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1. RESUMEN.

El “Quorum Sensing” (QS) es un sistema de comunicacion bacteriana que
controla la expresion de ciertos genes en funcién del tamafio poblacional. Existen
varios tipos de sistemas de QS. El sistema mas estudiado en bacterias Gram-negativas
es el QS mediado por N-acil homoserina lactona (AHL). En este tipo de sefializacion
estan involucradas dos familias proteicas: la familia de proteinas R, compuesta por
reguladores transcripcionales cuya actividad depende de AHL y la familia I, compuesta
por sintasas de AHL. Las AHLs son moléculas organicas pequefias que se acumulan
en el medio proporcionalmente con el aumento de la poblacion bacteriana. Cuando se
alcanza una concentracion umbral activa de AHL, ésta se une a los reguladores R, que
regulan la transcripcién de genes blancos.

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria biotecnolégicamente relevante por
su rol en el proceso de biolixiviaciéon de minerales. E! estudio del fendmeno de QS en
A. ferrooxidans es relevante dado que fenotipos importantes para el proceso de
biolixiviacion podrian ser regulados por este sistema.

En este estudio se desarrollaron herramientas para el estudio de la expresion de
la proteina Afel y la deteccion de sus productos, como, la generacion de anticuerpos
policlonales a-Afel y la estandarizacion de ia técnica de deteccion de AHLs mediante
cromatografia en capa fina (CCF) acoplada a biosensor bacteriano. Ademas, se
confirmé que la proteina Afel es capaz de sintetizar N-acil homoserina lactonas cuando
es expresada de manera heterdloga en Escherichia coli y en su contexto nativo en A.
ferrooxidans. La proteina Afel fue purificada con éxito en condiciones desnaturantes y
se logré generar suero policlonal a-Afel, esto permitira comparar el nivel de expresion

de la proteina en distintas condiciones y, ademas, detectar la presencia de homélogos
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que inmunoreaccionen con el suero, en ofras bacterias del consorcio biclixiviante.
Utilizando la técnica de CCF acoplada a biosensor, se logré detectar un maximo de
siete sefiales presentes en el medio de cultivo de A. ferrooxidans. Las sefales fueron
identificadas de manera tentativa utilizando estandares sintéticos como referencia y
efectuando comparaciones con datos obtenidos previamente por nuestro laboratorio
mediante espectrometria de masa. La puesta a punto de la técnica de CCF acoplada a

biosensor permitira efectuar biisquedas de ofras cepas productoras de AHL.
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2. ABSTRACT.

Quorum Sensing (QS) is a bacterial communication system in which gene
expression is under control of cell density. There are several types of QS systems. The
main studied system in Gram-negative bacteria is the N-acyl homoserine lactone (AHL)
mediated QS. Two protein families are involved in this type of signalling: the R protein
family, composed of transcriptional regulators whose activity depends on the AHL, and
the | protein family composed of AHL synthases. AHLs are small organic compounds
which accumulate in the culture media as the bacterial population increases. When the
concentration of AHLs reaches a concentration threshold, it interacts with its respective
R regulator and the transcription of target genes is regulated.

Acidithiobacillus ferrooxidans is a biotechnologically relevant bacteria cause of its
role in the ore biolixivation process. The study of QS phenomena in A. ferrooxidans is
important due to the possible biolixivation-relevant phenotypes that might be regulated
by this system.

in this study, the N-acyl homoserine lactone synthase activity of the Afel protein
was confirmed by its heterologous expression in Escherichia coli and the subsequent
detection of its products in the culture supernatant. Furthermore, tools for studying the
expression of the Afel protein and the detection of its products were developed, i.e. the
generation of «-Afel polyclonal antibodies and the standarization of the bacterial
biosensor associated thin layer chromatography technique for the detection of AHL
molecules. The Afel protein was successfully purified under denaturing conditions and
a-Afel polyclonal antisera was generated. This will allow comparative analysis of the
protein expression level under different conditions and the detection cross-reacting Afel

homologs from other biomining microorganisms. Using the TLC a maximum of seven

Xiv




different signals present in the A. ferrooxidans culture media capable of inducing the
biosensor acfivation were detected. The tentative identification of the signals was
performed using synthetic standards as reference and making comparisons with mass

spectrometry data previously obtained.




3. INTRODUCCION.

3.1. Comunicacién quimica bacteriana.

La visién de las bacterias como células individuales ha sido reemplazada poco a
poco por {a idea de que el comportamiento de grupo es una caracteristica generalizada
y natural de éstas. En el establecimiento de comportamientos grupales, la sefializacion
a través de moléculas quimicas es un factor fundamental. La capacidad de producir
una sefial quimica, liberarla al medio extracelular, y transduciria a través de recepiores
especificos, generando fenotipos cooperativos, constituye un tipo de comunicacion
quimica. Es importante diferenciar entre sefial, indicacién, y manipulacién quimica, en
cuanto a si se interpreta como comunicacién o no un determinado intercambio de
sefales quimicas entre microorganismos (Keller y Surette, 2006; West y col., 2006). La
sefializacion célula-célula en bacterias tiene uno de sus origenes en la descripcion del
fenémeno denominado autoinduccion, y posteriormente generalizado en el concepto de

*Quorum sensing” (QS).

3.1.1. Autoinduccién.

Cuando células de Vibrio fischeri provenientes de cuitivos en fase exponencial
son inoculadas en medio fresco, ocurre una retraso temporal (lag) en a induccion de la
luminiscencia. Este retardo esta caracterizado por un breve periodo oscilatorio y una
posterior caida en los valores de luminiscencia, que son recuperados a medida que la
bacteria crece. Este retardo puede ser superado al efectuar el inéculo en un medio
donde otro cultivo de V. fischeri ha crecido previamente (medio “condicionado”)
(Kempner y Hanson, 1968). Este hallazgo condujo a la definicion de dicho fendmeno

como “autoinduccion” (Nealson y col, 1970) y a la posterior caracterizacidn e




identificacién estructural de la molécula responsable, la que se denomind autoinducior
(Al) (Eberhard, 1972; Eberhard y col., 1981). El Al funciona como un inductor
extracelular producido por la propia célula y su acumulacién en el medio de cultivo
gatilla la expresion del fenotipo biocluminiscente. Crecido en un matraz, V. fischeri
adopta este fenotipo bioluminiscente al expresar el operén luxICDABE sd6lo cuando la
concentracion extracelular del Al identificado como N-3-oxo-hexanoil-L-homoserina
lactona (3-oxo-C6-HSL), alcanza una conceniracién suficiente capaz de inducir la
activacién del regulador transcripcional especifico LuxR, localizado en el citoplasma.
Dado que la molécula 3-oxo-C6-HSL difunde libremente a través de las membranas de
V. fischeri (Kaplan y Greenberg, 1985), las concentraciones exira e intracelular de 3-
ox0-C6-HSL se equilibran de modo que la concentracién extracelular refleja la
concentracién citoplasmatica necesaria para regular la expresion de los blancos
regulatorios. De esta manera, la acumulacién de 3-oxo-C6-HSL dentro de cada
bacteria aumentara de manera correlativa con la densidad celular del cultivo. Esta
correlacién dio origen a la hipétesis de que la funcién natural de la sefializacion via
autoinductores es la de expresar fenotipos particulares en funcion de la densidad
celular, de tal manera que solo cuando se alcanza un nimerc determinado de
bacterias o “quorum” se expresa el fenotipo, que de ser efectuado individuaimente,

resultaria improductivo o sub-6ptimo.

3.1.2. “Quorum sensing”.

La respuesta sincrénica de un monocultivo bacteriano cerrado a la acumulacion
extracelular de Al ha sido denominada “quorum sensing” (QS) (Fuqua y col., 1994). El
términc QS es usado para definir la regulacion transcripcional mediada por

autoinductores y ha sido propuesto como un mecanismo general de coordinacién de




expresion fenotipica en respuesta a cambios en la densidad celular. En base a las
evidencias antes mencionadas para la autoinduccién en V. fischeri se ha establecido
un modelo general de funcionamiento que se ha extendido a otros sistemas donde
existe sefalizacion célula-célula. Los sistemas de QS descritos tienen distintos niveles
de complejidad y los componentes moleculares que participan en el mecanismo

poseen gran variabilidad.

3.1.3. Clasificacién de los sistemas de “quorum sensing”.

Existen varios tipos de QS que han sido clasificados de acuerdo con la
naturaleza del autoinductor y los diferentes mecanismos que controlan su sintesis y la
respuesta celular que gatillan. De acuerdo con el tipo de autoinductor secretado se
pueden clasificar los distintos tipos de QS en, a lo menos, tres grandes grupos.

QS mediado por N-acil homoserina lactonas (AHL).

Es el primer sistema descrito y el mas estudiado. Las AHLs son usadas como
moléculas de comunicacién por varias bacterias Gram-negativas, sin embargo los
mecanismos de sintesis y transduccién de la sefial son variables. El QS mediado por
AHL mas comin es aquel que usa una proteina de la familia | como sintasa y una
proteina de la familia R como regulador transcripcional especifico. En bacterias como
Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens y Vibrio fischeri, la forma en
que se llevan a cabo los mecanismos moleculares mediados por las proteinas 1 y R, se
ha descrito con alto nivel de detalle. En la siguiente seccién se analizara en extenso
este tipo de senalizacion.

QS mediado por oligopéptidos modificados.

Este tipo de comunicacién es caracteristica de bacterias Gram-positivas. Otra

diferencia notable con la sefializacién mediada por AHLs, ademas de la naturaleza




quimica de! autoinductor, es que la transduccion de la sefial ocurre a través de un
sistema de dos componentes que involucra un receptor de membrana y una posterior
cascada de fosforilacién que termina en una regulacién transcripcional diferencial
(Miller y Bassler, 2001).

QS mediado por furanosil borato diester (Al-2).

Inicialmente descrito en Vibrio harveyi, ha sido considerado un tipo de

sefializacién interespecie. El Al-2 es sintetizado por el producto del gen {uxS, que esta
presente en una gran cantidad de bacterias tanto Gram-positivas como Gram-
negativas. Las bacterias pueden poseer este sistema ademas de otro sistema de QS
funcional (Xavier y Bassler, 2003).

Ademas de estos fres grupos, existen muchos ofros tipos de moléculas de
sefializacion y sistemas de deteccion. Por ejemplo, V. harveyi posee, ademas del QS
mediado por Al-2, un sistema hibrido, donde el autoinductor es una molécula de AHL,
pero la deteccion y transduccién de ésta ocurre a través de un receptor de membrana,
de manera similar a los sistemas encontrados en bacterias Gram-positivas. En
bacterias del género Myxococcus, la formacion del cuerpo frutoso se debe a la
existencia de un comportamiento grupal que genera una estructura semejante a un
organismo multicelular y cuyo desarrollo esta regulado por las sefiales "A” y “C” que
corresponden a una mezcla de péptidos y aminoacidos libres y a una pequefia proteina

de membrana externa, respectivamente (Kaiser, 2004).

3.2. “Quorum sensing” mediado por N-acil homoserina lactona (AHL) o

autoinductor del tipo 1 (Al-1).

Las AHLs pueden ser sintetizadas por al menos tres familias distintas de sintasas

y sensadas por al menos dos familias distintas de recepiores. Los sistemas de QS




mediado por AHL mas estudiados son homologos al sistema descrito inicialmente en V.
fischeri y comparten los componentes basicos de éste. En este sistema la sintesis
ocurre a través de una sintasa de la familia | y la respuesta es mediada por un
regulador transcripcional de la familia R (Gray y Garey, 2001) (Fig. 1). A continuacion

se detallaran la estructura, sintesis y transduccion de la molécula de AHL en sistemas

del tipo I/ R.
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Figura 1. Sistema canénico de sefializacion via AHLs en V. fischeri (Federle y Bassler,
2003). La proteina Luxl sintetiza la sefial AHL. La sefial difunde libremente a través de la

membrana plasmatica. Cuando se alcanza una concentracion extracelular (e intracelular)
umbral de AHL, ésta se une al regulador transcripcional LuxR, activando la transcripcion
de genes blanco desde un operador denominado caja lux.

3.2.1. Sintesis y estructura de autoinductores del tipo AHL o Al-1.

La variabilidad estructural de las AHLs descritas hasta ahora, reside en el largo
de la cadena acil, el tipo de sustitucion en su carbono 3 (grupo hidroxi o grupo ceto), y
la presencia o no de instauraciones (Fig. 2). Existen tres familias de enzimas, no
homologas entre si, capaces de sintetizar la sefial AHL, cuyos miembros
representantes son: Luxl (Engebrecht y Silverman, 1984), AinS/LuxM (Gilson y col.,

1995) y HdtS (Laue y col., 2000). Las proteinas de la familia Luxl (6 1), sintetizan AHLs




a partir de los sustratos acyl-acyl carrier protein {acyl-ACP) y S-adenosil metionina
(SAM) (More y col., 1996; Schaefer y col., 1996). El mecanismo de sintesis propuesto
consiste en la N-acilacién y la lactonizacién de la metionina, generandose el enlace
amida entre la cadena acil y el anillo homoserina lactona. Los productos de esta

reaccion son la AHL, la 5'-metiltioadenosina (MTA) y la holo-ACP.

/\/\/E’\ing};o

3-ox0-Cp-HSL

t H o

3-OH-C,-HSL

Q
,/\/\./\/!L N/Q)
Ce-HSL

OH
_ ot
® t H oy

3-0H-Cpqy-HSL

Ciga-HSL

Figura 2. Ejemplos de N-acil homoserina lactonas (AHLs). Las estructuras de Ias distintas
AHLs descritas en la literatura varian en el nimero de carbonos que componen la cadena
acilo {4-18 carbonos), la presencia o ausencia de los grupos funcionales ceto (oxo) o hidroxi
en el carbono 3, ¥ la presencia de insaturaciones. El carbono 3 se indica con una flecha, las
insaturaciones se muestran con un punto {adapiade de Gonzalez y Marketon, 2003).

La familiz AinS/LuxM se refiere a dos proteinas homdlogas entre si {AinS de V.

fisheri y LuxM de Vibrio harveyi). En. V. fischer, ademas de la antes mencionada 3-oxo-




C8-HSL (producto de Luxl), se sintetiza la sefial N-octanoil-homoserina lactona (C8~
HSL), que es producto de la proteina AinS. En V. harveyi , LuxM sintetiza la sefal N-(3~
hidroxibutiril)-homoserina lactona. La actividad enzimatica de esta familia es
equivalente a la de la familia | {Hanzelka y col., 1999).

La enzima HdtS de Pseudomonas fluorecens sintetiza AHL hidroxi-sustituidas
con largos de cadena acil de 6, 12 ¥ 14 carbonos. Una de éstas AHLs es N-(3-hydroxi~
7-cis-tetradecenoil) homoserina lactona, antes conocida como “bacteriocina pequefia
de Rhizobium®, responsable de inhibir el crecimiento bacteriano (Wilkinson y eol,

2002).

3.2.2. El regulador transcripcional del tipo LuxR.

Los reguladores transcripcionales de la familia LuxR comparten dos dominios de
homologia conservados: el de unién a ADN, del tipo hélice-vuelta-hélice en la regién
carboxi-terminal y el de unién a AHL, en la region amino-terminal. E! sifio de unién al
ADN descritc para V. fischeri es llamado caja lux (o caja tra para Agrobacterium
tumefaciens y caja las para Pseudomonas aeruginosa). La estructura dimérica del
homdlogeo de A. tumefaciens TraR acomplejada con sus 2 moléculas de 3-ox0-C8-HSL
¥ unida a la caja tra ha sido determinada por cristalizacién y difraccién de rayos-X
(Vannini ¥ col., 2002; Zhang ¥ col., 2002). El mecanismo a traves del cual los distintos
miembros de la familia R regulan la transcripcion de sus genes blanco, varia en cada
sistema. En A. tumefaciens, la unién de la sefial 3-oxo-C8-HSL permite la dimerizacion
del regulador TraR y la posterior interaccion de este con la caja fra, proimoviéndose la
transcripcion del gen que se encuentra rio abajo de ésta (Fuqua y Winans, 1996; Zhu y
Winans, 2001). Este modelo de induccién es compartido por muchos sistemas sujetos

a regulacién por QS. Los sistemas /ux de V. fischeri y las de P. aeruginosa, también




poseen proteinas R que funcionan como activadores transcripcionales. En estos
sisternas, al menos para los blancos genéticos mejor caracterizados, la caja se ubica
alrededor de la posicién <40 a -45 con respecto al inicio transcripcional de los genes
blanco.

Algunos reguladores transcripcionales de la familia R se unen a sus secuencias
blanco en ausencia y se liberan de ellas en presencia de AHL, como es el caso de
EsaR de Panloea stewartii o ExpRey de Erwinia carotovora (Andersson y col., 2000;
Minogue y col., 2002). Ambos reguladores son represores de sus blancos genéticos
conocidos. No obstante, pueden funcionar como activadores transcripcionales en
sistemas genéticos artificiales al unirse en ausencia de AHL a la caja Jux e inducir la

expresion de! operdn de bioluminiscencia de V. fischeri (von Bodman y col., 2003).

3.2.3. Transporte y acumulacion de AHL.

La libre difusion de AHLs a través de las membranas de las bacterias que las
producen, ha sido estudiada usando autoinductores marcados radiactivamente {(Kaplan
y Greenberg, 1985; Pearson y col., 1999). Los trabajos demuestran que las AHLs de
cadena corta como C4-HSL y 3-ox0-C6-HSL pueden difundir libre y rapidamente a
través de las membranas celulares. La sefial hidrofébica 3-oxo-C12-HSL de P.
aeruginosa puede difundir a través de las membranas, pero de una forma mas lenta &
puede ser transportada activamente por una bomba de eflujo (Pearson y col., 1999).
En el caso de las bacterias Rhodobacter capsulatus, que produce las AHLs C16-HSL y
C14-HSL, y Paracoccus denitrificans, que produce C16-HSL, experimentos con AHLs
radiactivas demuestran que la mayoria de estas sefiales son retenidas por las

bacterias y no son libremente difusibles, como el caso de V. fischeri (Schaefer y col.,




2002). Se estimé que la concentracién de AHLs asociada con las células seria
aproximadamente 50 veces mayor que aquella detectada en el exterior.

Estos resultados sugieren una relacion entre el grado de hidrofobicidad de las
AHLs y su retencion en las células, ya sea a nivel citoplasmatico o de membranas. Por
ende, establecen una diferencia importante entre V. fischeri y bacterias que producen
AHLs hidrofébicas, en cuanto a la homogeneidad de concentraciones que existen

dentro y fuera de la célula.

3.2.4. Regulacién de la expresion del par génico // R.

Los genes que codifican para los componentes principales de un sistema del tipo
I I R estan sujetos a regulacién transcripcional, incluyendo una autorregulacion.
Cuando el gen R se autorregula, induce un aumento de sus niveles de transcripcion en
presencia de AHL, ya sea por activacion o desrepresion, como en el caso de los genes
IuxR y esaR, respectivamente (Shadel y Baldwin, 1992; Minogue y col., 2002). El gen /
también esta sujeto a autorregulacién, pues la cantidad de transcrito depende
directamente de la concentracion de AHL. En la mayoria de los sistemas de QS
descritos, la autorregulacion es positiva. Por lo general existe una caja de tipo /ux rio
arriba del inicio transcripcional del gen /. Se piensa que esta autorregulacion positiva
permite una acumulacion exponencial de la sefial, y que este hecho tiene que ver con
la rapidez de la induccién fenotipica, como en el caso de la bioluminiscencia en V.
fischeri. La autorregulacién positiva no ocurre en todos los sistemas, por el contrario,
existe al menos un ejemplo de inhibicién transcripcional del gen J, inducida por AHL

{McGowan y col., 2005).




3.3. A. ferrooxidans y “Quorum sensing”.

3.3.1. A. ferrooxidans.

La bacteria Gram-negativa acidéfila Acidithiobacillus ferrooxidans es una v-
proteobacteria quimiolitoautotréfica capaz de obtener su energia a partir de la
oxidacién aerdbica de ién ferroso, azufre elemental y compuestos reducidos de azufre
(Rawlings y Kusano, 1994). Por esta razén, A. ferrooxidans es utilizado frecuentemente
en la biolixiviacién de minerales en la indusiria minera. La manera en la que este
microorganismo se une a la superficie de minerales como [a pirita, es mediante una
capa de sustancia exopolimérica (EPS). Esta capa forma una matriz donde
eventualmente las células se dividen y forman una biopelicula (Rawlings, 2002). Esta
matriz estd impregnada de especies de Fe** acomplejados con &cido glucurénico y
sirve de espacio de reaccién en donde la alta concentracién de ion férrico ataca
quimicamente al minera! en sus enlaces covalentes. En el proceso, el ion Fe*® es
reducido a i6n Fe*? que es oxidado nuevamente por la bacteria. También en este
procesc ocurre una acidificacién local que contribuye a la disolucién del mineral

(Kinzler y col., 2003).

3.3.2. El sistema de QS de A. ferrooxidans.

Entre las bacterias Gram-negativas que tienen un sistema de QS mediado por
AHL, se incluyen las proteobacterias purpuras fototrépicas, vibrios marinos, bacterias
de la rizésfera y patégenos oporiunistas de plantas y animales. En estos
microorganismos el QS regula multiples funciones tales como la sintesis de
exoenzimas, conjugacion, sintesis de EPS, produccién de antibidticos, luminiscencia y

formacidn de biopeliculas (Pirhonen y col., 1993; Fugua y Winans, 1994; Davies y col,,
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1998; Dunlap, 1999; Gray y Garey, 2001; Marketon y col., 2003; McGowan y col,,
2005). A. ferrooxidans posee un sistema de QS mediado por AHLs (Farah y col., 2005),
sin embargo, los fenotipos regulados por este sistema nc se conocen. Algunos de los
fenotipos expresados por A. ferrooxidans en el proceso de biolixiviacion de minerales,
podrian ser regulados por QS. Por ofra parte, el control de los mecanismos
involucrados en el proceso de biolixiviacion puede conducir a mejoras en los
parametros globales del proceso, tales como aumentos en el rendimiento o en la
velocidad de la extraccion. Por estos motivos el estudio del QS en A. ferrooxidans
posee interés biotecnoldgico.

Los componentes principales del sistema de QS fueron previamente identificados
(Farah y col., 2005; Rivas y col., 2005). A. ferrooxidans posee un sistema de QS
mediado por AHLs, y posee al menos los componentes basicos del sistema de V.
fischeri. Las proteinas | y R se denominaron Afel y AfeR, respectivamente. Los genes
afel y afeR estén organizados divergentemente y existe un tercer marco de lectura en
la zona intergénica denominado orf3. También existe una secuencia palindrémica rio
arriba del gen afel denominada caja afe.

A. ferrooxidans posee, ademas, dos genes homdlogos a la sintasa de AHL hdiS
de Pseudomonas fluorescens (Farah y col., 2005).

La existencia de un sistema de QS mediado por AHLs en A. ferrooxidans y el
desconocimiento del funcionamiento molecular particular de éste, hacen necesaria la
medicién de los componentes del sistema bajo distintas condiciones. La expresion de
la proteina Afel es un factor fundamental en el entendimiento de la operacion del
sistema, por ser esta la responsable de la sintesis de la sefial y estar directamente bajo
el control transcripcional de AfeR. En este estudio se desarrollaron hemramientas que

permitiran medir de manera rutinaria la expresion de la proteina Afel y la produccién de
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AHLs en A. ferrooxidans. Esto se logré gracias a la obtencion de suero policlonal
a—Afel, que sera usado posteriormente en estudios de expresidn y a la implementacién
de la técnica de cromatografia en capa fina acoplada a biosensor, para detectar de

manera rutinaria las AHLs presentes en sobrenadantes de cultivo.

3.4. Objetivos.

3.4.1. Objetivo General.

Desarrollar herramientas que permitan medir los niveles de expresién de

Afel y de las AHLs sintetizadas.

3.4.2. Objetivos especificos

Obijetivo especifico 1

Implementar la técnica de cromatografia en capa fina asociada a biosensor

y detectar la presencia de AHLs producidas por Afel en su contexto nativo.

Objetivo especifico 2

Purificar la proteina Afel sobreexpresada de forma heteréloga en
condiciones desnaturantes.
Obietivo especifico 3

Generar suero policlonal a-Afel y detectar la proteina en extractos proteicos

de A. ferrooxidans
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

La cepa de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 se crecio aerébicamente
en medio basal 9K modificado [(NH4)2SO4 0,1 gfl; MgS0,°7H,0 0,4 g/l; K;HPO43H,O
g/l 0,04 g/l suplementado con FeSO,7H0 (33 g/l) (para la obtencién de ADN
cromosémico) 6 azufre elemental en perlas 50 gfl (para la extraccion de AHLs) (Amaro
y col., 1991; Ramirez y col., 2002).

Las cepas de E. coli BL21{DE3) y TOP10F’ fueron crecidas en medio LB
(Sambrook y Russell, 2001) suplementado con 100 pg/ml de ampicilina ya sea en caldo
o placas LB-agar (1,5%). Cuando fue necesario también se suplementd con IPTG
hasta una concentracion final de 0,5 mM.

Las cepa de E. coli BL21(DE3)-Afel expresa de manera recombinante la proteina
Afel con su secuencia aminoacidica intacta. La cepa E. coli BL21(DE3)-Afelc la
expresa con una “cola” de 35 aminoacidos adicionales en el extremo amino-terminal.
Las cepas estan transformadas con los plasmidios pCRT7/NT-TOPO-afel y pCRT7/NT-
TOPO-afelc, respectivamente.

LLa cepa de A. tumefaciens NTL4(pZLR4) fue crecida en medio LB o medio AB
minimo (ABm) [en g/L., K:HPO,, 3; NaH,PO, 1; NH,CI, 1; MgS0,.+7H,0, 0,3; KCI, 0,15;
CaCl,, 0,01;: FeSO, 7H,0, 0,0025] (Chilton y col., 1974) suplementado con 0,5% de

glucosa y 25 pg/ml de gentamicina segin correspondiese.
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4.2, Técnicas de Biologia Nolecular.

4.2.1. Extraccion del ADN cromosémico.

Para la extraccion del ADN cromosdmico de A. ferrooxidans se utiliz6 el protocolo
para bacterias Gram-negativas del kit Wizard® Genomic DNA Purification kit
(Promega). Este mismo se basa en un paso de lisis celular seguido de una digestion
enzimética del ARN, con posterior precipitacion del ADN gendmico con isopropanol y
solubilizacion en agua. Para la extraccion, las células provenientes de 100 mL de un
cultivo crecido en ion ferroso hasta fase estacionaria, se colectaron por centrifugacion
(7500 x g durante 10 min). El precipitado se lavé una vez con 1 mL de solucién de
agua acida (pH 1,6 ajustado con H,SO,) y dos veces con 1 mL de una solucién 10 mM
citrato de sodio. Este paso tiene por objetivo limpiar las células y eliminar el exceso de
Fe®* que presenta el cultivo. Posteriormente, el protocolo se utilizé sin modificaciones,
el volumen final de resuspension fue de 100 pl de H,O libre de nucleasas (Winkler

Ltda.).

4.2.2. Purificacion de fragmentos de ADN desde geles de agarosa.

Para la extraccién de las bandas de ADN desde los geles de agarosa se utilizé el
Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). El método se basa en la
escisién con bisturi de la banda desde el gel de agarosa y la fundicion de la agarosa a
65°C, en presencia de una resina que une el ADN. La resina se empaca en una mini
columna y luego de dos lavados con isopropanol, el ADN se eluye con agua mediante

centrifugacién.
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4.2.3. Cuantificacién del ADN gendémico y plasmidial.

La cuantificacion del ADN doble hebra (genémico o plasmidial) se efectud
espectrofotométricamente, mediante la lectura de la absorbancia a A=260 nm (Azg) de
una dilucién 1:50 de la muestra de ADN. Una unidad de Az corresponde a 50 ug/mL
de ADN. La pureza se comprcbo mediante la relacion Ageo/Azeo (Sambrook y Russell,

2001).

4.2.4. Electroforesis del ADN en geles de agarosa.

Para visualizar la calidad y el tamafio del ADN cromosémico o de los fragmentos
de PCR se utilizaron geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE 0.5X (20 mM Tris-
acetato pH 8,0; 0,5 mM EDTA). Cuando se usé una concentracion de agarosa distinta,
se indica en la figura correspondiente. Las muestras se mezclaron con amortiguador de
carga 6X (0,25% p/v azul de bromofenol, 40% p/v sacarosa). La tincion se realiz6
durante 10 min. con una solucién de bromure de etidio de concentracién 0,2 pg/mL en
amortiguador TAE 0,5X. Las bandas se visualizaron por la fluorescencia emitida al
irradiar con luz ultravioleta de 320 nm en un transiluminador. En todos los geles

mostrados se usé el estandar de peso molecular 250 bp DNA ladder (Invitrogen).

4.2.5. Diseiio de oligonucleétidos y amplificacion del gen afel mediante PCR

con “partida en caliente”.

Los partidores se disefiaron manualmente a partir de la secuencia del gen afe/
disponible en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 y fueron sintetizados a
SIGMA-PROLIGO (www.proligo.com).

Para la amplificacion por PCR de afel se diseit6 el par de partidores

AfelAFNdeINH2 (5-CATATGCAGGTTATAACCGGGCCA-3; Tm= 62°C) vy
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AfelAFCOOH (5-TTAGTCAGATCTATCCAGC -3'; Tm= 54°C). La secuencia CATATG
es un sitio de restriccidn para la enzima Ndel que se agregé al extremo 5’ del partidor
para introducir este sitio en el fragmento ampilificado. Se determinaron las condiciones
éptimas de amplificacion para el PCR con “partida en caliente” (Tabla 1). Las
concentraciones y volimenes de los reactivos de PCR usados se muestran en la tabla
2. La “mezcla 2" se agregd solo hacia el término de la denaturacion inicial.

Tabla1. Condiciones 6ptimas para la amplificacion del gen afel.

Etapa Temperatura Tiempo
Denaturacion inicial 952C 3 min
Denaturacién 952C 30s
Hibridizacion 652C 30s
Sintesis 722C 40s
Sintesis final 72¢C 3 min
Ciclos de amplificacion 20

ADN polimerasa Pwo®
concentracion final de Mg?* 2,5Mm

Spolimerasa aislada de Pyrococcus woseil. Se encuentra descontinuada;
su secuencia es idéntica a la polimerasa Pfu, aislada desde Pyrococcus
furiosus y disponible en el mercado.

Tabla 2. Composicién 6ptima para la reaccion de PCR con “partida en caliente” para la
amplificacién de afel.

Reactivo (concentracion) mezcla1 mezcla 2
dNTPs (1mM) 4 pl -
ADN genémico (40 ngful) Tul -
Partidor AfelAFNdelNH2 (100 ng/ut) 1 pl -
Partidor AfelAFCOOH (100 ng/pl) Tpd -
DMSO (100%) 2,5ul -
Amortiguador Pwo (5x) - 10 ul
Pwo (5U/ul) - 0,2 pl
H,0 bidestilada estéril 15,5 ul 15 pl
Volumen Total 25 pl 25l
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El tamafio de afel es 549 pb, mientras que aquel del producto de la amplificacion
es de 552 pb, pues se han agregado 3 nucleétidos en el extremo amino-terminal que

permiten conformar el sitio de restriccion Ndel.

4.2.6. Adenilacién de extremos romos generados durante la amplificacion

por PCR.

El uso del vector de expresion pCRT7/NT-TOPO, necesita la presencia de
adenilaciones en los extremos 3’ del producto de PCR. Puesto que la enzima Pwo
genera extremos romos, el fragmento de PCR purificado fue sometido a una
incubacién con Tag polimerasa y dATP a 72°C por 20 minutos usando 0,2 pl de Tag
polimerasa (Promega) (Tabla 3).

Tabla 3. Reaccién de adenilacion molde-independiente en
los extremos 3’ del fragmento purificado.

ADN purificado 12 ul
dATP (2mM) 5ul
Buffer Taq (5%) 8 pl
Agua [ibre de nucleasas 15 pl
Tagqg (5U/pi) 0,2 ul
Volumen final 40,2 pi

4.2.7. Clonamiento de afel en E. coli TOP10F'.

La reaccidn de ligacién no necesita ser catalizada por una ADN ligasa, pues el
vector linearizado tiene unida de forma covalente la enzima topoisomerasa [ del virus
vaccinia en los extremos 3'-fosfato. Esta permite la ligacion del producto de PCR (con
sus extremos 3’ adenilados), solo incubando el vector junto al fragmento de ADN,
usando la actividad ligasa de la topoisomerasa |. La reaccion de ligacién se incubd por

5 minutos a temperatura ambiente (Tabla 4). 4 pl de la reaccién anterior fueron

17




AT

agregados a 50 pul de células TOP10F quimicamente competentes. La mezcla se
homogenizé suavemente y se incubé en hielo por cinco minutos. Se agregaron 50 pl de
medio SOC (2% triptona, 0,5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSO, 20 mM glucosa, pH 7) y se plagqued todo el volumen en placas

LB ampicilina (100 pg/ml). Finalmente, incubd toda la noche a 37°C.

Tabla 4. Reaccion de ligacién del fragmento afef adenilado, con el
vector pCRT7/NT-TOPO.

Reaccién de adenilacion 4 pl

Solucion salina (1,2 M NaCl + 0,06M MgClz) 1 pl

pCRT7/NT-TOPO (10 ng/ul) 1l

Volumen total Bl

4.2.8. PCR en colonias.

La orientacién de los fragmentos ligados se determind mediante PCR en
colonias. Cada colonia a analizar se resuspendié en 50 pl de agua bidestilada estéril
(ABE). Desde cada una de las suspensiones celulares se exirajo 1 pl para sembrar en
placas cuadriculadas y enumeradas (para la posterior replicacion de las colonias
positivas) y 1 pl para usar como ADN molde en |a reaccion de PCR. Se usé un partidor
reverso intemo del gen afel y el partidor “77 forward sequencing primer”, que hibridiza
rio arriba del sitio de clonamiento en el vector. De esta manera sélc se obtiene un
amplificado desde aquellos clones que poseen el inserto en la orientacion correcta; es
decir, con el coddn de inicio (ATG) directamente rio abajo del sitio de unién a ribosoma
del vector. Ei protocolo experimental se muestra en la tabla 5. La temperatura de

hibridizacién fue de 56°C y se efectuaron 30 ciclos. Luego de finalizado el PCR se
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agreg6 1 pl de amortiguador de carga 6x a cada tubo y los fragmentos se resolvieron

en geles de agarosa.

Tabla 5. Reaccién de PCR de colionias.

Reactivo Mix
Suspension celular (1 colonia en 50 pl de

H,0) Tul
dNTPs (TmM) 0,8 pl
Partidor “T7 foreward sequencing” (100 ng/ul) 0,1 pl
Partidor afelCOOH (100 ng/ul) 0,1
DMSO (100%) 0,5ul
Amortiguador Taq (5x) 2yl
Taq polimerasa (5U/pl) 0,08 pl
| Agua libre de nucleasas 5,5l
Volumen Total 10 ul

4.2.9, Purificacién de ADN plasmidial.

Las purificaciones se efectuaron a partir de cultivos de 5 mi de los clones
recombinantes positivos seleccionados. Se efectué la purificacién de ADN plasmidial
usando el kit Wizard Plus Minipreps (Promega). Cada cultivo fue crecido toda la noche
y se centrifugé un total de 4,5 ml para efectuar la extraccién siguiendo las instrucciones

del fabricante.

4.2.10. Clonamiento de afel en la cepa de expresién E. coli BL21(DE3).
Con las soluciones seleccionadas de ADN plasmidial obienidas en la extraccién
se prepararon diluciones 1:20 para efectuar cada transformacion. 4 ul de estas
diluciones fueron agregados a un tubo con 100 pl de células de E. coli BL21(DE3)

quimicamente competentes (Promega). La mezcla se incubd en hielo por 30 minutos.

Se agregé 250 pl de medio LB y se incubd a 30°C por 1 h. En seguida se plaqued el
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total de cada reaccion en placas LB-ampicilina. Estas se incubaron toda la noche a

37°C.
4.2.11. Digestién con endonucleasas de restriccion.

4.2.11.1. Analisis de restriccion del ADN plasmidial.

Se utilizaron las enzimas BamH| y EcoR| para digerir alicuotas de las 10
soluciones de ADN plasmidial purificados desde E. coli TOP10F’ segun instrucciones
del fabricante. Todas las reacciones se incubaron 2 horas a 37°C, luego se agrego 1pl

de amortiguador de carga a cada una y se resolvieron en un gel de agarosa.

4.2.11.2. Digestion y religacion de pCRT7/NT-TOPO-afelc.

Se digirié 1 pg de pCRT7/NT-TOPO-afelc con 70 U de Ndel. La digestion se llevd
a cabo por 2 h a 37°C. La enzima se inactivd mediante calor incubando 20 min a 65°C.
Se resolvié la totalidad de la reaccién de digestién en un gel de agarosa y se purifico la
banda correspondiente al vector tal como en la seccién 4.2.2. La totalidad de la
purificacion fue sometida a una religacién. La reaccion se realizé toda la noche a 4°C

con 4,5 U de T4 DNA ligasa (Promega).

4.2.12. Secuenciacién del fragmento afel.

Las reacciones de secuenciacidn fueron hechas a pariir de soluciones de
plasmidios a 50 ng/ul (el ADN plasmidial se cuantificé espectrofotométricamente). Se
utilizaron los partidores T7 directo y SP6 reverso del vector pCRT7/NT-TOPO. Los
cromatogramas fueron revisados de manera manual. Las secuenciaciones fueron
realizadas en el centro de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias en la Universidad

de Chile.
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A4.3. Purificacién de la proteina recombinante Afelr en condiciones

desnaturantes.

4.3.1. Induccién de Ia expresion de la proteina Afel recombinante.

Las inducciones se efectuaron en cultivos de medio LB suplementado con
ampicilina (100 pg/ml). Los cultivos fueron inoculados al 1% viv y crecidos por 17 h. Se
crecieron con agitacién a 37°C (150 rpm) hasta alcanzar una densidad optica (Asoo) de
0,5. Para inducir la sobreexpresion de Afelr, se agregé IPTG a una concentracion final

de 0,5 mM. En el caso de los cultivos de 5 ml

4.3.2. Purificacion y solubilizacién de cuerpos de inclusion.

El precipitado celular proveniente de un cultivo de dos litros fue resuspendido en
35 ml de amortiguador de sonicacién (“amortiguador S” (50 mM tris, 10 mM EDTA, 50
mM NaCl, pH=7). La resuspension fue sometida al protocolo de extraccion de cuerpos
de inclusion (pET system manual, séptima edicién, Novagen). Se sonicé con maxima
potencia la muestra hasta que ésta clarificé (sonicador Misonix XL 2020, potencia 6).
Se centrifugd a 6000 g por 25 min. El precipitadc se volvib a resuspender en
amortiguador de y se sonicé 9 veces con pulsos de 30 s con méxima potencia. La
suspension se volvid a centrifugar a 6000 g por 25 minutos. Con el fin de desnaturar la
proteina contenida en los cuerpos de inclusién y poder asi solubilizaria, el precipitado,
que contiene los cuerpos de inclusion, se resuspendié en amortiguador S
suplementado con 6 M urea (pH 7,9) y se incubd en hielo por 1 h. Luego, la muestra se
ultracentrifugd 24 minutos a 39000 g y el sobrenadante, que contiene la proteina

solubilizada, se filtré (filtro Millipore 0,45 pm).
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4.3.3. Electroelucion desde geles de poliacrilamida.

4.3.3.1. Electroelucion.

Las electroeluciones se efectuaron desde geles SDS-PAGE y SDS-PAGE en
gradiente de poliacrilamida (10-20%) de 18 x 22 cm®. Las bandas de interés fueron
extraidas desde los geles cortandolas con bisturi. La proteina fue eletroeluida desde
los fragmentos de gel siguiendo las instrucciones del fabricante (electro-eluter model
442, Bio-Rad). Para poder cortar las bandas con precision, se cortaron dos carriles
completos del gel y se tifleron con azul de coomasie. Una vez destefiidos, los carriles
se alinearon con el resto del gel y se usaron como guia para cortar a la altura
adecuada. El volumen de Ia elucién fue de 400 pl. El contenedor se lavé con 100 i
adicionales de amortiguador de carga. Después de cada electroelucion, los fragmentos

de gel se tifieron con azul de coomasie para evaluar la eficiencia de ia transferencia.

4.3.4. Cuantificacion de proteinas.

Para la cuantificacion de proteinas se utilizd el método de Bradford, utilizando el
kit “coomassie plus protein assay reagent” (Pierce). Se construyé una curva estandar

con seroalbimina de bovino.

4.3.5. Obtencion de suero policlonal o—Afel.

Para aumentar la probabilidad de obtener suero policlonal con actividad o-Afel,
se decidié efectuar inmunizaciones tanto a conejos como a ratones. La mayor parte de
la proteina purificada (7,7 mg) fue usada para producir suero policlonal de conejo
(BiosChile). Mientras que 1 mg de la proteina fue usado para inmunizar ratones Balb/c.
Luego de la obtencidn del suero preinmune (ver mas adelante en esta misma seccion),

los ratones fueron sometidos a un régimen de 1 inyeccion semanal de-50 pg de
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proteina Afel durante 1 mes. Las inyecciones para los ratones (1 dosis de 300 pl) se
prepararon de la siguiente manera: 20 pl de Afel purificada (50 pg) + 130 nl de HO
bidestilada estéril + 150 ul de coadyuvante completo de Freund (Gibco). La mezcla se
agitd vigorosamente en un vortex por 30 min 6 hasta obtener una emulsion. Se cargo
en una jeringa de 1 ml y se inyect6 el contenido intraperitonealmente.

Muestras de aproximadamente 500 pl de suero preinmune e inmune se
obtuvieron por sangramiento efectuando un pequefio corte transversal en el lado
proximal de la cola. La muestra de sangre fue incubada 30 min a 37°C para inducir la
coagulacién y luego centrifugada a 13000 g por 5 minutos. El suero se recuperd, se

alicuotd, y se guardé a -20°C.

4.4, Inmunodeteccion de la proteina Afel mediante western blots

Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE y se electrotransfirieron a una
membrana de PVDF. Se aplicd una corriente constante de 100 mA durante 60 min. La
eficiencia de la electrotransferencia se confirmé tifiendo el gel luego de la ésta. La
membrana conteniendo las proteinas transferidas, se incubd 2 h con Buffer BSA-TBST
[20 mM Tris-HCI (pH=7,6), 137 mM NaCl, 0,05% tween 20 y 1% seroalbumina bovina
(BSA)]. Luego, se lavo 3 veces por 15 min cada vez con TBS-T y se incubd por 17 h
con el antisuero policlonal a-Afel diluido 1/500. Seguidamente la membrana se lavd 2
veces por 20 min cada vez con TBS-T. Luego, se incubd por 2 h con anticuerpos
policlonales anti-ratén conjugado con peroxidasa diluida 1/5000 (Se repitieron los 3
lavados de la membrana) y se procedié a la deteccion de la reaccién antigeno-
anticuerpo sobre la membrana. Se aplico el método colorimétrico consistié en incubar

la membrana con buffer TBS que ademas contiene 20% metanol, 0,5 mg/ml 4-cloro-1-
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naftol y 0,15% Hz0,. La reaccién se realizé en la oscuridad y luego de la cual se

visualizaron las bandas

4.5. