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1. Resumen.

El  "Quorum  Sensing"  (QS)  es  un  sistema  de  comunicaci6n bacteriana  que  controla  la

expresi6n  de  ciertos  genes  en  funci6n  del  tanafio  poblacional.  Existen  varios  tipos  de

sistemas de QS. El sistema mds generalizado en bacterias Gram negativa es el QS de tipo

AI-1, en el cual estin involucradas dos familias proteicas. Una es la familia R, compuesta

por factores transcripcionales cuya actividad depende de acil-homoserina lactona (AHL) o

autoinductor de tipo 1. La otra es la familia I, compuesta por sintasas de AHL. Las AHLs

son mol5culas orginicas pequefias que se acumulan en el medio a medida que la poblaci6n

bacteriana aumenta. Cuando se alcanza rna concentraci6n umbral de AHL, esta se une a los

reguladores R, que regulan la transcripci6n de sus genes blancos. En nuestro laboratorio se

analiz6 por m6todos bioinformaticos la secuencia del  genoma de j4. /erroorr.dc7#s ATCC

23270  y  se  descubri6  dos  marcos  abiertos  de  lectura  (ORFs)  que  codifican  para  dos

proteinas que presentan rna similitud de 60 % y 64% con las proteinas Bvel y BveR de

B#r#o/c7er7.cr cepc7cz.cr que son miembros de las finilias IR del sistema QS de tipo AI-1. A

estos  ORFs  los  denominanos  a/eJ  y  a/ejz.  Estos  antecedentes  dieron  indicios  de  la

existencia de un sistema de QS de tipo AI-I  en 4. /erroorJ.da#s. Se decidi6 determinar si

efectivamente este sistema se encontraba en .4. /erroorj.c7aus porque en otras bacterias Gram

negativas el QS de tipo AI-1  e\sta implicado en el desarrollo de la biopel{cula que es muy

inportante en el proceso de lixiviaci6n de minerales que realiza .4. /ej-roorl.c7c}#s'. Para esto

se realiz6 el  analisis  de  extractos  de  sobrenadantes de  cultivos  de ,4. /erroorj.c7cus para

detectar si este microorganismo produce AHLs. Tambi5n se hicieron estudios de RT-PCR

para vcr si los genes a/eJ y cr/eR se expresan. Adicionalmente para caracterizar el sistema se



llevaron a cabo estudios de la transcripci6n de cr/eJ y a/eJZ durante la curva de creciniento

bacteriano.

Se observ6 que 4. /erroorj.dc[7?s produce AHLs y que los genes a/eJ y a/eR se transcriben.

Estos hechos sugieren que existe un sistema de QS de tipo AI-1 en 4. ferrooxidans.

Los  estudios  por  PCR  en  tiempo  real  de  la  variaci6n  en  la  expresi6n  del  par  g6nico

a/cJ/a/eR en funci6n de las distintas fases del crecimiento bacteriano dieron como resultado

que la expresi6n de cr/eJ aumenta en la fase estacionaria temprana y estacionaria tardia del

crecimiento con respecto a la fase exponencial media, mientras que la expresi6n de a/eR no

varia a lo largo de la curva de orecimiento.



2. Summary.

Quorum Sensing (QS) is a bacterial communication system where gene expression is under

control of cell density. There are several types of QS systems. The most common system in

Gram negative  bacteria  is the  QS  type AI-l.  Two protein families  are  involved  in this

system:  The  R  protein  finily  composed  of  transcriptional  regulators  whose  activity

depends  on  the  acyl-homoserine  lactone  (AHL)  or  autoinducer type  1  (AI-1)  and  the  I

protein family compose,d of proteins which produce AHLs. The rise of AHLs concentration

is proportional to an increase in population. When the concentration of AHLs reaches the

threshold, the AI interacts with its respective R regulator and the transcription of target

genes is regulated.  In our laboratory throuch bioinfomatics methods, we discovered two

open reading fianes (ORFs) inside the genome sequence of .4. /erroorz.dclus ATCC23270

encoding  for two  putative proteins which exhibit  60%  and  64%  similarity to  Bvel  and

BveR fi.om B#rfehoJder!'a ceprcj.¢.  Bvel and BveR are members of I/R protein families.

These  ORFs  were  called a/eJ and  cr/ejz.  The results  found  suggest that 14. /erroorz.dcus

should have a QS type AI-1. As the QS type AI-1 regulates the biofilm formation in many

Gram negative bacteria and biofilm is important for bioleaching process we decided study

if the QS type AI-1 mediated by cr/eJ and cr/eR is present in 4. /tzrroorj.drum. We analyzed

supematant    extracts    of   .4.   /errooridous    cultures    throuch   reverse    phase    liquid

chromatography fit with mass  spectrometry to  check if j4. /erroorz.c7aus produce AHLs.

Moreover the expression of o/eJ and c[/eR was investigated through RT-PCR. The results

shows that 4. /erroorz.dcr79s produce AHLs and the genes ¢/eJ and a/eR are transcribed in 4.

/erroorj.cZcz#s. These results reveal that 4. /erroorz.da#s' should have a QS type AI-I.



In  addition  Real  Tine  PCR  experiments  revealed  that the  transcriptional  level  of a/eJ

increased in early and late stationary phases with respect to middle exponential phase while

the      expression      of      cr/eJt      appeared      invariable      in      all      growth      phases.



3. Introducci6n.

3.I. Quomm Sensing.

Las  bacterias  se  comunican  unas  con  otras  mediante  sefiales  qu'micas  que  permiten

sincrohizar actividades de grupo. El "Quorum Sensing" (QS) es un tipo de comunicaci6n

bacteriana en que se producen y liberan pequefias mol6culas llamadas autoinductores (AI)

que se acumulan en el medio incrementaldose su concentraci6n a medida que la poblaci6n

crece.  Cuando  se  alcanzQ  una  concentraci6n  umbral  de  AI,  las  c61ulas  detectan  estas

moleculas y regular la expresi6n genetica en funci6n de la deusidad poblacional Ouller y

Bassler, 2001).

En el QS de bacterias Gram positiva las moleculas que acthan como  autoinductores son

pequefios p5ptidds modificados que se exportan via transportadores ABC.  Para regular la

expresi6n gehetica estos p6ptidos se unen a rna proteina kinasa sensora activindola. Esta

proteina  kinasa  pertenece  a  un  sistema  de  dos  componentes  por  lo  que  transfiere  la

informaci6n  sensorial  activando  a un regulador transcripcional  (mediante  fosforilaci6n),

que se encarga de regular la transcri|)ci6n de los genes blanco 04iller y Bassler, 2001).

En  bacterias  Gram  negativa  la  mol6cula  autoinductora  es  una  mol6cula  del  tipo  acil-

homoserina lactona (AHL). Esta mol5cula es detectada y su informaci6n es transferida a

trav6s   de   un   sistema   de   dos   componentes   en   un   sist6ma   de   QS   hforido   6   mds

frecuentemente, es detectada por un regulador transcripcional especifico que reconoce a la

AIEL en el interior de la c5lula y controla la expresi6n g6nica, siendo este el sistema de QS

de tipo AI-1  que esta presente en la mayor parte de las bacterias Gram negativa Q4iller y

Bassler, 2001 ; Waters y Bassler, 2005).
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Ademds, existe otro tipo de sistema QS que se encuentra tanto en bacterias Gram positiva

como en Gram negativa y esta involucrado en la comunicaci6n interespecifica. Este sistema

se denomina QS de tipo AI-2, debido a que la molecula sefial se designa como AI-2. Esta

mol5cula  es  del  tipo  furanosil  borato  di6ster.  Fue  originalmente  identificada  en  y!.br!.a

j!arvey!. y su producci6n depende de LuxS, pro`teina que esta ampliamente conservada en

bacterias Gram positiva y Gram negativa (Chen y col., 2002).

32. Quoriim Sensing de tipo AI-1.

EI QS de tipo AI-1 se descubri6 en la bacteria lulniniscente marina y!.brj.a/ische]`j., que vive

de foma plant6nica y en asociaci6n simbi6tica con el calaniar Ezjprymj7a sco/apes, donde

coloniza  el  6rgano  de  luz  y  crece  a  expensas  de  los  nutrientes  proporcionados  por  el

calamar.  A  cambio  P:  /}s'cherj.  produce  luz,  que  el  calamar  usa  para  protegerse  de  la

depredaci6n (Waters y Bassler, 2005).

La generaci6n de luz depende de un regul6p compuesto por el gen /!£x::A, que codifica para

el regulador transcripcional que detecta AI-1, y el oper6n Jzfx que contiene al gen JanfJ, que

codifica para lp sintasa de AI-1, los genes /zAI4 y /ZAIB que codifican para las subuhidades Ch

y P de la luciferasa, y los genes /arc, /urD y /arE, que codifican polipeptidos involucrados

en la sintesis del aldehido, sustrato de la luciferasa (Choi y Greenberg, 1991) Gig. 1a).

En K ¢scherz. el oper6n /!af esta regulado por el QS de tipo AI-1  (Fuqua y col.,1994). En

esta bacteria Luxl produce N-3 -(oxo-hexanoil) homoserina lactona (3 -oxo-C6-AHL), que se

acumula en el medio extracelular a medida que la poblaci6n crece.  Cuando alcanza rna

concentraci6n  umbral  de  5  a  10  nM,  el  3-oxo-C6-AHL  entra  a  la  c6lula  y  se  une  a  la



proteina LuxR, la cual se une a la region promotora del oper6n /ac y activa la expresi6n de

los genes lunlcDABE .

a

I-I--1'11------
-10                     -35                                         42                 -10

b

"Cftyc:LV.oqupNCN:::::::::::::::::=

Figura I. Organizaci6n gerfetica y estructural del oper6n /2AI. a) Loci /ar: Esta fomado por
dos unidades que se transcriben divergentemente, el oper6n /ar (flechas turquesas) y el gen
/orR  (flecha  morada).  En  el  espacio  intergenico  estin presentes  una  "caja  /ar"  (cundro
amarillo) n'o arriba del gen /ZAI/ y un sitio de uni6n para CAP (cuadro gris). b) Caja /ar: La
secuencia  superior  es  la  "caja  /ur"  de  7{  /sciferl.  y  la  secuencia  inferior  representa  la
secuencia consenso (Dunny y Winans,  1999). (Abreviaturas del consenso N = A, T, C o G.
S = C o G. X = N o un gap en la secuencia).

El sistema QS de tipo AI-1  de  P: /scfaerz. confomado por el par Luxl/R es considerado el

sistema  canchco  para  este  tipo  de  comunicaci6n  en  bacterias  Gram  negativa.  En  los

ultimos afros se ha identificado proteinas hom6logas al par Luxl/R en mas de 70 especies

de bacterias Gram negativa (Henke y Bassler, 2004).

Las proteinas que  sintetizan las AHLs estin conservadas evoLutivainente y confoman la

familia  I  de  sintasas  de  AI-1.  Las  proteirms  que  acthan  como  elementos  de  respuesta

especifica  para  estos  AI-1   forman  otro  grupo  conservado  evolutivainente  denominado

familia  R  de  reguladores  transcripcionales.   El  par  gehetico  I/R  esfa  ligado  fisica  y

funcionalmente, formando un casette regulatorio que coevoluciom (Gray y Garey, 2001 ).



Entre las bacterias  Gram negativa que tienen un sistema de  QS tipo A-1  se incluyen lag

proteobacterias pdxpuras fototr6Picas, vibrios marinos, bacterias de la riz6sfera y pat6genos

oportunistas  de  plantas  y  aninales.  En  estos  microorganismos  el  QS  regula  multiples

funciones tales como  la sintesis de exoenzimas, conjugaci6n, sintesis de exopolisacaldos

GPS),  prodycci6n  de  antibi6ticos,  1umini§cencia  y  formaci6n  de  biopeliculas  (Gray  y

Garey, 2001; Pirhonen y col.,1993; Fuqua y Winans,1994; Marketon y col., 2003; Dunlap,

1999; MCGowan y col., 2005; Davies y col., 1998).

3.2.I. Familia de Proteinas R.

La  finilia  de proteinas  R son miembros  de  la finilia  de  reguladores  transcripcionales

UphA/FixJ, sin embargo, las proteinas R solo tienen sinilitud en el dominio de uni6n a

DNA con los miembros de esta familia, por lo que forman una subfamilia aparte (Sitnikov

y col.,1995).

Estructuralmente  las  proteinas  R  estin  compuestas  por  dos  dominios  funcionales.  El

dominio carboxilo terminal que contiene un motivo de union a DNA y el dominio amino

terminal que posee el sitio de uni6n para la AHL Q4iller y Bassler, 2001).

El sitio en el DNA al que las proteinas R se unen es una secuencia que se caracteriza por

ser palindr6mica y corta, de longitud variable. El primer sitio descrito fue el sitio de uni6n

de LuxR al promotor del oper6n /£¢x: en 7: J}scherz.. Este sitio es rna secuencia palindy6mica

de 20 pb denominada "caja /ar". Producto del alineamiento de la secuencia de la "caja /ar"

con  otras  regiones  promotoras  de  genes  regulados  por  proteinas  de  la  familia  R  se

estableci6  rna  secuencia  consenso  para  el  sitio  de  union  de  estas  proteinas  (Dunny  y

Winans,  1999) Giig.  16).



La mayor parte de las proteinas R descritas son activadores transcripcionales. La actividad

de  estas proteinas  es  dependiente  de  AI-1,  ya que  en ausencia  de AI-1  la region amino

terminal enmascara al  dominio  carboxilo terminal  impidiendo  que la proteina se  una al

DNA. Cuando la AIIL se uno a su sitio, la proteina cambia de conformaci6n y es capaz de

unirse al DNA y activar la transcripci6n Ouller y Bassler, 2001; Choi y Greenberg,1991).

Se ham descrito algunos casos en que miembros de la finilia R acthan como represores

(Egland y Greenberg, 2000; Von Bodman y Farrand,  1995; Homg y col.,  2002). En 5ste

caso  la  dependencia  de  la  actividad  con  respecto  a  la  AHL  no  tiene  un  mecanismo

conocido. Se cree que estas proteinas se unen al DNA en ausencia de AHL reprimiendo la

expresi6n de los genes blanco y cuando  el AI esfa presente estas proteinas se liberan del

DNA permitiendo la expresi6n de los genes reprimidos Glomg y col, 2002; Von Bodman y

col., 2003).

Existen evidencias  geheticas  de que  los  miembros  de  la finilia R se  encuentran como

mon6meros en ausencia de AIIL y funcionan como dineros cuando estin uhidos a la AHL

(ZhaoLQing y col., 2000). Esto fue confimado con los reportes de la estructura cristalina de

TfaR de 497.obclcterJ.z/in f#me/c]c!.eus unido a su ligando  el 3-oxo-C8-AHL y a su sitio de

uni6n en el DNA (Vannini y col., 2002; Zhang y col., 2002).  Se observ6 que TraR es un

dinero asimetrico, en el que cada mon6mero une una molecula de autoinductor (Fig. 2). El

mon6mero de TraR esta confomado pop el dominio amino teminal de union a ligando

(ininodeidos 1 a 162) que consiste en sabanas a rodeadas de seis h6lices cL en donde el AI

esta profundamente insertado  entre  las sabanas  P  y las tres h6lices  a  superiores  en rna

cavidad  hidrofobica,  y  el  dominio  carboxilo  terminal  de  union  a  DNA  que  tiene  rna

estructura "h6lice-vuelta-helice" QTIH) (Vannini y col, 2002).
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FigtLra 2. Diagrama del complejo temario  [TraR/AI]2TraBox.  TraR
es  un  homodimero  asin6trico  siendo  la subunidad  8  (verde)  mds
alargada  que  la  A  (rojo).  Cada  mon6mero  esta  compuesto  por  el
dominio  amino  terminal  que  une  AHL  (alnarillo)  y  el  dominio
carboxilo  terminal  que  contiene  e]  motivo  HTH  de  uni6n  a  DNA
rvannini y col., 2002).

