  sintesis  de AHLs  (Raychaudhuri  y  col.,  2004).  El  genoma  de A.  fer7oorf.dens

indica la presencia de dos genes que codificarfan para ACPs, AFE_1148 y AFE_2243. Si bien las

secuencias  aminoacidicas  de  ]as  proteinas  que  codificarian  ambos  genes  comparten  un  alto

grado de similitud con ACpl  y ACPP, AFE_1148 destaca con tener 70,7% y 47,6% de identidad

con ACPP y ACP1, respectivamente.

La  alta  similitud  que  comparten  las  ACPs  de  diferentes  organismos  hace  pensar que  su

estructura terciaria  muy  probablemente es equivalente  (Byers   y Gong,  2007).  En  general,  Ias

ACPs constan de 3 h6lices a largas (al, a2 y a4) y una corta (a3).  En el inicio de la h6lice a2 se

encuentra  el  motivo  conservado  DSL,  el  cual  es  reconocido  por fosfopanteteinil  transferasas

durante el traspaso de este grupo prostetico a la ACP, donde el residuo de serina (S35 en ACP

de E. co//) de este motivo es responsable de unir covalentemente la fosfopanteteina. Debido a su

cafacter  acidjco,  las  ACPs  son  proteinas  sumamente  flexibles.  No  obstante,  estas  proteinas

pueden  alcanzar  cierta  estabilidad  por  la  coordinaci6n  de  ciertos  iones  y  par  interacciones

aminoacido-aminoacido y aminoacido-cadena acilo.  De hecho,  hay evidencias que  revelan que

por lo memos los primeros 6 u 8 carbonos de esta cadena estan dentro de la cavidad que forman

las helices a2, ci3 y a4 (Mayo y Prestegard,1985; Byers  y Gong, 2007).

Hasta  la fecha  existen  pocos  cristales  de ACPs  bacterianas  unidos  al  grupo  prost6tico  de

fosfopanteteina y cadena acilo.  La  estructura de la ACP de E.  co//.,  cuyo  c6digo de entrada  en

PDB es lL0l,  muestra una cadena acilo de 4 carbonos unida a la fosfopanteteina.  Esta proteina

comparte  un  alto  grado  de  identidad  y  similitud  con  ACpl  de  P.  aemg/.nosa  y AFE_1148  de

A.  fe/roori.dens,  por lo que proponemos qile sus estructuras terciarias  deben ser similares.  De
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hecho,  la proteina Afel de A.  feTroex7.clans sobreexpresada en E.  co//. en capaz de utilizar ACPs

de esta tlltima bacteria como sustrato para la sintesis de AHLs (Farah y col., 2005).

Es conocido que  las ACPs  interacti]an  con  una  gran diversidad de  proteinas  gracias  a su

h6lice a2,  llamada "heljce de reconocimiento" (Byers y Gong, 2007). Se ha demostrado que dos

residuos  de  aspartato  (D35  y  D38)  qile flanquean  la  serina  (S36)  responsable  de  la  uni6n  de

fosfopanteteina, juegan un rol fundamental en la interacci6n electrostatica entre las ACPs y otras

proteinas.  En  Lasl,  se  ha  propuesto  que  residuos  positivos  ubicados  en  la  h6lice  at  estarfan

interactuando  con   la   helice  cl2  de  ACP  cargada   negativamente   (Gould  y  col.,   2004).   Por

analogia, es posible atribuirle esta funci6n a la helice ct7 de Afel, puesto que esta tambien posee

residuos positivos (R152 y R156).

Si bien hay evidencia de que un residuo aminoaofdico puede ser responsable de discn.minar

entre acil-ACPs con diferen{es largos cadenas (Brader y col., 2005), Ia teoria de que este tipo de

selecci6n este dada por el rol esterico de un bolsillo a cavidad,  la cual involucra un conjunto de

aminoacidos,  parece ser mss probable (\/Vatson y col., 2002; Gould y col., 2004).  Debido a la alta

similitud estructural que hay entre aciltransferasas y proteinas  I  es que se ha propuesto que el

sitio  de  union  de  la  cadena  acilo  es  un  bolsillo  formado  por  las  hojas  P4  y  85  (Watson  y  col.,

2002;  Gould  y  col.,  2004).  Mientras  que el  modelamiento de 3-oxo-C6-fosfopanteteina  en  Esal

muestra que el sitio de uni6n a la cadena acil seria una cavidad paralela y adyacente a la hoja 84

(figura 4A),  el modelamiento de 3-oxo-Ci2-fosfopanteteina en  Lasl  revela que si bien el sitio de

uni6n  a  la  cadena  acilo  comjenza  contiguo  al  "a-bulge"  de  la  hoja  84,  contintla  perpendicular a

esta  dltima  estructura  a  lo  largo  de  la  h6ljce  c[7,  pudiendo  limitar  finalmente  con  la  helice  a8

(figura 48).
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A  diferencia  de  los  modelamientos  realizados  en   Esal  y  Lasl,   el  analisis  de  "docking"

realizado sobre Afel se efectu6 s6lo con la cadena acilo y no con acil-fosfopanteteina. Esto, junta

con el alineamiento que muestra la figura 5,  permiti6 proponer un nuevo posible sitio de union   a

la  cadena  acilo  correspondiente  al  motivo  estructural  [84-lazo-a6]  (sitio  11,  figura  68).  En  esta

tesis investigamos la participaci6n del Iazo ubicado entre la hoja 84 y la h6lice a6 en la sintesis

de  AHLs  mediante  mutaciones  sitio-din.gidas  sobre  Afel.   La  mayoria  de  las  mutaciones  se

hicieron sabre aminoacidos no conservados,  Ios cuales no ham sido sujetos de investigaci6n en

trabajos anteriores.  Todas  las  mutantes construidas son  capaces de sintetizar AHLs,  indicando

que el sitio catalitico sigue activo. No obstante, existen diferencias en el patr6n y, aparentemente,

en la abundancia relativa de las AHLs producidas por las sintasas mutantes (figura 9).

Escisiones de 4 y 5 aminoacidos en la regi6n del lazo ubicado entre la helice crfe y la hoja P4

resultan  en  la  disminuci6n  o  perdida  de  la  producci6n  de  AHLs  de  cadena  larga  [figura  9A,

mutantes AfelMi (AAKMP), AfelM2 (AQAKM) y AfelM3 (AQAKMP)].  Es  posible que la  reducci6n de

la di§ponibilidad  espacial  de  la  cavidad  que forma  el  motivo  [P4-lazo-a6] s6lo  permita  entonces

recibir acil-ACPs con cadena acilo mediana a corta.  Por otra parte, el pequefio ensanchamiento

de las manchas correspondientes a AHLs con largo de cadena mediana sugiere, en acuerdo con

lo desarl.ollado anteriomente,  un posible aumento en la producci6n de AHLs con este largo de

cadena acilo. Ambos resultados apoyan nuestra hip6tesis inicial de que la disponjbilidad espacial

del motivo [P4-Iazo-a6] esta involucrada en la selecci6n del tamafio de la cadena acilo.

La  mutante  de  escisi6n   para  8  aminoacidos,  Afelue  (ALNGQAKMP),   miiestra  s6lo  una

mancha correspondiente a AHLs de cadena corta (figura 98) Io que tambien esta de acuerdo con

la  hip6tesis  planteada.  Sin  embargo,  la  evidente  disminuci6n  del  area  de  esta  mancha  en

relaci6n  con  la  sintasa  silvestre  hace  sospechar  que  esta  mutaci6n  podria  estar  afectando

negativamente la estructura de la proteina, disminuyendo la producci6n de todo el repertori.a de
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AHLs sin  importar el tipo de cadena acilo.  En  cualquier caso,  la diferencia entre los perfiles de

AHLs  producidos  por  este  mutante  y  los  producidos  par  los  mutantes  de  escisi6n  de  4  y  5

aminoacidos no se explica par una posible funci6n  individual especifica  llevada a cabo  por los

aminoacidos  Leu-108,  Asn-109  y/a  Gly-110  [figura  98,  mutantes AfelM5 (AL),  AfelM6 (AN),  AfelM7

(AG)  y  AfelM8  (ALNG)].  Par  lo  tanto,  Ia  disminuci6n  de  la  producci6n  de  AHLs  se  debe  a  la

ausencja  conjunta  de  los  8  aminoacidos  en  el  motivo  [P4-lazo-er6].  El  perfil  de AHLs  producido

por el mutante AfelM7 (AG) muestra la presencia de AHLs de cadena larga,  mediana y corta, en

niveles   mss  altos que  los observados  para  la  proteina silvestre,  observandose  incluso  lo  que

pudiese    ser una  Cio-HSL  (flecha  negra,  98).  Este fen6meno  es  dificil  de  explicar ya  que  el

aminoacido escindido, glicina, es pequefio volumetricamente hablando y su ausencia no deberia

afectar en demasra a la cavidad del motivo [P4-[azou6].

Los   resultados   obtenidos   con   la   sustituci6n   del   motivo   [84-Iazo-a6]   de   Afel   por   los

presentados en  Expl,  Esal  y Rhll  apoyan  el  rol  esterico que cumpliria este motivo.  La proteina

Esal de P.  sfewarfi.t. produce AHLs de cadena corta (3-oxo-C6-HSL) y su motivo estructural [84-

lazo-a6]   esta   intemumpido   por  la     helice   a5   (figura  4A).   En   el   mutante  AfelMio  (Esal)   se

escindieron   la   misma   cantidad   de   aminoacidos   que   la   que   se   incorporaron   (tabla   5).

Precisamente,   estos  aminoacidos  incorporados  son   los  que  fomian  la   helice  a5   en   Esal.

Sugerimos   que   esta   estructura   acortaria   e§pacialmente   la   cavidad   y   le   otorgaria   rl.gidez,

volvi6ndola menos apropiada para encajar acil-ACPs de cadena larga.

En  distintas  cepas  de  E.  carotovora  se  han  descrito  dos  tipos  de  Expl.  Una  de  estas  es

capaz de  sintetizar mayoritariamente  3-oxo-C8-HSL y la  otra  3-oxo-C6-HSL.  La  sustituci6n  que

posee  el  mutante  AfelM9  (Expl)  fue  disefiada  a  partir  de  la  secuencia  aminoacidica  de  Expl

perfeneciente   a   E.   carofovora   EC   CFBP   6272.   Ia   cual   produce   3-oxo-C8-HSL   como   Al

mayoritario.  En  el ensayo en  CCF se observa  la  producci6n AHLs de cadena corta y mediana
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(figura 9A). La sustituci6n incluye todos los aminoacidos pertenecientes al lazo e incluso residuos

pertenecientes a la heljce G6.  El alto porcentaje de similitud de secuencia entre Esal y Expl (43%

identidad, 74% similitud) permite predecir la formaci6n de la h6Iice G5 entre la hoja 84 y la helice

a6  para  Expl,   por  lo  que  atribuimos  el  cambio  de  abundancia   relativa  de  AHLs  al   mismo

fen6meno   que   se   observa   en   el   mutante  AfelMio  (Esal),   es   decir,   la   disminuci6n   de   la

disponibilidad espacjal en el motivo [84-laro-a6].

Rh]l de P.  aeng/.nosa produce AHLs de cadena corta (C4-HSL).  Para poder simular el lazo

de   Rhll   en   Afe[,   la   construcci6n   del   mutante   AfelMq   (Rhll)   const6   de   la   escisi6n   de   16

aminoacidos y la jncorporaci6n de s6lo 6.  El ensayo en CCF indica la perdjda de la producci6n

de AHLs de cadenas largas y medianas correlacionandose con la producci6n descrita para Rhll.

Los  cambios  en  los  perfiles  de  AHLs  producidos  por  estos  tres  mutantes  de  sustituci6n

pueden ser atn.buidos a la reducci6n del tamafio del motivo [84-lazo-a6] en comparaci6n con Afel

silvestre.  Sin  embargo,  la  mantenci6n de  la  prodllcci6n  de C8-HSL por parte de AfelMio (Esal)  y

de C6-HSL par parte de AfelM9 (Expl)  y AfelM" (Rhll),  indica que  las caracteristicas estructurales

para selecci6n de la longitud de la cadena acilo no parecen estar presentes en su totalidad en la

disponibilidad espacial del motivo [84-lazo-a6].

El  cristal  de  Lasl  muestra  que  el  bolsillo  de  uni6n  a  la  cadena  acilo  podria  limitar  con  la

helice a(8 (figura 48),  Ia cua] tambi6n jugaria un rol similar en Esal.  En el modelo de Afel  la helice

a8 esta ausente, por lo que es facil imaginar que si Afel utilizara el sitio de uni6n propuesto para

la   uni6n   de   cadena   acilo   en   Lasl   (sitjo   I),   esta   cavidad   permitiria   encajar  cadenas   acilo

independiente de su longitud,  algo que parece 16gico en  una sintasa de AHLs de cadena larga

como Afel. Estructuras de IV-aciltransferasas de levaduras cristalizada§ en presencia de acil-CoA

(1llD  y  llYK)  muestran similitud  estmuctural  con  proteinas  I  a  lo  largo  de  la  regi6n  [P4-Iazo-a6-
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lazo-P5] (figura 10 A y 8). Al jgual que Afel, estas aciltransferasas tampoco poseen la h6Iice a8,

sin embargo, la parte acilada de la CoA Iimita con el lazo ubicado entre la helice a6 y la hoja P5.

Tomando  esto en  cuenta,  se disefiaron  mutantes de sustituci6n que pudiesen disminuir el

espacio  que  deja  djsponible  esta  cavidad.  Las  proteinas  mutantes  poseen  sustituciones  que

involucran  los aminoacidos G138 y A139,  presentes en el v6rtice de la  cavidad fomiada por la

h6Iice a6 y la hoja 65, y V135 y A134, ubicados hacia el final de la helice c[6 (figura 10 C y D).

Aunque todas  estas  mutantes  disminuyen  de  manera  evidente  la  producci6n  de AHLs  de

cadena  larga,  es  muy  posible que  se est6 afectando  la  producci6n  del  repertorio  completo  de

AHLs,  algo  similar  a  lo  observado  en  el  mutante  AfeM4 (LNGQAKMP).  La  mutante  que  se  ve

menos afectada es AfelMi2 (G).  Esto se puede explicar porque la cadena lateral de leucina que

reemplaza a la glicina 138 se orienta hacia afuera de la proteina (figura 10 D). Por el contrario, el

resto  de  las  mutantes  [AfelMi3  (A),  AfelMi4  (GA),  AfelMi§  OVGA)  y AfelMi6  (AVGA)I  poseen  por  lo

menos  una  leucina  cuya  cadena  lateral  se  orienta  hacia  dentro  de  la  cavidad  formada  por  la

h6lice a6 y la hoja P5, Io que podria afectar en demasia el plegamiento de Afel (figura 10 D).

Estos  resultados  no  nos  permiten  apoyar  ni  descartar  el  sitio  I  propuesto  por  Could  y

colaboradores  como  posible  sitio  de  uni6n  a  la  cadena  acilo.   En  parte,  esto  se  debe  a  la

metodologia   utilizada   para   detectar  la   serial   de  AHLs.   La  tecnica  de  detecci6n   mediante

biosensor es  una t6cnica cualitativa que tjene la ventaja de asegurar que las AHLs detectadas

poseen actividad biol6gica, sin embargo, este ensayo no permite cuantificar la concentraci6n de

las AHLs en los extractos, entregando informaci6n s6lo acerca de la presencia o ausencia de un

tipo de AHL y de una relaci6n de mayor a  menor cantidad considerando el  area de la mancha

detectada  en  la  CCF.   En  este  sentido,   los  resultados  obtenidos  en  esta  tesis  deben  ser

comprobados  mediante  la  detecci6n  y  cuantificaci6n  de  las  distintas AHLs  producidas  por los
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distintos  mutantes  de Afel  mediante,  por ejemplo,  HPLC  acoplada  a espectrometrfa  de  masas

(Gould y col., 2006).

No  obstante,  Ios  mutantes  de  escisi6n  desarrollados durante  este trabajo sugieren  que  la

longitud del lazo comprendido entre la hoja P4 y la helice a6 y el volumen asociado al motivo [P4-

Iazo-a6] estan  involucrados en la selecci6n del largo de la cadena acilo presente en acil-ACPs.

Considerando el alto grado de similitud entre las ACPs de distintas bacterias Gram-negativas y

en  la  capacidad  de  Afel  de  sintetizar  AHLs  utilizando  acil-ACPs  de  E.  co//.,  creemos  que  la

interacci6n  de estas proteinas es de cafacter electrostatico y que  involucra  los  residuos  D34 y

D38  de  la  h6lice  a2  de  la ACP y los  residuos  R152 y R156  de  la  helice  a7  de Afel  (figura  11).

Este modo de interacci6n ya ha sido propuesto con anterioridad  para Lasl  (Gould y col„ 2004).

Para que esta interacci6n sea posible,  Ia fosfopanteteina acilada deberfa  ubicarse hacia el  lado

opuesto de la h6lice a7 de Afel, es decir, orientada hacia el motivo [84-Iazo-a6]. Asi mismo, para

que  el  Cl  de  la  cadena  acilo  se  posicione  cerca  del  sitio  activo,  la  acil-fosfopanteteina  debe

pasar a trav6s del motivo [84-lazo-a6].  Mientras que este grupo prostetico podria alojarse en la

zona   cercana   al   f}-bulge,   concordando   con   el   sitio   propuesto   para   fosfopanteteina   en   la

estructura  cristalina  de  Esal  (Watson  y  col.  2002),  la  cadena  acilo  podria  ubicarse  dentro  del

motivo [P4-Iazou6], tal y como lo muestra el "docking" de una cadena de 14 carbonos sobre Afel

(figura 6A).
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Fl9ura  13.  Modelo propuesto para la interacci6n entre acil-ACPs y Afel.  En gris se muestra  la
ACP  de  E.  co/i.  (1L0l),  desfacandose  el  residuo  de  serina  36  unido  al  grupo  prosfetico  de
fosfopanteteina  y  los  nesiduos  de  aspartato  34  y  38  Ios  que  podrfan   interactuar  con   las
argininas  152 y 156 de Afel.
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6.   Conclusiones

1.-   La   tecnica   de   mutaci6n   sitio-dirigida   independiente   de   ligasa,   SLIM,   resulta   ser   una

herramienta   simple   y   I]til   para   el   estudio   de   la   participaci6n   de   motivos   particulares   y/o

aminoacidos  puntuales  en  la  funci6n  que  desempefian  proteinas  coma  las  sintasas  de AHLs.

Como resultado de este trabajo se logr6 la construcci6n de  16 plasmidios que contienen genes

mutantes  para  el  gen  are/.  Cada  gen  fue  exitosamente  expresado  en  E.  co/f.  y  las  distintas

versiones mutantes de la proteina Afel muestran actividad AHLs sintasa.

2.-  EI  Iazo  ubicado  entre  la  hoja  P4  y  la  helice  a6  de  Afel  participa  en  la  sintesis  de  AHLs,

aparentemente,  en la selecci6n del sustrato acil-ACP.  Probablemente la longitud de este lazo, y

por  consiguiente,  el  espacio  disponible  en  el  motivo  [84-lazo-a6]  podria  discriminar  entre  acil-

ACPs con diferente largo de cadena acilo.

3.-     Metodologias   mss   precisas  son   necesarias  para   la  validaci6n   del   modelo   propuesto.

poniendo especial 6nfasis en la tecnica de cuant.rficaci6n de AHLs.  No obstante,  Ios resultados

de este trabajo junto  con  la  literatura  referente al sustrato acil-ACP,  permiten  proponer al  site  11

de Afel  como  un  nuevo sitio de  uni6n  y selecci6n  para la cadena  acilo,  y a  la  helice a7  como

responsable de la interacci6n con la helice a2 de ACPs.
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