3.2.2. Familia de Proteinas I.

Los miembros de la familia I  son respousables de la sintesis especffica de las AHLs que

actlan como AI en el QS de tipo AI-1. Pruebas bioquimicas y geheticas determinaron que

los miembros de esta familia son mon6meros y tienen una baja actividad catalitica (Dunny

y Winans,1999; Hanzelha y col.,1997).
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En  esta  familia  el  grado  de  couservaci6n  es  solo  del  28  al  34%,  sin  embargo,  existen

residuos  couservados  a  lo  largo  de toda la  secuencia  de  estas  proteinas.  En el  dominio

amino termirml  esfa el  sitio  activo  que  contiene  10  aminoacidos  couservados.  ha mayor

parte  de  estos  aminoacidos  son  cargados  y  unos  pocos  son  de  naturaleza  hidrofobica.

Mediante   mutaciones   puntuales   se   demostr6   ademds   que   la  mayor   parte   de   estos

aminoatidos  son  esenciales  para  la  actividad  enzimatica  de  estas  proteinas.  La  regi6n

carboxilo terminal es mds variable pero tiene algunos aminodeidos Conservados y contiene

el sitio de union para la acil-ACP 0roteina transportadora de grupos acil) (Hanzelka y col.,

1997).

La S-adenosilmetionina (SAM) y la acil-ACP  son los  sustratos  de las proteinas  I  (Val y

Cronan,1998). El acil-ACP es un intermediario de la biosintesis de acidos grasos (Miller y

Bassler,  2001)  y  SAM  es  un  intermediario  de  la  via  de  sintesis  de  los  aminoacidos

metionina-lisina-treonina @unny y Winans,  1999).  Las proteinas  I  acoplan un  acil-ACP

espeoffico a SAM por medio de la formaci6n de un enlace amida entre la cadena acil del

acil-ACP y el grupo amino de la homocisteina del SAM, formando un intemediario acil-

SAM que se lactoniza liberando metiltioadenosing y AHL Oriller y Bassler, 2001).

En  base  a  la  estructura  de  las  proteinas  I  cristalizadas  Esal  de  PaHfoe¢  sfew¢r/I.i.  SLsp.

sfei4Jarfz.I. y Lasl de Pse#c7o"o#as aerz/gz.#oro 0?ig. 3), se confim6 que estas proteinas son

mon6meros   en   soluci6n  y   su  estructura  cousiste   en  una  plataforma  de   15minas   P

fuertemente comprimida que esta rodeada de h6lices a las que forman un tiinel hidrofobico

en el que se acomoda la cadena acil del acil-ACP para la sintesis de AIIL (Gould y col.,

2004; Watson y col., 2002).
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Figura   3.   Estructura   cristalina   de   Lasl.    La
proteina  Lasl  es  un  mon6mero  cuya  estructura
cousiste en una platafoma de lininas P rodeada
de helices a. ha coloraci6n del azul al rojo de las
lininas  P  y helices  Ch  indican la posici6n  de  los
residuos  dentro  de  la  secuencia  con  respecto  al
amino y carboxilo terminal (Gould y col., 2004).

3.2.3. Autoinductor.

Las AHLs son moleculas pequefias de cafacter hidrofobico formadas por un anillo lact6nico

unido a una cadena acil,  cuya longitud van'a entre 4 y  18 carbonos.  La cadena acil puede

tener alguna insaturaci6n y estar o no sustituida en el carbono 3 por un grupo carbohilo o

hidroxilo a:ig. 4) (Miller y Bassler, 2001). En un principio se creia que todos los tipos de

AHLs se movian libremente a trav6s de la membrana (Flavier y col.,  1998).  Sin embargo,

actualmente se postula que las mol6culas de AHLs de cadenas cortas como el C4-AHL se

mueven mediante difusi6n por la membrana, mientras que las AHLs de cadena larga como

3-oxo-Ci2-AHL  entran  a  la  c6lula  por  difusi6n  y  salen  a  traves  de  un  transportador  de

membrana, el MexAB-OprM (Yates y col., 2002; Pearson y col.,1999).
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Figura  4.  Ilustraci6n  de  los  distintos  tipos  de  AHLs.  Las  cadenas  acil  unidas  al  anillo
lact6nico pueden tener distintos sustituyentes en el carbono tres y pueden ser insaturadas
(circulos rojos)  (Dunny y Winans,1999).

3.2.4. Otras AIIL sintasas.

Ademds de la familia de proteims I existen otras dos farfulias de proteinas que sintetizan AI

del tipo AHL.  La familia de LuxM fue identificada en  yz.br7.a harve)/i. y se ha identificado

un  hom6logo  en  y. /ischerj.,  Aims,  que  coexiste  con  Luxl  y  sinteti2a  la  C8-AHL  en  V

/scherz. (Wilson y col.,1995).

El  tercer  tipo  de  AHL  sintasa  fue  identificado  en  Psezfdo"o#as /7c!oreceus.  En  este

microorganismo se encontr6 que la proteina Hdts es capaz de sintetizar mds de un tipo de

AHLs tales como: C6-AHL, Cio-AIIL y 3-hidroxi-Ci4:I-AIIL (Lave y col., 2000).
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33. Regtilaci6n del sistema I/R.

33.1. Aspectos generates.

El  sisteina  QS  de  tipo  AI-1  es  similar  en todas  las bacterias  en que  se  ha descrito,  sin

embargo,  las  proteinas  tipo  I/R  estin  casi  siempre  integradas  en  redes  de  regulaci6n

relacionadas con cambios de la expresi6n gehetica en respuesta a sehales ambientales. Esta

integraci6n  ocurre  a trav6s  de  la  regulaci6n  de  los  genes  de  tipo  I/R  (Ledgham  y  col.,

2003). Debido a esto la regulaci6n de estos genes es distinta para cada especie bacteriana y

esta relacionada con la red en que estin insertos.

3.3.2. Regulaci6n del sistema I/R en P?fri.a/Zsche7.i..

La regulaci6n del  sistema QS  en  7: /?scherj. esta ligada al control de la producci6n de la

biolurniniscencia debido  a que los  genes /zarJ y /cer:A  son parte  del regul6n Jcfx (Fig.  1a).

LuxR  se  one   a   su  propio  promotor  activando   su  transcripci6n  a  bajos   niveles   de

autoinductor, pero a altos niveles LuxR se autoreprime @unlap y Greenberg, 1988; Shadel

y Baldwin,  1991). La autorepresi6n de /2ocR requiere ademds de un elemento de regulaci6n

negativa presente en el oper6n /arJCD4BE que es rna secuencia corta parecida a la "caja

/arjz". Este elemento y LuxR interactian formando un loop, el curl causa la represi6n de

JZAIR (Shadel y Baldwin,  1991). A alta concentraci6n de AI-1  LuxR activa la transcripci6n

de /arJiniciando asi un circuito de control positivo (Ulitzur y Kuhn, 1988).
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3.3.3. Regulaci6n del sistema M{ en 4grobac/er7.#7» fzt»fe/¢cf.c»s.

Los  genes  I/R  en 4.  f#me/¢cz.eus  se  encuentran  en  el  plasmido  Ti.  Hay  dos  clases  de

plasmidio Ti, uno depende de octapina e induce trfljz via el activador transcripcional OccR

que responde a octapina, y el otro plasmido Ti es regulado por las agrocinopinas A y 8 que

inducen la expresi6n de trcrR a trav6s de la inactivaci6n del represor transcripcional AccR

0vliller y Bassler,  2001).  TraR activa la transcripci6n de trczJ y frzzR creando un ciclo de

retroalimeptaci6n positiva (Fuqua y col., 1994).

3.3.4. Regulaci6n del sistema I/R en Zke«domo»as drerJIgr'»osa.

En P.  aer#gr.#ascr existen dos  sistemas  de  Quorum Sensing  de tipo A-1.  Esta el  sistema

Lasl/R  y  el  sistema  Rhll/R.  Ambos  sistemas  estin conectados  y  se  activan  de  forma

jerdrquica, ya que LasR regula positivanente la expresi6n de rfa/A. Por otra parte tambien

se foma una retroalimentaci6n positiva en el sistema debido a que LasR activa la expresi6n

de /CJSJ y RhlR induce la expresi6n de r*/I 0v4iller y Bassler, 2001 ).

3A.Acidithiobacillusf;errooxidans.

3.4.1. Caracten'sticas generates.

4.  /erroorz.drHs' fue e| primer microorganismo descubierto capaz de oxidar minerales. ES

rna y-proteobacteria Gram negativa, mes6fila y acid6fila.  Su temperatura de crecimiento
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esfa  entre  los  20  y  35  °C,  y  su  pH  6ptimo  entre  1,8  y  2,0.  Es  un  quimiolitoaut6trofo

obligado,  cuya  fuente  de  electrones  la  constituyen  el  i6n  ferroso  y  una  variedad  de

coinpuestos  reducidos  de  azufre.  Es  un  microorganismo  preferentemente  aer6bico,  pero

tanbi6n es capaz de usar ion ferrico como aceptor de electrones. Es capaz de fijar C02 y

algunas cepas son capaces de fijar N2 ainwlings, 2002).

3.4.2; f4./e7.roorz.da7zs y QS de tipo AI-I.

.4. /erroorz.drjas  es  uno  de  los microorganismos  presentes  en los  cousorcios microbianos

encontrados  en  procesos  biohidrometaldrgicos  por  lo  que  es  de  gran  importancia  €n

biomineria Qawlings  y  Kusano,  1994).  Este microorganismo  se  une  a la  superficie  de

minerales  como la pirita mediante rna capa de EPS.  Esta capa forma una matriz donde

eventualmente  las  celulas  se  dividen  y  foman  una  biopelicula  (Rawlings,  2002).  Esta

matriz esfa impregnada de especies de Fe+3 acomplejados con acido glucur6nico y sirve de

espacio de reacci6n en donde la alta concentraci6n de i6n ferrico ataca quinicamente al

mineral en sus enlaces covalentes. En el proceso el i6n Fe+3 es reducido a ion Fe+2 que es

oxidado nuevamente por la bacteria. Tambien en este proceso ocurre una acidificaci6n local

que contribuye a la disoluci6n del mineral (Kinzler y col., 2003).

A pesar de la importancia de 4. /erroor!.czcrus en biominen'a se desconocen muchos aspectos

de su fisiologia como su capacidad para formar biopelfculas. Debido a que este estado es

clave para la oxidaci6n de minerales, es de sumo inteies conocer los procesos que influyen

en su formaci6n y desarrollo.  Se ha reportado para otras bacterias Gran negativa que el

sistema  QS  de  tipo  AI-1  regula  la  producci6n  de  EPS  y  el  desarrollo  de  biopeliculas



17

@avies  y  col.,  1998;  Von  Bodman  y  Farrand,  1995)  por  lo  que  es  relevante  ihiciar  el

estudio del QS de tipo AI-I en i4. /crroorJ.dcrus.

En   nuestro   laboratorio   se   analiz6   por   metodos   bioinformaticos   el   genoma   de  j4.

/erroorz.dcr#s  ATCC  23270  y  se  descubri6  dos  marcos  abiertos  de  lectura  (ORFs)  que

codifican para dos proteinas probables que presentan rna similitud de 60 % y 64% con las

proteinas Bvel y BveR de Ba4rifeo/derz.a cepcrcr.c[ que son miembros de las familias I/R. A

estos ORFs se los denomin6 a/eJ y a/eJi (Fig. 5).

<givF            Pst     az,=         PS2      q,En        >

Figura  5.   Locus   gehetico   del   QS   de  tipo  AI-1   en  4.  /erroorjdcr#s.   El   locus   esfa
compuesto por el gen cr/eR que esta en orientaci6n divergente con respecto a los otros dos
genes que conforman el locus, a/gJ y or;P (gen de funci6n desconocida). RIo arriba de c7/eJ
y de a/eR existen dos secuencias palindr6micas (Psl y PS2). Psl esfa confomada por dos
probables "cajas fl/e".

En base a estos antecedentes que dan indicios de la existencia de un sistema QS de tipo AI-

1 en i4. /erroorr.d¢#s', se inici6 este trabajo de tesis con el fin de comprobar si efectivamente

el  sistema  QS  de tipo  AI-1  esta presente  en  este  microorgahismo.  Para  esto  se  planted

estudiar la presencia de AHLs en sobrenadantes de cultivos de j4. /erroor!.c7clus y analizar la

expresi6n del par g6nico fl/ej/a/eR mediante RT-PCR. Urn vez comprobada la existencia de

un sistema de QS  de tipo AI-1  en 4. /p"oorj.dczrar se planted estudiar la variaci6n de la

expresi6n del par genico lth en funci6n de las distintas fases del crecimiento. Para llevar a

cabo lo anterior nos propusimos cuantificar los niveles de mRNA de cr/eJ y c}/eR mediante

PCR en tiempo real y analizar la expresi6n de AfeR mediante western blot.



18

3.5. Hip6tesis.

"En j4. /erroorz.dcus  existe  un  sistema de  QS  de tipo  AI-I  mediado  por el  par  g5nico

a/eJ/afeR, cuya expresi6n cambia durante las distintas etapas del crecimiento".

3.6. Obj etivos,.

3.6.I. Objetivo general.

Determinar la producci6n de mol6culas del tipo AHLs por .4. /g„oor7.dams y estudiar la

expresi6n de los genes cz/eJ y cr/eR durante las distintas etapas del crecimiento.

3.6.2. Obj etivos especfficos.

I.  Aislar  y  caracterizar  mol5culas  de  AHLs  desde  sobrenadantes  de  cultivos  de  j4.

fierroouidans.

2. Estudiar la expresi6n a nivel de mRNA `de los genes a/eJ y cr/ej{:

a) Mediante RT-PCR.

b) Cuantificando el mRNA durante el crecimiento bacteriano por PCR en tiempo real.

3. Estudiar la expresi6n de la proteina AfeR durante las distintas etapas del crecimiento

bacteriano:

a) Producci6n de anticuexpos policlonales para AfeR.

b) Detecci6n de AfeR por Western blot.
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4. Materiales y metodos.

4.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo.

Tanto  para  los  experimentos  de  detecci6n  de  AIEL,  como  para  los  experimentos  de

expresi6n de  los  genes cr/eJ y ci/ejz,  se utiliz6  la cepa ATCC  23270  de ,4cr.d!.ffaz.obcrcl.//as

/erroorz.daus.   Se   creci6   este  microorganismo   a  30   °C   con  agitaci6n   en  medio   9K

modificado  ®H 2,5),  que contiene:  0,40  g/I de Mgs04 x 7 H20,  0,10 g/I  de QITL)2S04,

0,04 g/I de K2Iff04x 3 H20 y 50 g/I  de perlas de azufre (Arredondo y col.,1994).

Para los experimentos de clonaci6n y expresi6n de proteinas recombinantes se usaron las

cepas de Escherz.chi.cr co/I.: TOP10F', JM109, DH5ex y BL21@E3). Estas cepas se erecieron

en medio LB, el cual fue suplementado con 100 mg/I de ampicilina QJB-amp) y 1  mM de

IPTG cuando  fug requerido.  Para la preparaci6n de placas con medio s6lido, se adicion6

agar a 1,5 % a/v) al medio LB.

4.2. Monitoreo del crecimiento celular.

Para verificar la etapa de crecimiento en que se encontraba un cultivo se tomaron muestras

de 4 Hl de cada cultivo y se realiz6 el conteo de c61ulas presentes en 80 cuadros chicos (Cc)

de la c5mara de conteo Petroff-Hausser, mediante el microscopio 6ptico OLYMPUS BX50.

La concentraci6n del cultivo se detemin6 con la siguiente fomula:

Concentraci6'n=      A      =celulas/ml
Cc x Vc
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A = ninero total de celulas contadas. Cc = ninero total de cuadros chicos contados.

Vc = 5 x 10-8 ml, volunen de un cuadro chico.

4.3. Extracci6n de AHLs desde el medio der cultivo dei4./€rroorz.da»sr.

Se  tom6  parte  del  sobrenadante  de  cultivos  de  j4. /erroorz.d,c}us  en  distintas  etapas  del

crecimiento  y  se  extrajeron  y  caracterizaron  las  AHLs  como  lo  describi6  Morin y  col.

(2003). Despu6s de remover por centrifugaci6n las c6lulas, se hizo una extracci6n orginica

en el  sobrenadante con diclorometano.  Se  elimino  el  9xceso  de  agua de  los extractos  de

diclorometano con sulfato anhidrido de magnesio. Estos extractos fi}eron filtrados y luego

secados  en un rotavapor.  Los residuos  fueron disueltos  en  1  ml  de  acetato  de  etilo  y se

analizaron mediante cromatografia liquida de fase reversa acoplada a un espectro de masas

en el Laboratorio de Biologia y Qu.mica Marina de la Uhiversidad de Bretafia en Francia.

4.4. Tecnicas de Bio]ogia Mo]ecu]ar.

4.4.1. Extracci6n de DNA gen6mico.

Para obtener DNA gen6mico de j4. /erroorz.dczur  se centrifugaron a 15.000 x g por 5 min a

4 °C 40 ml de un cultivo crecido en azufre. Se lavo el precipitado una vez con agua acida y

con rna soluci6n de citrato de sodio 10 mM pH 7,0. Para extraer el DNA cromos6micQ, se

us6  el  kit  "Wizard  para purificaci6n  de  DNA  gen6mico"  de  Promega®,  siguiendo  las

recomendaciones del fabricante para bacterias Gram negativa.
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4.4.2. Extracci6n de DNA plasmidinl.

A partir  de  cultivos  de  5  ml  crecidos toda la noche  de E.  co/I. DH5Ch  que  contienen  el

plasmidio pETcr/erji, se aisl6 DNA plasmidial con el  kit "sistema de purificaci6n de DNA

Wizard  Plus  Minipreps"  de   Promega®.   Cuando   se  requiri6  una  mayor  cantidad  de

plasmidio,  cultivos  de  50 ml de E.  co/z. TOP10F'  pCRT7INT-TOPO-cI/eR y JM109 PET

fueron usados para extraer DNA plasmidial con el kit "sistema de purificaci6n de DNA

Wizard Plus Midipreps" de Promega®.

4.43 Chequeo y cuantificaci6n de Acidos Nucleicos.

Los deidos nucleicos  extraidos se cuantificaron midiendo su absorbancia a 260 nm y se

detemin6 su pureza midiendo la relaci6n entre su al)sorbancia a 260 y 280 nm.

Se cheque6 los deidos nucleicos corriendo geles de agarosa-TAB al  1% p/v. Estos fueron

tefiidos con bromuro de etidio y visulizados en un transiluminador con luz UV.

4.4.4. Digesti6n de DNA con enzimas de restricci6n y purificaci6n de los fragmentos

digeridos.

Se digiri6 10 ng de pCRT7INT-TOPO-cz/eR con 70 U de JVZ7el y 90 U de H!.ndlll, y 5 pug de

PET con 60 U de jvdel y 80 U de ffj.#dlll. La digestion se llev6 a cabo por 2 h a 37 °C. Las

enzimas se inactivaron mediante calor incubindolas 20 min a 65 °C.
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Se purific6  el PET digerido y el  fragmento  correspondiente  al  gen a/ej}, resolviendo la

totalidad  de  la  reacci6n  de  digestion  en  un  gel  de  agarosa.  Desde  este  se  aislaron  los

fragmentos  de  DNA  de  inter6s  con  el  `Ckit  Wizard SV  Gel  PCR  Clean-up  System"  de

Promega®, sigulendo las recomendaciones del fabricante.

4,4.5. Ligaci6n.

El vector PET y el gen cr/eR digeridos con las enzimas Ndel y jJz.Hdill fueron ligados. La

reacci6n se realiz6 toda la noche a 4 °C, con 4,5 U de T4 DNA ligasa de Promega®.  La

relaci6n vector:inserto fue 1 :8.

4.4.6. Transfolmaci6n.

A 200  Hl de c5lulas competentes se agreg6  la reacci6n de ligaci6n,  se incub6 30 min en

hielo,   se dio un choque temiico  a 42  °C por 30  s,  se agreg6  250  prl  de medio LB  y se

incub6 por 60 min a 37 °C con agitaci6n. Se sembr6 150 ul del cultivo transformado en rna

placa LB-amp que se incub6 toda la noche a 37 °C.

4.4.7. PCR en colonia.

Se determin6 la orientaci6n del inserto ¢/eR en los clones recombinantes mediante PCR en

colonia  (Campbell  y  Choy,   2001).   Se  picaron  colonias  recombinantes  al  azar  y  se

res[]spendieron en 50 prl de agua. Se tom6 1  prl de la resuspeusi6n bacteriana y se agreg6 la
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mezcla compuesta por: 0,1  lil de LurRAFCOOH ( tabla 1) a 100 ng/prl, 0,1  Hl del partidor

T7 forward a 100 ng/Hl, 0,8 til de dxTP 1  mM, 0,5 prl de DMSO  100%, 2 Ill de buffer 5X

(250 mM Kcl, 50 mM Tris-Hcl pH 9,0, 0,5 % Triton X-loo y  12,5 mM Mgc12), 5,5 Hl de

H20 y 0,4 U de Taq polimerasa (Promega®). El volumen fmal de reacci6n para cada tubo

fue de 10 Hl. A cada tubo se adicion61  gota de aceite de silicona Gibco-BRL®.

El programa de la reacci6n de PCR fue: 3 min a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 30 s a 95

°C, 30 s a 6o °C, 3o s a 72 °C, y para finalizar 3 min a 72 °C.

Tabla 1. Partidores usados en la clonaci6n de a/eJi, analisis de RT-PCR y cuantificaci6n de
los niveles de mRNA de a/eJ y a/eJi.

Partidor Secuencia Ubicaci6n (pb)
LuxRECOOH S'nggatcacgacagcaacccgagca-3' 616-638

LuxlAFCOOH S'-cggttagt€cagatctatccagc-3' 543-565

Lux                Ndel 5'-catatggcgtcegaaatggcgcgt-3' -2-21

Lux~H2Ndel S'-catatgcaggttataaccgggcca-3' -2-21

AfeR-RT1 5'-aggtcaacatgccgcccatc-3' 300-319

Afel-RT1 5'-gcaaagcgcga€agttccca-3' 302-321

afeRplrlfor 5'ngcgatgacttgtttgc-3' 213-228

afeRplrlrev 5'-agataactgtacggcga-3' 446463

afelplrlfor 5'-ccgaatantctgtatgcg-3' 34-51

afelplrlrev 5'-ccagtccgttgagtaa-3' 263-278

ode 16S esp for 5'-tggtgcctagcgtactgagtgt-3' 784-805

afel 6S esp rev 5'-ccgaagggcacttccgca-3' 976-993
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4.4.8. Secuenciaci6n.

Se  secuenciaron  ambas  bebras  del  plasmidio  pEItr/eJt  de  los  clones  recombinantes,

utilizando los partidores T7 forward y T7 terminador en el centro de Biotecnologia de la

Universidad de Chile.

4.5. Purificaci6n de AfeR y generaci6n de anticuerpos.

4.5.I. Inducci6n de la expresi6n de a/cR

Se tomaron 200 ml de un cultivo crecido toda la noche de la cepa recombinante de E. co/I.

BL21@E3)®ETh/eji) y se reinocularon en 1800 ml de medio LB. Se incub6 a 37 °C con

agitaci6n hasta rna D.O. de 0,6 a 600 nm y se indujo la producci6n de AfeR con IPTG

lmM, durante 6 h.

4.5.2. Purificaci6n de cuerpos de inclusi6n.

Se cosecharon las c6lulas por centrifugaci6n a 5.500 x g por 15 min a 4 °C. El precipitado

se resuspendi6 en 30 ml de "binding buffer" 1X (5 mM imidazol, 0,5 M de Nacl y 20 mM

Tris-Hcl pH 7,9).  La suspeusi6n bacteriana obtenida fue digerida con 24 pug de lizosima

por 30 min a 30 °C, luego de lo cunt se trat6 el extracto con ultrasonido  15 veces a una

potencia de  10  W por 30  s.  Este extracto  se centrifug6  40 min a 27.000 x g a 4  °C.  EI

precipitado fue resuspendido en 30 ml de "binding buffer" 1X y fue centrifugado 15 min a
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20.000 x g a 4°C. El precipitado obtenido se resuspendi6 en 5 ml de "binding buffer" 1X 6

M urea y se incub6 en hielo por  1  h para solubilizar los cuerpos de inclusi6n. El extracto

obtenido  finalmente,  se  centrifiig6  a  39.000  x  g  por  20  min  a  4  °C  y  se  guard6  el

sobrenadantea-20°C,quecontieneelexrictoprot.eicoconAfeRrecombinante.

4.5.3. Purirlcaci6n de AfeR  por electroelusi6n.

Se hicieron 4 geles (15xl5 cm2) en gradiente de acrilamida del 7% al 20%. En cada pocil|o

se  cargaron 70  prl  de  extracto proteico.  Se  corrieron los  geles  a 40  V toda la noche.  Se

cortaron los dos carriles extremos de cada gel y se tifieron con azul de Coomassie. En todos

los geles, un carril conteni'an el estindar de peso molecular BenchMark" Protein Ladder

de lnvitrogen® y el otro contenian el extracto proteico con AfeR.  Se alined el resto de los

geles con estos carriles tefiidos y por comparaci6n con el estindar de peso molecular y el

carril con` AfeR recombinante se cortaron bandas de los geles a la altura de la migraci6n de

AfeR. Las bandas cortadas se desmenuzaron y se cargaron en la cimara de electroelusi6n

Electro-Eluter   modelo   422   de   BIORAD®.   Se   electroelny6   AfeR   en   buffer   volatil

QITLHC03 3,95 g/I, SDS 1 g/I) por 6 h a 60 rnA segdn las recomendaciones del fabricante,

para fmalmente obtener la proteina AfeR.

4.5.4. Cuantificaci6n de AfeR

AfeR se cuaritific6 con el kit "Coomassie @radford) Protein Assay" de PIERCE®.
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4.5.5. Secuenciaci6n de AfeR  recombinantc>

Para vcr si  la proteina purificada conesponde a AfeR, se envi6 a secuenciar el extremo

amino  terminal  de  la  proteina,  para  esto  se  remitieron  0,11  mg  de  AfeR  liofilizado  al

Laboratorio de Microsecuenciaci6n de Proteinas del lustituto Pasteur en Francia.

4.5.6. Generaci6n de anticuerpos  policlonales  para AfeR

Se  enviaron  3,3  mg  de  AfeR  al  Laboratorio  Pickcell  en  Holanda.  Esta  proteina  fue

inyectada en conejo para generar suero con anticuexpos policlonales contra AfeR.

4.5.7. Linpieza del suero policlonal de conejo.

El suero con los anticuexpos policlonales anti-AfeR se linpi6 con un extracto protgico de E.

co/i para  remover  anticuexpos  que  pudiesen  dan  una  reacci6n  cruzada  contra  proteinas

bacterianas. Para esto se tom6 300 ml de un cultivo de E. co/I. DH5or y se centrifug6 a 5.500

x g a 4 °C por 15 min. El precipita4o se resuspendi6 en 30 ml de buffer (This-Hcl 50 mM

pH  8,0  y  EDTA  10  mM).  La resuspensi6n  se  pas6  dos veces  por la prensa  French.  El

extracto obtenido se centrifug6 a 12.000 x g por 10 min a 4 °C y el sobrenadante se mezcl6

a  rna  raz6n  de  1:2  con  rna  diluci6n  del  suero  de  1:10.  Se  incub6  la  preparaci6n  a

temperatura ambiente por 16 h, se agreg6 Nal`T3 al 0,05 % a/v) y se guard6 a 4 °C hasta su

utilizaci6n.
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4.6. Detecci6n de AfeR mediaute Western blot.

Se  realizaron  dos  geles  de  acrilamida  al  12,5  %  (SDS-page)  Con  muestras  de  E.   coJ!.

pCRT7/NT-TOpoqrejz, <4. /eIToor!.dr#s y AfeR puro a 1,1 mg/ml. Uno se tifro con azul de

Coomassie y el otro se us6 para transfedr las proteinas a una membrana. Setransfirieron las

proteinas a una membrana de PVDF en buffer de electrotransferencia (CAPS  10 mM pH

11, metanol  10 % v/v) a una corriente constante de 0,9 rnA, en dos pasos de 30 min cada

uno. La membrana fue incubada para bloquearla por 1  h en TBS-Tween-BSA CrBS  lox:

Nacl 80 gA, Kcl 2 gil, Tris-Hcl 30 gA pH 8,0, Tween 2010% v/v y BSA 1% p/v). Luego

se la incub6 todi la noche con suero policlonal anti-AfeR a una diluci6n de 1 :5. Se lav6 la

membrana tres veces I)or  15  min con TBS-Tween,  y  se incub6 por  1  h con anti IgG de

conejo  acoplado  a  la  peroxidasa  (Amershan®)  a  rna  diluci6n  de   1:10.000.   Se  lav6

nuevamente la membrana tres veces con TBS-Tween. Se incub6 la membrana en oscuridad

por  15 min en rna soluci6n de revelado: TBS  IX, 35 % v/v de H202 y 4-cloro-1-naphtol

diluido en metanol a rna concentraci6n de loo mg/inl.

4.7. Anflisis de ]os genes a/eJy a/f!JZ por RT-PCR y PCR en tieinpo real.

4.7.1. Extracci6n de RNA.

Se tom6 600 ml de cultivo de 4. /erroori.da;rs en la fase exponencial media, estacionaria

temprana  y  estacionaria  tardia.  Se  centrifug6  a  5.500  x  g  por  10  min.  Se  descart6  el

sobrenadante y se lavaron las celulas una vez con agua acida a pH 2,0 y rna vez con citrato
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de  sodio  10  mM  a pH  7,0.  Se  tomaron  entre  5  y  15  mg  de  c6Iulas  precipitadas  y  se

resuspendieron   en   500   prl   de  medio   fresco   9K  modificado   y   se   agrego   1   ml   de

RNAprotect" Bacteria Reagent de QIAGEN® se agit6 por vortex y se dej6 incubando a

temperatura  anbiente  5  min.  Se  centrifug6  a  13.800  x  g  por  4  min,  se  descartd  el

sobrenadante y el precipitado se resuspendi6 en  100 prl de buffer TE (10 mM Tris-Hcl,  1

mM de EDTA pH 8,0), se agreg6 6 lil de lisozima 50 mg/inl y se dej6 incubando por 10

mjn a temperatura ambiente. Se tomb la reacci6n de digestion con lizosima y se procedi6 a

extraer el RNA con el RNeasy® Mini Kit de QUIAGFN® siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

4.7.2. Sintesis de CDNA.

Se tomo  I,7 pug de RNA total y se digiri6 con 8,15 U de DNAsa I por pug de RNA total en

presencia de 5 mM Mgc12, en un volumen final de 20 prl. La digesti6n se llevo a cabo por 1

h a 37 °C,  seguido  de rna inqubaci6n a 65  °C per  10 min para inactivar la DNasa I.  Se

reparti6 la reacci6n de digesti6n con DNasa I en dos tubos con 10 prl cada uno. Se uso uno

para realizar la reacci6n de transcripci6n inversa (+) y otro para control sin transcriptasa

inversa (-), para detectar contaminaci6n con DNA gehomico.  Se agreg6 4  Hl de partidor

inverso a  loo ng/H1. Se incub6 a 70 °C por 5 min y luego a 4 °C por 2 min. Despu6s de

centrifugar se agreg6 5 Hl de dxTP lmM y 5 Hl de buffer 5X de la trascriptasa inversa M-

MLV. Al tubo (+) se le agreg6  I  pl de M-MLV 200 U/Lil y al tubo (-) se agreg6  I  prl de

agua. Se incub6 a 42 °C por 1 h, seguido de 65 °C por 10 min para inactivar la transcriptasa

inversa.
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El partidor inverso para a/eJ es LuxlAFCOOH (tabla 1), para cr/eR es LuxRAFCOOH (tabla

1) y para el gen del rRNA de 16S es afel6Seap reverse (tabla 1).

4.7.3. PCR.

La amplificaci6n por PCR de a/eR se realiz6 con los partidores LuxRAFNH2Ndel y AfeR-

RT1   (tabla   1)   y  la  de  a/eJ  se   realiz6   con  de   los  partidores   LuxlAFNH2Ndel  y

LuxlAFCOOH  (tabla  1).  La mezcla para la reacci6n de PCR contem'a:  250 ng de  cada

partidor, 4  Hl de dxTP  linM, 5  prl de CDNA (a/eR 6 a/eD, DMSO al 5% y  1  U de Taq

polimerasa en un volumen final  de  50  prl.  Durante  el  PCR se realiz6  una denaturaci6n

inicial de 3 min a 95 °C, 40 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 60 °C y 30 s a 72 °C, y finalmente

una exteusi6n final de 3 min a 72 °C.

4.7.4. PCR en tiempo real.

4.7.4.I. Fundamentos te6ricos.

EI  PCR  en tiempo  real  permite  seguir  el progreso  de  la reacci6n  de PCR  cunndo  esta

ocume.  Se  caracteriza  por  detectar  la  amplificaci6n  de  la  secuencia  blanco  durante  el

termino de cada ciclo, a diferencia del PCR convencional donde se detecta el monto total de

amplic6n deapu6s de un determinado ndmero de ciclos @ustin, 2000).

La  detecci6n  de  los  productos  de  PCR  se  reali2a mediante  fluor6foros.  El  m6todo  mds

simple  utiliza  el  fluordforo  SYBR Green,  que  al  unirse  al  DNA  de  doble  hebra  emite
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fluorescencia   cuando   es   estimulado.   Esta   fluorescencia  aumenta  durante   la   fase   de

elongaci6n del PCR debido al incremento de la cantidad de SYBR Green unido al DNA de

doble hebra (Fig.  6).  Cuando este aumento de fluorescencia se monitorea en el tiempo, al

final  del  paso  de  amplificaci6n  de  cada  ciclo,  se  observa  un  aumento  de  la  serial  de

fluorescencia que es proporcional a la cantidad de producto amplificado por PCR (Bustin,

2000).

Figura   6.   Principios   del   uso   del   SYBR  Cheen.   En   soluci6n.   el
fluor6foro  no  emite  fluorescencia  (rombos  negros),  sin  embargo,  al
unirse al DNA de doble hebra y ser estimulado, emite una cantidad de
fluorescencia  (rombos  verdes)  que  es  proporcional  a  la  cantidad  de
DNA de doble hebra sintetizado por la Taq polimerasa.

En   los   ultimos   afros   se   ha   incrementado   el   uso   del   PCR  en  tiempo   real   para   la

cuantificaci6n de los niveles de mRNAs.  EI  Lightcycler de Roche® o  sistemas similares,

son  capaces  de  detectar mRNA que  esten en muy bajo ninero de copias.  Esto  se  debe

principalmente  a  la  sensibilidad  de  la  tecnica.  Existen  varios  metodos  para  cuantificar

mRNA  por  PCR  en  tiempo  real.  El  usado  mds  frecuentemente  cuantifica  el  mRNA
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indirectamente al medir la cantidad de mol5culas  de CDNA producto  de  la transcripci6n

inversa. La cuantificaci6n del CDNA se realiza determinando el "Crossing point" (Cp) de la

muestra por PCR en tiempo real.  EI Cp es el ciclo en que la fluorescencia aumenta por

sobre el ruido, marcando el inicio de la fase logaritmica de amplificaci6n del PCR. Como el

Cp  es  directanente  proporcional  a  la  cantidad  inicial  de  templado,  se  puede  saber  el

ndmero de copias iniciales de CDNA en la muestra, si se intexpola el Cp obtenido en rna

curva de calibraci6n (CpAog Concentraci6n ihicial) hecha a partir de cantidades conocidas

del templado (Rutledge y C6te., 2003).

4.7.4.2. Curva de calibraci6n.

Se  coustruy6  una  curva  de  calibraci6n  para  qreJ  y  a/eR  con  DNA  gen6mico  de  .4.

/erroorz.cJous a partir de un soluci6n a 100 ng/ul. Se realizaron siete diluciones, diluyendo

1 :10 cada vez, teniendo la soluci6n mds concentrada 10 ng/Lil. De cada diluci6n se tom6 2

prl para la reacci6n de PCR en tiempo real. El primer punto de la curva fue hecho con 20 ng

de gDNA.  Para este caso si se toma en cuenta que el peso molecular del genoma de .4.

/erroorz.clans es  I,97 x  109  g/mol y que un genoma pesa 3,27 x  10-]5  g,  20 ng de DNA

gen6mico conesponden a 6,12 x 107 genomas en el primer punto de la curva y 6,12 x  106

genomas en el siguiente punto y asi sucesivamente. Como £4. /erroor;.d¢#s posse s6lo rna

copia de a/eJ y a/eR la cantidad de genomas equivale al ndmero de copias de cada gen

presente en la diluci6n.

La reacci6n de PCR en tiempo real para la curva de calibraci6n de a/eJ y ¢/eJZ se realiz6

con  los  partidores  afelplrlfor/afelplrlrev  y  afeRplrlfor/afeRplrlrev,  respectivamente
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(tabla 1). Se us6 rna concentraci6n de partidores de 0,4 prM en presencia de 5 mM Mgc12 y

1,0 a 1,5  prl de LCFMS (contiene el SYBR Green, la Taq polimerasa y los dxTP) por 50

ciclos, en un volumen final de 20 pl. Cada ciclo de la reacci6n de PCR en tiempo real se

hizo a 95 °C por 10 s, 61 °C (a/ej) 6 63 °C (a/ejt) por 5 s y 72 °C por 10 s.

4.7.4.3. Cuantificaci6n de mRNA.

El CDNA de a/eJ y cr/eR obtenido de la transcripci6n inversa fue cuantificado de forma

relativa por PCR en tiempo real, usando el termociclador Lightcycler y el kit Lightcycler-

Faststart  DNA  Master  SYBR  Green  I  de  Roche®,  con  estindares  extemos  como  esta

descrito en la nota t6cnica de Biologia Molecular no. LC  10/2000 de Roche®. EI RNA de

16S se uso como control end6geno.

La reacci6n de  PCR en tiempo  real para a/eJ y cr/eJZ  se llev6  a cabo  bajo  las  mismas

condiciones  y  con los mismos partidores  utilizados para hacer fas ourvas  de  calibraci6n

para cada gen, pero en este caso se realizaron solo 45 ciclos. Como molde se us610 Ltl de

CDNA diluido  1:20 de la reacci6n de transcripci6n inversa con y sin M-MLV. Para el caso

del gen  del rRNA de  16S  la reacci6n de PCR en tiempo real  se hizo  con los partidores

afel6S esp for y afel6S esp rev (tabla 1) a 0,4 prM y a una Tin de 66 °C, en presencia de 5

mM Mgc12 y I;5 Ill de LCFMS por 45 ciclos en un volumen final de 20 prl. Como molde se

us6 10 prl de CDNA diluido 1 :200 de la reacci6n de trauscripci6n inversa con y sin M-MLV.

Para nomalizar el ninero de copias de los genes a/eJ y cr/eR  en cada rna de las fases del

crecimiento con respecto a la cantidad de rRNA de 16S, se dividi6 el ndmero de copias de

estos genes por 1 si la cantidad de rRNA de 16S en ese panto era menor que ]a cantidad de
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rRNA de 16S en las otras fases del crecimiento y por un factor (correspondiente al ninero

de veces en que es mayor el rRNA de  16S en rna fase de crecimiento con respecto a la

otra) si la cantidad de rRNA de 16S en ese punto es mayor que en la otra fase.
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5. Resultados.

5.1. Caracterizaci6n de Las AHLs producidas porA/c"oax:"ans.

Para saber si el QS de tipo AI-I  de j4. /erroorz.dr#s existe, se analiz6 el sobrenadante de un

cultivo de 6ste crecido en azufro para detectar la presencia de moleculas del tipo AHLs. Se

encontr6 que j4. /erroorz.dr#s produce dentro del orden pM principalmente Ci2-AHL y Ci4-

AHL  y trazas  de  3-oxo-Ci2-AIIL,  3-hidroxi-Cio-AI-IL,  3-hidroxi-C|2-AHL,  3-hidroxi-C i4-

AIIL  y  3-hidroxi-Ci6-AHL.  Para  vcr  si  la producci6n  de  AHLs  esta relacionada  con  la

densidad poblacional  se cuantific6 la cantidad de Ci2-AHL y Ci4-AHL producida durante

las fases exponencial y estacionaria. Se observ6 que Ci2-AHL y Ci4-AHL aumentaron en la

fase estacionaria en relaci6n a la fase exponencial (Fig. 7).

June C12 C`"

Sl I 1

S2 5.75 |J99

loo                            200                            300                           400

horas

Figura 7. Producci6n de AHLs por .4. /erroorz.drum crecido en azufre durante la curva
de crecimiento. Las AHLs fueron extraldas a partir del sobrenadante de un cultivo de ,4.
/erroorl.cJ¢us en las fases exponencial (Si) y estacionaria (S2).  La cantidad relativa de
AHLs producida en cada fase se muestra en la tabla.
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El hecho de que 4. /erroorz.dczus produzca AHLs es una evidencia de la existencia del QS

de tipo AI-1 en ,4. /erroorj.drum.

5.2. Estudio de la expresi6n del par gchico a/ez.ft medinnte RT-PCR.

Para confimar que el QS de tipo AI-1  existe en 4. /crroor7.dr»s se realizaron ensayos de

RT-PCR para los  genes a/eJ y  a/eJi.  Se  comprob6 que estos  genes  se  expresan en este

microorganismo (Fig. 8).

Figure 8.  Estudio de la transcripci6n los genes a/eJ, orj6 y a/eJi en 4. /erroorj.da#s.  Se
detemin6  la transcripci6n de  fl/e/,  orj6  y a/eR  mediante  RT-PCR en  ausencia  (-)  y  en
presencia (+) de transcriptasa reversa.  El CDNA para a/e/ y cr/ejz  fue sintetizado con los
partidores  LuxlAFCO0H y LuxRAFCOOH respectivamente.  La amplificaci6n para cr/eJ
fue hecha con los partidores LuxlAFNH2Ndel/LuxlAFCOOH y LuxRAFNH2Ndel/AfeR-
RTl . PM. MassRuler" DNA Ladder (Fermentas®).
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En el gel se apregia ademds de los amplicones especiflcos de a/eJ, orp y 4/eR unas bandas

inespecificas  en  el  inferior,  6stas  pueden  ser productos inespecificos  o  los partidores  no

usados en el PCR.

En un experimento independiente de RT-PCR se observ6 que el or;f} no se expresa en un

mismo oper6n con a/eJ.

5.3. Cuantificaci6n del mRNA de a/cT y a/eR durante [a ctirva de crecimiento de A.

/crroorz.drum mediante PCR en tiempo real.

Una vez obtenidas las evidencias de que en 14. /erroorJ.dcrus existe un sistema de QS de tipo

AI-1, se prosigui6 a caracterizar el sistema midiepdo la cantid,ad de mRNA de a/eJ y cz/eR

en lad fases exponencial media, estacionaria temprana y estacionaria tardfa. Previo a esto se

debi6 estandarizar la t6cnica del PCR en tiempo real para la cuantificaci6n de mRNA, ya

que no se habia usado previamente esta tecnica en el laboratorio.

5.3.I. Estandarizaci6n de la tecnica de PCR en tiempo real para a/ZZJ y a/eR.

Se  procedi6  a  estandarizar  las  condiQiones  para  aniplificar por  PCR  en tiempo  real  los

genes a/eJ y a/eR.  Se realizaron varios ensayos para deteminar el niinero  de ciclos,  el

tiempo de elongaci6n y la temperatura de hibridaci6n 6ptima (Tin) para la amplificaci6n de

estos genes.  Se estableci6 para ambos genes condiciones similares en cuanto a tiempo de

elongaci6n (5  s) y ninero de ciclos de amplificaci6n (45  ciclos).  En cuanto a la Tin se

estableci6 para a/eR rna temperatura 6ptima de 63 °C y para a/eJ fue de 61 °C. En la figura

9 se aprecia la reacci6n de PCR en tiempo real 6ptima para ambos genes y el pico que
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denota la temperatura de denaturaci6n caracteri'stica para anbos amplificados, que es 91  °C

para a/eJ y 92 °C para cI/eR. El hecho de que la temperatura de denaturaci6n para anbos

amplificados de los genes a/eJ y a/eJt sea tan alta se explica por el alto contehido de GC

que presentas estos genes, siendo 58 % para a/t7/ y 60,3 % para a/ejz.

Figure  9.  PCR en tiempo real  de  los  genes ¢/eR  y o/eJ.  El  aumento  exponencial  de  la
fluorescencia refleja la amplificaci6n de a/an y a/eJ (a y c). Los genes cr/eR y a/eJ fueron
amplificados     a     partir     de     80     ng     de     DNA     gen6mico     con     los     partidores
afeRplrlfor/afeRplplrev  y  afelplrlfor/afelplplrev  respectivamente.   El  analisis  de  la
cai'da de  fluorescencia con respecto al  auniento de  la temperatura permiti6  determinar  la
temperatuna de hibridaci6n  especffica para cada  amplic6n,  las  cuales  son  92  °C  y  91  °C
para ¢/eR a) y a/e/ (d) respectivamente.
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5.3.2. Curvas de caLibraci6n y detel.minaci6n de La ericiencia de amplificaci6n de a/I/€J y

a/eR por PCR en tiempo real.

Para determinar la cantidad de mRNA presente en rna muestra mediante la interpolaci6n

del Cp, se realizaron curvas de calibraci6n para ambos genes, con distintas concentraciones

de DNA gendmico de A /erroor7.dr#s. En la figura 10 se muestran las curvas de calibraci6n

para a/eJ y a/ejz. Ambos genes se amplifican con similar eficiencia, siendo 89,5% para a/eJZ

y 88,5% para a/a/. La ecuaci6n de la curva de calibraci6n para cr/eJt corresponde a y = -

3,95x + 50,14 y para a/eJ es y = -4,026x + 49,33.

Figura 10. Curvas de calibraci6n para los genes a/eJi y cr/e/. Se usaron diluciones seriadas
de un stock de DNA gen6mico a loo ng/Hl  {20 ng (1), 2ng (2), 0.2 ng (3), 20 pg (4), 2 pg
(5),  0,2 pg (6),  0,02 pg (7)}  para determinar los Cp conespondientes para a/t7JZ (a) y cr/e/
a). Estos Cp se graficaron en funci6n del logariino de la concentraci6n de DNA gen6mico
para generar las curvas de calibraci6n para el gen a/eR (c) y el gen fl/eJ (d).



39

5.3.3.  Cuantiricaci6n  de  ]os  nive]es  de  mRNA de a/eJ y  a/eR  durante la  curva  de

crecimientode4./erroor7.da!us.

Para  estudiar  la  expresi6n  de  los  genes  a/eJ  y  a/I?A  durante  el  crecimiento  de  4.

/erroorz.daus, se extrajo RNA total de la fuse exponencial media y de la fases estacionaria

temprana  y  tardr'a  de  un  cultivo  de  j4.  /erroorz.dcz#s  ATCC  23270  crecido  en  azufre

elemental como fuente energ5tica (Fig.  1 1.a). Se midi6 la D.O. a 260 nm de las muestras de

RNA total  extrai'do para determinar su concentraci6n,  la curl fue de  0,163  pug/prl para la

muestra de la fase exponencial media, 0,148 pug/Hl y 0,172 pug/prl para las muestras de las

fases estacionaria temprana y tardia. Para vcr el estado fisico del RNA total extraldo,  se

analizaron muestras en un gel de agarosa al  1% Q7ig.11.b).  Se puede apreciar que el RNA

extraldo es de buena calidad, ya que se aprecian claramente las bandas correspondientes a

los rRNA de 23S y 16S. Debido a la presencia de bandas de alto peso molecular se observa

que el RNA esti contaminado con DNA gehomico. Este se removi6 mediante rna digesti6n

con DNAsa I.

Con el RNA extraldo  se procedi6 a sintetizar CDNA para a/eJ y a/eR y se cuantific6  la

cantidad de este en las distintas fases del crecimiento. Se realizaron cuatro replicas para la

cuantificaci6n de los niveles de cr/eJ y a/eR en las fases exponencial media, estacionaria

temprana y estacionaria tardia, de estas ties fueron replicas biol6gicas y uno de los cultivos

fue rna replica experimental. En todos los casos los niveles de mRNA de cr/eJ y cr/eJZ fueron

normalizados con respecto a la cantidad de rRNA de 16S en las distintas fases. En la figura

1 1.c y 1 1.d, se observan las reacciones de PCR en tiempo real para el CDNA de a/eJ y a/eR

respectivamente, en las distintas fases del crecimiento.
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Figura 11. Cuantificaci6n de los niveles de mRNA de c!/e/ y a/eJ3 durante las distintas faces
del crecimiento bacteriano. Se extrajo RNA total a partir de un cultivo de j4. /errooridaus
crecido  en  azufre   en  las  distintas  fases  del  crecimiento  (a)   {exponencial  media  (1),
estacionaria temprana (2)  y estacionaria tardia (3)}.  La calidad de  la extracci6n de  RI`IA
total fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa  1% (b). A partir de los RNA
totales  extraldos  se  prapard  CDNA  de  los  genes  a/eJ (c)  y  ¢/eR  (d),  los  cuales  fueron
amplificados por PCR en tiempo real.  El promedio de los niveles de cz/e/ y a/eJ? para las
distintas fases del crecimiento se muestra en e y f.
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El promedio de las cuantificacioDes de cr/eJ (Fig. 1 1. e) y 4/an Gig. 1 1. I) muestran que cr/eJ

aumenta su cantidad de mRNA en la fase estacionaria temprana y estacionaria tardia con

relaci6n a la fase exponencial media, en cambio, para el gen a/eR no se aprecia diferencia

significativa entre los niveles de mRNA durante toda la curva de crecimiento bacteriano.

Como el QS de tipo AI-1  esta relacionado con el desarrollo de biopeliculas se hicieron los

estudios   de  j4.  /erroorz.c7aus   crecido   en   azufre,   ya   que   se   ha   reportado   que   6ste

microorganismo  forma biopeliculas  sobre  el  azufre  (Arredondo  y col.,  1994).  Se  intento

extraer bacterias de la biopelicula para realizar los estudios de transcripci6n de a/eJ y c[/eJt

en c6lulas  adheridas,  pero  la cantidad de bacterias  obtenidas desde  la biopelicula no  fue

suficiente para realizar los estudios.

5.4. Fstudid de ]a expresi6n de AfeR mediante Western blot.

Para  obtener  mds  evidencias  de  que  la  expresi6n  de  a/ejz  a  lo  largo  de  la  curva  de

crecimiento es constante, se procedi6 a estudiar la expresi6n de AfeR a lo largo de la curva

de crecimiento mediante Western blot.

5.4.1. Producci6n de anticuerpos policlonales contra AfeR

5.4.1.1. Purificaci6n y digesti6n de los plasmidos PET y I)CR/NT-TOP0a/€Jzl9.

El gen cr/eR estaba clonado en el vector PCR/NT-TOPO de Invitrogen®, en este vector la

expresi6n  fue  muy  baja  o  nula  por  lo  que  se  decidi6  cambiar  de  vector  al  PET  de



42

Novagene®.  Para  esto  primero  se  purific6  los  plasmidos  PET  (0,47  Hg/H1)  y  pCRNT-

TOPO¢/eJZ19   (0,75    LLg/Hl)   a   partir   de   las   cepas   de   E.    co/z.   JM109   y   TOploF'

respectivamente,  despu6s  se  procedi6  a  digerir  ambos  plasmidos  con  las  enzirms  de

restricci6n Ndel y fJz.#dill (Fig. 12), para abrir el vector PET y liberar el gen a/t7R del vector

PCENT-TOpoa/eJtl9.

rml   2    3   4
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Figure  12.  Eleetroforesis de la digestion de PET y pCRNT-
TOPO¢/eJil9 con Ivdel y jJi.].dill.  1. PET digerido con Ndel
y  jJi.#dlll.   2.  PET  sin  digestion.   3.  pCRTOPOINT4/eR19

gig:¥tfo?n.C3nM#e±syR#:#M][b#LC£:e:Pq°e:Te"nrf=R;9.Sin

5.4.1.2. Transformaci6n.

Se purific6 a patir de un gel de agarosa el vector lineal PET de 5376 pb y el gen cr/eR de

663  pb y  se procedi6  a ligar ambos fragmentos.  Una vez ligados,  el  vector pETa/eR  fue

transformado en c5lulas quinicamente competentes de E. co/I. DH5er. Se obtuvo un total de

296 colonias recombinantes. Se seleccionaron 10 colonias al azar y se analiz6 la orientaci6n

del inserto mediante PCR en colonia (Fig.  13). Se encontr6 que 9 colonias tehran el vector

pETa/eJi, con el gen a/eJt en la orientaci6n correeta.
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Figiira  13.  Analisis  de  la  orientaci6n  de  a/eR  mediante
PCR en colonia.  Se  analizaron Las colonias  1  a  10,  de  las
cuales  9  revelaron  tener  el  fragmento  en  la  orientaci6n
correcta (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 y 10), mientras que el resto lo
tehia  en  la  orientaci6n  contraria  (7).  PM.  MassRuler"
DNA Ladder (Fementasey.

5.4.13. Sobreexpresi6n y purif]caci6n de AfeR en E. co/i

Las colonias que portan el inserto con la orientaci6n correcta fueron crecidas en LB a 37 °C

para purificar los plasmidos, que luego fueron transfomados en la cepa de expresi6n de E.

co/I. BL2 I (DE3). Una vez obtenidas las colonias recombinantes se procedi6 a inducir con

IPTG,  unas  10  colonias  seleccionadrs  al  azar.  Desputs  de  la  inducci6n  se  procedi6  a

chequear la sobreexpresi6n de AfeR, resolviendo los extractos proteicos en SDS-PAGE. De

todas las colonias analizadas se selecciond aquel clon que presentaba la mayor expresi6n de

la proteina para la purificaci6n de AfeR. Se creci6 E.  co/I. BL21(DE3) pETa/eJt y se indujo

la producci6n de AfeR con IPTG  1  mM por 6 h.  Con el precipitado celular se prepar6 un

extracto  proteico  en  donde  estaban presentes  los  cuerpos  de  inclusi6n  y  a partir de  este

extracto se purific6 la proteina mediante electroelusi6n. Se obtuvo en total 7,5 mg de AfeR

puro (Fig.  14).
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Figum  14.  Sobreexpresi6n  y  purificaci6n  de  la  proteina  AfeR  en  E.  co/i.  Los
extractos proteicos de la cepa de BL21(DE3) de E.  co/z. transfomada con el vector
pET¢/eji inducida (2) o no (1) con IPTG 1 mM por 6 h fueron analizados mediante
SDS-page (a).   A partir de los cuerpos de inclusion del extracto inducido con IPTG
se purific6 AfeR mediante electroelusi6n en buffer volatil (NILIIC03 3,95 g/I, SDS

b##r86e#caL#ar#"'#i:jcnci6fa:::e(¥#;e#;rpunseanaliz6ensDs-page

Para chequear que  la proteina  purificada correspondia  a AfeR  se  secuenci6  el  extremo

aniino terminal de la proteina recombinante y se confim6 que correspondia a AfeR (datos

no mostrados).

5.4.I.4. Generaci6n de anticuerpos contra AfeR.

Se  envi6  3,3  mg  liofilizados  de  AfeR  puro  al  Lahoratorio  Pickcell  en  Holanda  para  la

obtenci6n de un suero poLiclonal de conejo.
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5.4.2. Estudio de la expresi6n de AfeR mediante Western blot.

Una vez recibido el suero se limpid 6ste con un extracto proteico de E. co/I.. Los anticuexpos

fueron probados  para vcr su capacidad  de  reconocer AfeR mediante  Western blot.  Estos

fueron  probados  contra  la proteiria pura  (con  la cual  se  irmuniz6  al  conejo),  contra un

extracto proteico de ,4. /erroorj.dams y contra un extracto proteico de un cultivo de E. co/I.

BL21(DE3)  inducido  con  IPTG,  que  contiene  un  vector  que  expresa  AfeR  ®CRNT-

TOpoa/eR19). Se uso rna diluci6n de 1 :5 del suero policlonal (Fig.15).

PH      I          2       3     PH       I          2         3
r-=q..RE_#

•+•\a

-
p.   ffi+..RE

-AifeR

Figura  15.  Analisis  de  la especificidad  de  los  anticuerpos contra AfeR.  EI  SDS-
Page  muestra  el  extracto  de  E.   co/I.  BL21(DE3)®CRNT-TOPO¢/eR19)  (1),  el
extracto de proteinas totales de .4. /erroorz.drum (2) y la proteina AfeR pura (3). En
el Western blot se observa que hay inmunodetecci6n de AfeR en el extracto de E.

:o°fae=Cd°em4b#:eery,.d::s'.apprd?t£:gcfrunarkRr°pr::e=°Ed::(e[:#::°gedne,?r°teinas

En  el  Western  blot  se  aprecia  que  hay  un  reconocimiento  especifico  del  suero  por  la

proteina AfeR recombinante, sin embargo, no reconoce AfeR en el extracto proteico de .4.
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/erroor!.cJa#s. Se aprecia una diferencia en el peso molecular de AfeR expresada por E. co/I.

recombinante con respecto a AfeR pura. Esto  se debe a que el vector PCRNT-TOPO al

expresar AfeR le adiciona urn epitope y rna cola de histidina a la proteina.

Despu6s   de   numerosos   intentos   para   detectar   AfeR   en   extractos   proteicos   de   .4.

/erroorjcJaur  mediante  Western  blot  durante  las  distintas  fases  del  crecimiento,  no  se

observ6  ninguna  banda  especifica  de  reconocimiento  para  esta  proteina,  ni  en  la  fase

exponencial media, ni en la fase estacionaria temprana y tardia, por lo que no fue posible

continuar con el estudio.
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6. Discusi6n.

Para probar  que  en 4. /erroorj.da#s  existe un sistema de  QS  de tipo  AI-1  se procedi6

inicialmente con el chequeo del medio de cultivo para detectar la presencia de AHLs.  Se

encontr6 que j4. /errooridcr#s produce mayoritarianente Ci2-AIIL y Ci4-AHL, y trazas de

3-oxo-Ci2-AHL,  3-hidroxi-Cio-AHL,  3-hidroxi-Ci2-AHL, 3-hidroxi-Ci4-AHL y 3-hidroxi-

Ci6-AHL en un cultivo cuya fuente energetica es el azufre elemental. El hecho de que 4.

/erroorz.dc#s' produzca varios tipos de AHLs es concordante con que las proteinas I pueden

producir varios tipos  de AIELs,  como  en el  caso  de  Ypsl  de  yerLr7.#z.cl ps'ez!do/zjbercz//as'is

que produce 3-oxo-C6-AHL, C6-AHL y C8-AHL (Atkinson y col.,1999). Sin embargo esta

variedad de AHLs tambien se puede explicar por la influencia del medio ambiente, el cual

regula diferencialmente la sintesis de acil-ACP, dando como resultado distintos acervos de

este sustrato para la sintesis de AliLs en una determinada condici6n (Brader y col., 2005).

Para determinar si la producci6n de alguna de estas AHLs es dependiente de la densidad

celular, la presencia de estos compuestos fue analizada en la fase exponencial y en la face

estacionaria del crecimiento bacteriano. Se observ6 que Ci2-AHL y Ci4-AHL incrementan

su   concentraci6n  en   la   fase   estacionaria  con   respecto   a   la  fase   exponencial.   Esta

observaci6n coincide con lo observado en E.  coro/ovorcl  y X pLse#c7ofz/bercz//osz.a en donde

la concentraci6n de AHL se incrementa en la face exponencial llegando a su m5ximo en la

fase estacionaria temprana (Yates y col., 2002; Byers y col., 2002).

Se realizaron ademds, pruebas de RT-PCR para los genes cr/eJ y 4/eJZ y se vio que estos se

expresan  en  4  /erroorz.dcr#s'.  Este  hecho  junto  con  la  prueba  de  que  j4.  /errooridavrs

produce AHLs y que esta producci6n esta asociada al tamafio poblacional, dan indicios de

la existencia de un sistema QS de tipo AI-1 en 4. /e„oorJ.dcrus. Esta evidencia esta apoyada
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tambi6n por el hallazgo realizado en nuestro grupo de investigaci6n, en que se prob6 que

Afel es efectivamente rna AHL sintasa, ya que al sobreexpresar cr/eJ en E.  co/I. (que no

produce AHL)  se  generan  Ci2-AHL y Ci4-AEL,  ademds  de otras AHLs  en el  medio  de

cultivo de E. COJJ. recombinante.

Para caracterizar este sistema se procedi6 a cuantificar los niveles de mRNA a lo largo de la

curva de crecimiento bacteriano de los genes a/eJ y a/eJt. Para cuantificar la cantidad de

mRNA se uso PCR en tiempo real, debido a que actualmente es la tecnica mds sensible y

precisa para cuantificar mRNAs.

Se observ6 que el gen cr/eJ aument6 su expresi6n en las faces estacionaria temprana y tardia

jcon  respecto  a la  fase  exponencial  media.  Para  el  gen a/eR  se  vio  que  los  niveles  de

transcripci6n no varian a lo largo de la curva de crecimiento bacteriano. Estos resultados

difieren en parte con los obteliidos por Rivas y col.  (2005). Este grupo report6 que cr/eJ

aumenta su expresi6n de la fase exponencial media a la fase  estacionaria tardia,  lo cual

concuerda con los hallazgos de esta tesis y que o/eR aumenta su nivel de transcripci6n en la

fase  estacionaria  temprana  y  tardia  con  respecto  a  la  fase  exponencial  media  y  que

disminuye  de  la fase  estacionaria temprana a la fase estacionaria tardia.  Las diferencias

encontradas  por  ambos  grupos  pueden  deberse  a  que  se  usaron  t6cnicas  distintas  para

cuantificar la  cantidad de mRNA  de  cz/eJ y a/eJZ.  Rivas y  col.  (2005),  usaron RT-PCR

semicuantitativo en donde los genes a/eJ y c]/eR fueron cuantificados con respecto al gen

rec4 usado como control de expresi6n. Esta tecnica tiene rna falencia intriuseca dada por

el  alto  grado  de  variabilidad  asociada  al  cambio  de  eficiencia  del  PCR  de  reacci6n  en

reacci6n para un gen dado. Por lo tanto, no se puede asegurar que la eficiencia del PCR sea

constante de una reacci6n a otra, debido por ejemplo a la presencia de inhibidores, por lo

que se puede llegar a concluir elf6neamente que hay diferencias de concentraci6n entre dos
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muestras que no necesariamente estin dadas por una diferencia inicial de templado, sino

por rna diferencia en la eficiencia de  ia reacci6n de  PCR..  En cambio, usando  PCR en

tiempo real se tiene la ventaja de que la cuantificaci6n de la cantidad de templado se realiza

mediante la deteminaci6n del Cp que es un parinetro memos variable que la eficiencia del

PCR.

Otro factor que tambi6n puede influir en la diferencia de los resultados   presentados por

ambos grupos es que se usaron distintos partidores y distintas cantidades de RNA total para

la generaci6n de CDNA lo cual clarapente influye en la especificidad del PCR y por ende

puede afectar los resultados. Por otra parte Rivas y col. (2005) no precisan si las muestras

de RNA total fueron tomadas a lo largo de la curva de creciniento de un solo cultivo o de

varios cultivos. En caso de que hubiesen tomado las muestras de RNA de varios cultivos la

variabilidad aumentaria, 1o cual claramente influin'a en la diferenci? de los resultados.

A pesar de  las diferencias en los resultados  de  ambos  grupos,  existe  consenso  en que la

expresi6n de a/eJ aumenta de la fase exponencial media a la fase estacionari'a temprana.

Este hecho estaria apoyado por los hallazgos de Slater y col. (2003), y de MCGowan y col.

(2005),  que  encontraron  que  smaJ y  ccJrJ aumentan  su  expresi6n  a lo  largo  de  la  fase

exponencial del crecihiento, obteniendo su mckino nivel en la fase estacionaria temprana.

Este aumento en la expresi6n de cr/eJ de la fase exponencial media a la face estacionaria

tanbien se ve apoyado por el hecho  de que la concentraci6n de Ci2-AIEL y  Ci4-AIIL se

incrementa en la fase estacionaria temprana con respecto a la fase exponencial temprana.

Por otra parte existeli pocos reportes sobre la transcripci6n de hom6logos de a/eR durante la

chrva de crecimiento. Carbol y col. (2003) midieron la trasncripci6n de /crsR mediante PCR

en tiempo real y encontraron que /asR aumentaba su transcripci6n de la fase exponencial

temprana a la fase estacionaria temprana.  Por otra parte Slater y col.  (2003), encontraron
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que   j'maR   disminuia   su   transcripci6n   progresivanente   a   medida   que   la  poblaci6n

aumentaba,  siendo  el  punto m5ximo  de  expresi6n la fase  exponencial temprana.  Si  bien

ambos resultados se contradicen pueden tener su explicaci6n en el hecho de que LasR es un

regulador transcripcional  positivo  y  SmaR es un regulador transcripcional  negativo.  Los

resultados de Carbol y col. (2003) para el gen /cis'R son similares a los resultados obtenidos

por Rivas y col. (2005) para cr/eJi. Sin embargo, Latifi y col. (1996) midieron la expresi6n

de /asR fusionado a /cicz y definieron que no hay variaci6n en la expresi6n de JasR a lo

largo de la curva de crecimiento. Estos resultados apoyan lo encontrado para cr/eR en esta

tesis.

Evidentemente existen contradicciones en cuanto a los reportes sobre la expresi6n de los

miembros de la finiilia R a lo largo de la curva de creciniento bacteriano por lo que se

requieren mds investigaciones para saber cual es la real tendencia en la expresi6n de lag

proteinas  R durante  el  crecimiento  en cada microorganismo.  Cabe  sefialar,  sin embargo,

que no hay que esperar que los patrones de expresi6n de las proteinas R sean iguales en

todos los ndcroorganismos, ya que los reguladores del QS de tipo AI-1  estin casi siempre

integrados en otras redes regulatorias que detectan otras sefiales ambientales e influencian

la ?xpresi6n g6nica mds all6 de la deusidad celular (Ledcham y col„ 2003).

Debido a que aun no esta bien definido curl es el patr6n de expresi6n de cI/eR a lo largo de

la curva de crecimieuto, no es posible relacionar la tendencia en la expresi6n de c[/eR con la

de c}/eJ a lo largo de la curva de crecimiento para inferir si en 4. /erroorj.da#s existe un

fen6meno de retroalimentaci6n positiva del sistema de QS de tipo AI-1, tal como ocurre en

ohas bacterias Ciram negtirfua. cormo V. f ischeri, A.  tumef iacieus y P. aeruginosa en donde

las proteinas R regular aumentando la expresi6n de los miembros de la familia I de sintasap

de AHL (Ulitzur y Kuhn,1988; Fuqun y col.,1994; Miller y Bassler, 2001). Sin embargo,
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Rivas y col. (2005) encontraron que el promotor de cr/eJ (que contiene rna putativa "caja

a/e") ligado a Lacz es activado por AHL solo en presencia del gen cr/ejz, esto sugiere que

efectivamente hay rna regulaci6n positiva de la transcripci6n de qreJ mediada por AfeR.

Para obtener mds evidencias de c6mo es la expresi6n de cr/eR a lo largo de la curva de

crecimiento se procedi6 a hacer anticuelpos policlonales para AfeR y se trat6 de analizar la

expresi6n de esta durante las distintas fases del crecimiento mediante Western blot. No fue

posible obtener resultados para AfeR en ninguna de las fases de crecimiento. Esto se debi6

probablemente a que el titulo de los anticuexpos anti-AfeR era muy bajo o que existe rna

dificultad intrinseca en la familia de proteinas R para ser inmunodetectadas debido  a su

poca estabilidad.  Esta dificultad para detectar a las proteinas R por inmunodetecci6n esta

ejempliflcada por AhyR de ,4eromo#crs kydrapfr!.Jc7, que solo se detecta muy tenuemente en

la fase estacionaria Q[irke y col., 2004).
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7. Conclusiones.

•    14. /erroorj.dcus produce mol6culas del tipo AHLs y su producci6n esta relacionada

con la deusidad celular,

•    Existe un sistema Qs de tipo AI-1 enl4./erroorz.daus.

•    La  expresi6n  del  gen  a/eJ  aumenta  de  la  fase  exponencial  media  a  la  fase

estacionaria temprana.

•    La expresi6n del gen a/t7R no van'a a lo largo de la curva de creciniento bacteriana.
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4Ofdz.f7Zz.odczchAbAs /emoolrichons  is  one  of  (lie  main  acjdophilic  cheml)lithe(rophic  bacteria  involved  in  the
bioleaching of metal  sulfide ores. The bacterium-mineral interaction requires  the development of biofi]ms,
whose formation  is  regulated in  many microorganisms  by type AI-1  quorum  sensing.  Here, we report  the
existence  and  chamcterization  or a  functional  tyEle  AI-1  quonim-sensing  system  in 4. /ermarfuus.  This
microorganism  produced mainly aeyl-liomoserine lactones  (AHL)  with medium and  large  aeyl chains  and
different C-3 substitutions, including 3-trydroxy-C8-AHL 3-Irydroxy-C]o-AEL, C,2-AIEL, 3-oro-C.2-AIL, 3-lay-
drony-C]2-AEL  C]4-AHI. 3-oxo-C]4-AHL, 3-hydroxy-C]4-AEL,  and 3-hydroxy-C[6-AHL. A quomm-sensing
genetic locus that includes two open reading frames, a/gJ and a/gj?, which have opposite orientations and code
for proteins wi(Ii high levels of sini]arity to members or the aeyl synthase (I) and transcriptioml regulator (R)
protein  families, respectively, was  identified.  Overexpression  of Afel  in Jischgrichin co/I.  and the associated
synthesis of AIHf confined that Afel is an AEIL aynthase. As determined by reverse transcription-I'CR, the
a/tlJ and a/eR genes were transcribed in 4./emcariJaus. The transcription levels of the a/eJ gene were higher in
cods grown in sulfur and thiosulfate media tlian in iron-grown cells. I'hosphate starvation induced an increase
in the transcription levels of a/e7 which correlated with an increase in AHI, levels. Ttwo a/e boxes whicli could
corres|]ond to the AfeR binding sites were identified upstream of the a/ar gene. This is the first report of a
func(ional  ty|)e AI-1  quorum-sensing  system  in  an  acidophilic  cllemolithotro|)hic  microorganism,  and  our
results provide a very interesting opportunity to explore the control and regu)ation of biofi[m fomation during
the bioleaching process.

Quorum  sensing  (QS)  is  a  widespread  phenomenon  that
enables bacterial cells to establish ceu-cell communication and
to regulate the expression of specific genes in response to local
changes in cell density (6, 48, 49). QS provides the means to
coordinate  the  activities  of ceus  so  that  they  function  as  a
multicellular unit and communicate with eukaryotic hosts (6,
20, 48, 49). In gram-negative bacteria, depending on the auto-
inductor  (AI)  molecule,  two  QS  processes  have  been  de-

£n:dij¥t:o#::.dwj::hAi§.2f,n;::::disTe#eydftpoi:::::::a::
communication (20, 49).

The  type AI-1  QS  regulatory system is  composed  of four
elements: (i) a transcriptional regulator ®rotein family R); (ii)
a ck-acting  DNA palindromjc sequence;  (iii)  an  aeyl-homo-
serine lactone (AIIL), which is the signaling molecule or au-
toinducer (AI-1); and (iv) the AHL synthase protein (protein
family I), which synthesizes the AI (6, 20, 48, 49). It is currently
accepted  that  AI-1  diffuses  freely  between  the  cellular  and
external environlnents and complexes with the R protein only
at a high cell density. The AIEL-R complex binds through the
R carbonyl domain to the specific site which corresponds to a

* Conesponding author. Mailing address: Iaboratorio de Mierobio-
logia Molecular y Bioteonologia, Departamento de Biologfa, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile, Santiago, Chile. Phone: (056) 978-
7142.  Fax:  (056)  271-29ng3.  E-mall:  nguilian@codon.ciencjas.uchile
.cl.

i` Dedicated to the memory of Jean-Noel Guiliani.

palindromic  sequence  centered  at  about  position  -40  with
respect to the transcriptional start sites of the target genes (15,
48, 49).

Aciditl.iobacillus f erroondans is z\n acidop:hilie grz\m-negz\tirve
bacterium that is capable Of oxidizing ferrous iron or reduced
sulfiir compounds to  obtain  energy for growth.  Its  energetic
metabolism is directly involved in biomining processes. For this
reason, there is great interest in understanding the molecular
mechanisms  of this  peculiar  physiological  kind  of  life  (34).
During bioleaching 4 /crroeddczus adheres to solid substrates
by means of extracellular polymeric substances, such as exo- or
ljpopolysaccharides (36). 4. /cniciaxi.dour is also able to develop
biofi]m  structures  and  exhibits  morphological  modifications
during  the  cellular  adhesion  process  (7,  13,  22,  36).  AIIIj-
mediated gene regulation lias been shown to influence exopo-
lysaccharide  production  and  biofilm  formati.on  in  many  pro-
teobacteria (12,  16, 21, 24, 49).

The purpose of the present work was to determine whether
.4. /c7roariczczus possesses a functional type AI-1  quomm-sens-
ing system. Different types of AHLs were found in the growth
medium  of 4. /crmox].dams  cultures.  An 4. /c/roou.drum  quo-
run-sensing  locus was  identified  and  designated  a/g+R.  The
afel and aifeR genes were cxp[essed in A. I;erroeddqas, z\nd ±t
was demonstrated that Afel is an AIIL aynthase.  Our results
suggest that there is functional type AI-1 quomm sensing in4.
/crroorifeus which could be part of a regulon controlling some
physiological  functions,  such  as  exopolysaccharide  aynthesis
and biofflm formation.
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RATERIAIS AND h4EluoDS

BacleTinl§froinsandgtwhmedla..4./emmridrusATCC23270wasgrownin
ferrous iron-containing modiried 9K medium at pH 15 as dcscribcd prcwiously

(4), and organisms were grown oa elemental sulfur at pH 25 with 5%  (urt^rol)
sulfur prills (3, 4). A /iniiridr" was grown on thiosulfate at pll 4.6 ifl DSMZ
medi`rm 71  containmg 20  mM thJ.usulfate  as deseriibed  previously  (32). Eschc-
ricA&a cod. strain BL21(DE3) and derivAtrves of this strain were grown in Luria-
Berlani (1B) mcdiun (37).

Preparadon Of crnde AID, extracts and I,C-MS-MS analysjs. The AHs and
oxo-AIHs wcTo extracted and characterized as dcscribcd previously (29). Briefly,
alter  the  bacterial  cells  were  removed  from  the  media  of grown  cultures  by
cctitrifugation,  the  supematants were  extracted  twice  with  1  volume  Of high-

peTformance  Liqu.d  chrormtography  (EEC)-grade  dichloromcthane.  The  di-
chtoromcthanc extracts were dried over anhydrous magnesium sulfate, fil(ercd,
and  evaporated  to  dryness.  Residues  were  dissolved  in  1  ml  of HE'LC-grade
ace(onjtrile and aiialyzed by using reverse-phase liquid chromatography coupled
with  positive-ion electrospray ionization  and  ion  trap mass speetrometry  (I.C-
MS`MS)  (29).  'Ihe  3-hydrory-AHls  were  analyzed  using  the  same  |]roiocol.
'ITiesecompoundswcreidentifiedbycoTI]paTisonwithamthetic.1hydroxy-AHLe

tiasecl on three criteria: the MS-MS fragmentation prodtlct ions ([M+H-H20]+
and in/z 102), their relative jn(cnsities, and (he HPIJ= re(eTition times.

AIIL  bioassays.  The  different  bioassay  steps  were  performed  as  described

previously (39). A 250-ul porn.on of an ovemght culture of the ,4grohacleurm
"mdyTacf'cus  NT1+4®ZLR4)  ArlL  rcporte[  stral-n  growit  jn  LB  medjtrm  with

gentandcin was inoculated into AB mjninal glucose II]cdium (ABm) and groom
for 8 h at 30°C with shaking. The culture was then mixed with an equal volume
of lj% TOP agar containing 80 pug/inl 5-bromo4chlo[o-3-indolyl-P-D-galacto-

py[aliosidc (X-Gal), and the pTcpara(ion was used as an overlay on ABm agar
plates. The  dichloromethanc  extracts obtained from the f4. /froeddrus media
were  spotted  at  the  center  of  the  overlaid  ABm  agar  plates  and  inoubatetl
overnight at 30°c.

BioiDrormadc  .ools. The  BIAST program  (2)  was used  to  search  for  open
reading  frames  (ORFs)  eBcorling  L`ixR  and  Luxl  homologs  in  the  genomc
sequence of i4. /inmndaur ATCC 23270. The search for a/a bores was done at
the Genomic and Biof nfomatic Center, Catholic University of Chile (`"rw.cgb
.cl). Palindromlc sequences were detected in the intergcTLic region Of the a/CJR
locus  by  using  the  algorithm  bl2seq  from  the  BLAST sofmrarc  (41).  Hidden
Markov models ([IMM) were constructed with the rcsulls obtained by using the
HMMER v2.3.2 software (14). Hj.ddeB Ma[kov lndels wcTc compared with the

gcnome sequence to identify a/c boxes.
For homology modeling and evaluation of AfcR and Afe( protein stnlcturcs,

130 models were constructed for each protein with the MODELLER program
(28). The templates were chain C of the TraR structure of .4. mmc/z]ci.cue (PDB
IDno.113L),determinedtyX-raydiffractionat1.66-ATesolu(ion.andthelasl
strticture of fbcndowroras aanigmora (PDB ID no. 1R05). determined by X-ray
dimctlon at 2.3-A resolutiori (17, 44, 50). All models were evaluated using the
Verify-3D prograrri (27). The models with the highest three-dimensional profflc
scores wcrc finally selected.

Cloning  the a/ar  ge[te.  The  a/c/  gene was  amplified  from A  /ciroou.drny
chromosomal DNA by PCR using the following primers: 5 '-CATATGCAGGT
TATAACCGGGCCA-3 ' (5' end) and 5'-CGGITAGTCCAGATcrATCCAG
C-3' (3' end). The 5' end primer included an Ndel restrietion site (underlined).
The PCR "s perfomcd dy using 3 min at 95°C, followed by 30 cycles of 30 s at
95°C, 30 s al 56°C, and 40 s at 72°C and finally 3 min at 72°C. The PCR fragment
was  pLlriricd  from  ag&Tose  gels  with  Wizard  I'CR  mps  from  Promcga  aTid
cloned jn pCRT7-NT-TOPO (Invitrogen) according to the manufacturer's rec-
ommendations. The different ptasmid constnicdons were checked by autoruntjc
DNA sequencing at the Biotechnology Center of the Faculty of Sciences, Uni-
versity of Chile.

RNA mnlpuloLious. 4 /inoaridaur ATCC 23270  (otal  RNA was prepared
from thjosulfatc-, iron-or s`ilfur-grown cells by a modified hot-phenol me(hod as
descnl)ed previously (19, 45). Primer extension was perfomed with the Super-
script 11 RNase H reverse tTanscriptase ([nvitrogen) by usmg 15 pg Of lotal RNA
and the AfelRT2 primer (5 .-GGAAAGATC'I\CGCCCAACAG-3') labeled with

[ry- 3ap}AIP. .Ihe sequencing reaction was pcrfomed with the givoJ DNA eycle
sequencing system as described by Ftomcga.

The  following  syiithedc  oligoTLudeotides  were  used  in  reverse  transcription

(RT)-PCR assays for the reverse transcription step: 5 '-CGGITAGTCCAGAT
CrATCCAGC-3 ', 5'-CGATCACGACAGCAACCCGAGCA-3., and 5'-GATG
TFGCITCGTGGGAATC-3 ' for the a/cJ, a/cJi, and o¢ genes, respcclivcly. For
PCRs, the following primers were used: for 4/eJ, 5'-CATATGCAGGTIATAA
CCGGGCCA-3' and 5'-CGGTI.AGTCCAGATcrATCCAGC-3'; for a/cR, 5 '-
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CATATGGCGTCCGAAATGGCGCGT-3' and 5 '-AGGTCAACATGCC`GC`C
CATC-3': and for arty, 5 '-CGGACAAAAGATGCACCAGA-3 ' and 5'-GGTA
GCCI`GTrcmATCCGA-3'. The RT step was carried out with 1 pug of DNasc
I`treated total RNA. PCRs were done using 3 pl and 5 ul of the a/eJ and a/eR
RT reaction itinrcs. respectively. The foltowing pTog[an was used to perfom
the PCRs: an initial dcnaturation step of 95°C for 3 min; 40 eycles of 30 s at 95°C.
30 a at 60°C, and 30 s at 72°C; and a final extension step of 72°C for 3 min. For
each RT-PCR experiment a control RT reaction withou( reverse transcTiptase
was carried out to check for the absence of genomic DNA con(amination jn the
RNA preparat]oris used. RT-PCR products were checked by electrophoresis in
a  1% agarose gel jn 05X  Tris-acetate-EI}IA buffer.

Macroamiy auntysis` Maccoamy production was perfomed manually by us-
ing the colony copier VP381  (V&P Scientiflc). The PCR products were prinlcd
onto lnmobjlon-N¥+ membranes (Millipore). The different steps for expressioti
aiialysis were  perfomed  as descnl)cd  previously  (1). The a/eJ and a/cR  genes
were ampliried with the fouowing oligonucleotide palls: 5'-CATATGCAGGTT
ATAACCGGGCCA-3'   and   5 '-CGGTrAGTCCIAGATCTATCCAGC-3'   for
the a/a/ gene and 5'-CATATGGCGTCX=GAAATGGCGCGT-3' and 5'-CGAT
CACGACAGCAACCCGAGCA-3'  for  the  a/€R  gelie.  Exposed  Phosphorz-
Imager  screcus were  scauncd  with  a  Ptiosphorlmager  (Molecular  Imager  EK
Systems, BiorRad) a( a resolu(ion Of 50 LLm/pixel. To nomalize and quantify the
results, we used a "spiked" RNA (ap-J of Jhtnuspcnda) as an internal control
for the labcling reacfroR and hybridization steps.

Nudcotide seqDel]ce qccess!ol] Dumber. The rmcleotide sequence of the a/c/R
locus  has been  deposited  in  the EMBL daLabase  ruder accession number no.
AJ879454.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization or AIIIs produced try [4. /g7rooridlBus. Ex-
tracts obtained from the media of grown cultures were  ana-
lyzed with a bioassay in solid medium using the following two
reporter strains: .4.  "me/crci.cur NTI.4(pZLR4), which is spe-
cific for AIIIs having medium and long aeyl chains; and Cfroc7-
mohac/cr7.ztm  vz.a/acecfm  CV026,  which  is  specific  for  AHls
having short acyl chains and is inhibited by long-chain AHls.
No positive results were obtained with C. v[.a/acei&77!, while the
bioassays with NTI.4(pZLR4) revealed the characteristic for-
nation of a blue halo (not shown). This screening procedure
showed  that .4.  /croarfuus  produces  AHls  with  medium
and/or long acyl chains. To determine precisely the chemical
stnicture of the AHis aynthesized, the extracts were amlyzed
by LC-MS-MS.

The dichloromethane extracts obtained from j4. /cm7orrfuus
grown  in  different media  contained AIIIs with  diverse  C-3
substitutions  and  only  even  numbers  of carbons  in  the  aeyl
chain.   3-Hydrory-C,a-,   3-hydrory-C,2-,   3-hydroxy-C,4-,   and
3-hydroxy-CL6-AHls  were  present  in  iron-grown  cells;  CL2-,
c]4-,   3-OxO-c±2-,   3-OxO-c]4-,   3-hydrony-c8,   3-lrydrony-c]O-,
3-hydroxy-C] 2-, 3-hydrory-C]4-, and 3-hydroxy-C]6-AHls were
present in sulfiir-grown cells; and C]2-, C]4-, 3-oxo-C]2. 3-oxo-
C]4-,    3-hydrory-C8-,    3-hydrory-C]o-,    3-hydroxy-C]2-,    3-hy-
droxy-C]4-, and 3-hydrory-C]6-AIIIs were present in thiosul-
fate-grown cells (Table 1). In our experimental conditions, .4.
/e/7ocnddaus was able to produce nine different kinds of AIIIs
which included all the known types of C-3 substitutions (oxo
and hydroryl), and all of them had medium or long aeyl chains
with  an  even number of carbons.  For the  five types  of 3-hy-
drory-AHL  and  independent  of the  mediuni,  the  large  aeyl
chains with 12 or 14 carbons were the predondnant forms.

To determine whether some of these AIIis were produced
in  a  cell  density-dependent  marmer,  as  the  quorum  sensing

paradigm requires, the presence of these compounds was an-
alyzed in the three media obtained from .4. /eirooridrus cul-
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TABIE  1.  Identification of the different AHs produced
ty A. felToorfurrf

I.I

'H'.

AHL                      OxO.AEL                          dydroxy-AEL

Sut"te                   C,.    C,.                   C,,     C,.                 C.    C,a    C,i    Ci,    C,.

ha                    ND    ND                  ND    No               in    +      +      +      +

S`u8ff                         +         +                          +         T                       +       +       +        +         +

ThioalE"c                  +        +                       +        I                    +       +       +       +       +

a C8, RTC113(CH2)4; C|th RiH3(CH2 )6i Ci2, R+H3(2)8; C|]. RiH3

(CH2)n; ND, not detected; T, trace.

tures  in  the  early  exponential  and  early  stationary  growth
phases. Of the nine AHls aynthesized im4. /e„oor.lczaus grown
in sulfur medium, only two (C]2-AHL and C]4-AHL) showed
a  detectable  increase  in  the  early  stationary  phase  (Fig.  1,
inset). Similar results were obtained with C[2-AHL and 3-hy-
drory-C8-, C]o-, and C]2-Ams in thiosulfate medium (results
not shown). On the other hand, i n iron medium, the 3-hydroxy-
AIIL  levels  appeared  to  be  low  and  constant  (result  not
shown).

It is commonly accepted that AIIL synthases can synthesize
more  than one type  of AHL.  Some JZAirobi.win spp. produce
high numbers of AHts by using AHL synthase-encoding genes
located in the bacterial chromosome and/or plasmids (16). On
the  other  hand,  the  AHL  synthase  Sinl from  Sj7®or/!ieo6I.win
me/I./oft.  Rml021  is  able  to  eynthesize  five  different  kinds  of
AHI.s  which  involve  different  types  of  C-3  §ubstitutions,  a
monounsaturated aeyl chaln, and the largest characterized acyl
chain  (C]8)  (16).

Family I proteins catalyze the synthesis of AHLs from both
substrates,  S-adenoaylmethionine  (SAM)  and  aeylated  aeyl
carrier protein  (acyl-ACP). In addition to the putative struc-
tural specificity of each AIIL aynthase, the capacity to rynlhc-
size  different  kinds  of AHLs  has  been  associated  with  the
available pool of acyl-ACP substrates jn each microorganism
(47).  Recently,  for  EJii;i.nfo  sp„  it  has  been  postulated  that
growth conditions could also  affect the acyl-ACP  availability
(8). This could explain why C]2- and C]4-AIII.s and oxo-C]2-
and oxo-C]4-AHI.s were produced only in sulfur- and thiosul-
fate-grown cells. However, the way in which the energy source

(iron versus sulfur or thiosulfate) could affect the nature of the
AH,s js still unknown, since no information relating external
acidic  pH,  energy  metabolism,  and  cell  wall  metabolism  is
currently available for.4. /e/7cax!.drus. Therefore, the nature of
the  pool  of  aeyl-ACPs  in 14.  /errooxz.drus  is  unknown.  Our
results  are  the first  results to  suggest  that hydrory-acyl-ACPs
with medium and large aeyl chains are present in .4. /cmohon.-
dams  irrespective  of  the  energy  source.  With  regard  to  the
second precursor, little is known about sulfur metabolism and
the  related  pool  of  SAM  in  bacteria  living  under  extreme
conditions, such as acid pH. Recently, it was suggested that j4.
/erroardzaus  could  regulate  sulfur  assinilation  in  a  manner
comparable to  the manner described for other bacteria (43).
Since the first step in sulfur assimilation corresponds to sulfate
uptake, the pool of SAM in4. /€moaxz.dams should depend on
sulfate availability. Sulfate is present at high concentrations in
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FIG.  1.  Production of aeyl-AHls by4. /c77oeddans cells grown in
sulfur. The correlation between growth phase and AHL amount was
analyzed. AHls were extmc[ed from the culture medium with dichlo-

;°hm£*anThee::,¥F{ge'::anet¥::s#::elm:i:.a(#ch¥!£rfu°np%du(:22
are sho`h/n in the insct.

all  the  different  media  used  to  grow ,4. /oroo]#.dams,  and  it
carmot be assumed that sulfate is a liniting factor. Therefore,
AIIL synthesis could not be affected under the three growth
conditions that we employed.

Identification and characterization of Afel, a Luxl homolog.
Some bacteria possess various loci involved in AHL aynthesis
(16, 20, 49). On the other hand, three AIIL synthase families
have been characterized (16). To determine how many loci for
AHL production were present in the genomic sequence of 4.
Je/roaridc}us ATCC 23270, a search for ORFs encoding AI:IL
eynthases was performed. The amino acid sequences of Luxl
(accession nc). AAA27552) and Ains (AAP33508) from 77bn.a
I iscl.eri a;nd Hats (AA:G308;26) from Pseudomonas i luoresceus,
which belong to the known AHL synthase families 1, 2, and 3,
respectively (16), were used as queries in the tblasm search.

Orthologs were found only for AHL aynthases belonging to
families  1  and 3. The first gene coded for a putative protein
with 53% similarity to Hdts, the first identified member of the
third AHL synthase family. In P. /7woresccus, Hdts directs the
synthesis  of three  AHLs,  C6-AHL,  C]o-AHL,  and IV-(3-hy-
droxy-7|`is-C, 4)-AIIL (25).

The second gene coded for a protein that is 64% similar to
protein Bvel from Bwnk]feo/dcH.a cej7¢ci.a, a member of the Luxl
family. The deduced protein old. /c77oeridus was designated
Afel,  and it had  183  amino  acids,  a molecular mass  of 19.9
kDa, and a theoretical isoelectric point of 5.77. Based on the
recently solved structure of the I.asl protein of P.  acng[.nasa
(17),  we  constructed  an Afel model  structure  (Fig.  2).  Our
modeling approach took advantage of the higher level of sin-
ilarity between Afel and Lasl (56%) (Fig. 2A). The amino acid
sequence of Afel revealed the presence of a threonine residue
(Fig.  2A) which is  involved  in the  oxo-C3  substitution in  the
AHljs aynthesized try Luxl, Esal, and lust of K /ifchc„., Pa#-
foHca a/ewmz#i.!. subsp. s/ctt;Hut.I., and P. acn/gi.#asa, respectively
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FIG.  2.  Structure modeling of Afel. (A) last and Afel amino acid sequence alignment used for homology modeling. Boldface type indicates
the most conserved region in the two proteius. Identical residues are indicated by asterisks, and sinilar residues are indicated by colour. A residue
involved in oxo substitution  (47)  is indicated by a gray box.  (8) Afel modeled stnicture (rigivt) based on I.asl solved structure  (left).

(47). In agreement with this, we also characterized oxo-AHI,s
in  the  growth  media  Of A.  /er7coxz.drus.  The  highest  three-
dimensional profile score yielded an Afel structure model with
high structural similarity to the last stnicture (Fig. 28).

To confim that the a/eJ gene product was an AHL synthase,
a/gJ was  overexpressed  in  an  E.  co/i.  strain  which  does  not
produce AIHs. The cz/eJ gene was cloned in plasmid pCRT7-
NT-TOPO and transfomed into the E. co/I. BL21 (DE3) strain.
The recombinant strain was induced with 0.4 M isopropyl-P-
D-thiogalactopyranoside (IPTG) for 1 h, and the media of the
induced  bacteria  were  extracted  with  dichloromethane  and
analyzed try I.S-MS-MS (Fig. 3). C]2-AIIL and C]4-AIIL (Fig.
3A)  and  five  different hydroxy-AHI-s  (C8,  CID,  Ci2,  Ci4,  and
C]6) Gig. 38) were characterized, while in the control E. co/I.
strain  carrying  the  same vector without the  insert  no AHls
were found (results not shown). The more abundant hydroxy-
AIIIs were C]o,  C„  and  C]4, in  agreement with the results
obtained for .4. /g"oorida«r cells. This result definitively con-
firmed that Afel is all AHL aynthase able to aynthesize AHis
and hydrory-AHI.s with large acyl chains (including C]6), de-
pending on the available pool of aeyl-ACPs. No other homo-
serine  lactone  synthase-encoding  gene  (except  the  Aids-like
gene, whose  function  in  the  quorum-sensing pathway js  still
unknown) was identified in  the available genome sequence of
.4. /emgoiald¢ur. In S. mc/i./aft., the AIIL aynthase Sinl is respon-
sible for the synthesis of a series Of long-chain AHis ranging in
size  from  C[2-AIIL  to  C,8-AIfty  including  some  oxo-AHls
and a monounsaturated AHL (16). Therefore, we concluded

that  Afel  could  be  responsible  for  the  synthesis  of various
long-chain AHis in 4. /erroaiedcJaur.

Organization and transcri|]tion of the a/eJ-a/€R locus. At a
position 746 bp downstream of the a/gJ gene and in the oppo-
site orientation, we found an ORE which exhibited 59% sim-
ilarity to BviR, an R protein family member from 8.  capocfo.
The deduced protein was designated AfeR and had 214 amino
acids, a molecular mass of 23.7 kDa, and an isoelectric point of
9.89. Despite the low level  of amino acid identity with TraR

(less than 25%), we constructed a protein structiire model for
AfeR, which was very similar to the TraR structure (results not
shown). The high level of stmctural similarity between the two

proteins strongly suggests that AfeR is a transcriptional regu-
lator  of the  R  protein  family,  and,  most  likely,  it  acts  in  a
dimeric fom ty recognizing /zor-type boxes. A third ORF des-
ignated arty was jdentjfied in the a/€Jf{ intergenic region. a;#
had  the  same orientation as a/eJ,  and it coded for  a protein
with 51% similarity to a hypothetical protein from 8.  cepaci.a
R18194. The corresponding genes (a/eJ, oP, and a/eR) formed
the i4. /emoorl.drug quorum-sensing locus (a/cJfi) shown in Fig.
4A. Despite  the fact  that 4. /€iroonz.da/rs is a ry-proteobacte-
rium,  higher Similarity scores for Afel  and AfeR  (69%  and
66%,  respectively)  were  obtained with the  genomic data for
othermembersoftheBwrikfeo/dcrrioceaebelongingtotheP-pro-
teobacterial subdivision. This is in agreement with the idea of
coevolution and acquisition of the JR regulatory cassettes by
horizontal transmission (18).

Intergenic sequence analysis of the a/gJR locus revealed two
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FIG.  3.  Characterization of the AHls produced by Afel in E. co/I. carrying the 4/eJ gene. E. co/{. transformed with plasmid pCR17-NT-TOPO
with the a/cJ gene was grown in IJ3 medium. After the cells were removed, the growth medium was extracted with dichloromethane, and the
presence of AHs was analyzed by LS-MS-MS. The different MS-MS spectra or the selected ion in/z 102, which is specific for the lactone ring of
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The designation of each AIIL and the different clution times are indicated in each spectrum.

palindromic sequences,  Psl  and  PS2  (Fig. 4A).  PS2 was  lo-
cated 36 bp upstream of otry  and  168 bp from a/efi, and its
function  is  unknown.  The  analysis  of the  Psl  sequence  re-
vealed a hierarchical organization (Fig. 48). Each arm of the
30-bp palindromic sequence could be subdivided into two iden-
tical palindromic sequences whose sizes (15 bp) were similar to
that of the known Jar box. The nucleotide sequences of the two
a/e boxes were identical except for the three central bases (Fig.
48),  suggesting  that  these  bases  are  not  essential  for AfeR
binding  but  could  play  a  role  as  a  physical  spacer  for  the
binding of the dimeric form of AfeR. In the 3' end of each a/a
box,  a purine base was  conserved.  In  addition,  each a/e box
could  be  sufficient  to  bind  a  dimeric form  of AfeR,  as  sug-
gested by the modeling of the (AfeR)2¢J/e box complex based
on  the  (rraR-AHL)2-DNA  structure  data  (not  shown).  We
designated these boxes a/€ box 1 and a/g box 2 (Fig. 48) since
they could correspond to  the typical  type AI-1  QS regulator
binding sites located close to a putative -35 transcriptional site
and could play roles similar to those Of /itr and trH boxes (15,
48).

To study if the a/gJR, locus was functional in A. /€/roex].drur,
gene  expression  was  analyzed  by  RT-PCR.  Total  RNA was
prepared  from  planktonic  cells  of ,4.  Jg"oco.drus  growli  in
thiosulfate medium. The results clearly showed that a/cJ, orf3,
and a/an were expressed in j4. /g„oai3.d¢us (Fig. 4C). Never-
theless, in our experimental conditions o¢ and a/eJ were not
cotrauscribed.

As the AHis produced in the presence of iron,  sulfur,  or
thiosulfate were different (Table 1), we analyzed the transcrip-
tion  levels  of the  ate/  gene  in  the  different  media  in  DNA
macroarray experiments. The a/€/ transcription levels in thio-
sulfate and sulfur media were similar. Compared to iron-grown
cells,  transcription  of  the  o/eJ  gene  was  increased  19-  and
18-fold in sulfur- and thiosulfate-grown cells, respectively (Ta-
ble 2).  In iron medium,  the  transcription level was very low.
This could explain the lack of detection of C]2- and C]4-AHis

and oxo-C]2- and oxo-C]4-AIIIs (Table  1). Interestingly, the
increase  in  the  transcription levels  of the a/eJ gene was  not
related to the transcription levels of a/cR since the expression
of this gene did not change when iron- and sulfur-grown cells
were compared (results not shorn).

To highlight the a/e box function, the 5' end of the aJ€J gene
transcript was  determined  by priner  extension  analysis with
RNA samples  prepared  from ,4. /emoedcJaus  cells  grown  in
thiosulfate as the energy source. Ttwo trauscriptional initiation
sites were determined with oligonucleotide AfelRT2 (Fig. 4D).
The first site had  a double transcription initiation site  (G and
A), while the second site had a single transcription initiation
site (A)  (Fig, 48). The two transcription initiation sites were
located  17 or  18 bp and 28 bp,  respectively, upstream of the
translational start codon of a/gJ (Fig. 48). An E. co/!. a-7°-type
promoter  (5'-TrGTCA-16  bp-TAGATr-3')  was  identified
and correctly positioned upstream of the second transcription
initiation sites (Fig. 28). As observed for the /c4i; and trar bores,
a/a  box  1  overlapped  the  -35  transcriptional  region  deter-
mined (Eg, 48).

Based on the /ur box-/ra box models, we decided to investi-
gate  the  presence  of  the  a/e  boxes  G7ig.  48)  in  the  entire
genome sequence of the ATCC 23270 strain. By using hidden
Markov models constructed with the HMMER v2,3.2 software
(14), we characterized various putative a/a boxes (not shown).
However, our results are preliminary results which only suggest
the existence of a quorum-sensing regulon  in ,4. /e"oa*ricJams.
Proteomic  and  transcriptomic  studies  like  those  performed
with  other  bacteria  (P.  acrz{gr.#as4,  A.  cepacrfe  H111,  and  S.
me/I/ori) should help demonstrate the existence of a QS regu-
lon inj4. /eroca.drum (5,10, 30, 35, 38, 46).

Phosphate starvation activates transcription of a/€J. Differ-
ent results have revealed that type AI-1  QS I.nfluences exopo-
lysaccharide  production  and  biofilm  formation  I.n  many  pro-
teobacteria (16, 21, 24, 49), and phosphate and polyphosphate
metabolism has been linked to biofilm fomation and the quo-
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FIG.  4.  Quorum-sensing genetic locus of.4. /cmorfro. (A) Schematic map of the quorum-sensing locus of4. /emanridous composed of three
genes: a/gR encoding the transcriptional regulator, a/a/ encoding the AHls synthase, and ogiv having an unknown function. Two palindromjc

£:T:ELceesd(;sla¥2:bpps3LELeieo`m#tseedqgi:b,i¥:?.ELNsyci#itcifews±qg#o::rT:t:=#hei:fiibc#=siE::a:gale,gralpinali:odri:i:qs:i:=nfss:Lwfi
arrows) called a/c box 1  and a/e box 2. The box at the 3'  end indicates the translational start codon for a/a/.  +1  indicates the transeriptional
initja(ion sites identified; overlining indicates (he E. cozi. o7°-type promoter; and asterisks indicate the purme base transition at the 3'  ends of the
4/c boxes. (C) Transcription analysis of the quorum-scusing genetic locus by RT-PCR analysis. RT reactions were carried out with 1  pug of total
RNA from thiosulfate-grown A /t7m7aridcus cells and were perfomed with (+) and without (-) the Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase  in  order  to  exdude  amplificatioli  due  to  gcnomic  DNA  oontamirlation.  RT-PCR  products  were  analyzed  by  1%  agaTose  gel
electrophorcsis.  (D) Detemination  of transcriptional  initiation  sites for the a/cJ gene by a primer extension experinent.  The relevant DNA
sequence (complementary to the sequence Shown in panel 8 between nucleotides 8 and 27) is chowii on the right, and the positions of the possible
start sites are indicated by solid dots.

rum-sensing  regulatory  pathway  (26,  33,  40).  On  the  other
hand, in Scmztr.a sp. strain ATCC 390006, mutation of thepsfs
gene, which belongs to the Pho regulon and whose product is
part  of a high-affinity phosphate  transporter, mimicked phcis-
phate  limitation  and caused  a  three-  to  fourfold increase  in
transcription  of the  AIEL aynthase-encoding  gene  (smaJ)  of
Scm#.a type AI-I QS (40).

During  bioleaching 4.  /c7roco.drum  adheres  to  solid  sub-

TABLE  2.  Effect of the energy source on the transcription levels of
the afel gene

Medium

Iron          Sulfur      Thiosulfa(c

*.  ,JF                   a   Jt
j           ira

a/a/spetinteusitya      o.68          |3.22            12.49

a Relative in.ensity.

strates by means of extracellular polymen.c substances, such as
exo-  or  lipopolysaccharides,  and  develops  biofilm  structures
during the cellular adhesion  process  (7,  13,  22,  36).  Previous
immunological results have demonstrated that the amounts of
lipopolysaccharides which are part of the polysaccharide rna-
trix involved in ore colonization are increased in phosphate-
starved j4. /c"ooi7.drus cells (3),  and a pAo regulon has been
described in j4. /ei7caricJaus (45). Therefore, the effect of phos-
phate  starvation  on  the  transcription  of  the  a/eJ  gene  was
investigated by using a DNA macroarray analysis.

Transcriptionofthea/gJgenewasincreased20-fo]dwhenJ4.
/c7rochczaus  cells were  cultured  in  a low-phosphate  medium
(-P; medium; Pf concentration, 0.22 mM) compared to a high-
phosphate medium  (+P, medium;  Pf concentration,  22 mM)
(Table 3). The overexpression of the a/eJ gene in phosphate-
starved cells was directly correlated with increases in the C[2-
AHI.,  C]4-AIIL,  and  hydrory-AIIL  levels  ITable  3).  These
results  are  in  agreement with  those  obtained with  the smaJ
gene of scmztr.a sp. (40). Therefore, the AfelR quorum-sensing
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TABIE  3.  Effect of the phosphate starvation on a/cJ expression
and AHL synthesis in thiosulfate-grown ce]Js

+Pi         -Pi

a/eJ spot intcusitya

I,d5

Hffi
7.57             152.52

C,2-AHL                      I               5.01

C„-AHL                    I             3.39

IIydroxy-AHLb          I              2.31

a Relative intensity.
A Average values including hydrory-C]o, hydrory-C„ and hydrory-Ci6-AHls.

system appears to be modulated by P[ availability. Slater et al.
(40) suggested that the expression of smaJ could be enhanced
through the two-component regulatory eystem PhoR-PhoB. In
4.  mmf!/zzcl.fi»s  phosphate-starved  cells,  biofilm  formation  is

positively affected through the PhoR-PhoB regulatory pathway
(11).  Nevertheless,  how  these  different  regulatory levels  are
related and affect biofilm formation in,4. /emcoxz.drus is still an
open question.

Recently, preliminary evidence for the occurrence of homo-
serine lactone Signal production in archaea has been reported

(31).  Some  biomining  microorganisms,  such  as Fcm?p4esma
type 11 and fcpotspl.rf/iA77I /aroorl-drum type 11, are also able to
form a natural and mixed acidophiljc biomm (42). Therefore,
the existence of an AHL colnmunication eystem in 4. /c/roorz.-
dflns and its impact on the biofilm structure and abundance of
bacteria and archaea in biomining microbial communities are
very relevant.

Obviously, further studies with .4. /enoarfeus are necessary
(i) to determine if AfeR is a positive transcriptional regulator
or negative transcriptional regulator or both, as in the case of
AhyR  of .4eromo#as kydropfri./a  (23),  (ii)  to  understand  the
biological significance of both a/g boxes upstream of the a/eJ
gene,  (iii)  to  understand  the role  of the product of the a;P
gene, and (iv) to identify all the genes which fom the quomm-
seusing regulon. Since no genetic transfer techniques are cur-
rently available for .4. /emeariczczus,  strategies using a/€J mu-
tants or any kind of gene cloning are not possible. However,
the use of proteomic and transcriptomic analyses of mimicked
null   mutants   obtained  with   quorum-sensing   inhibitors   (9)
should be a successful global approach for identification of all
the components Of the quorum-sensing regulon in f4. /onc7an:i.-
daus.
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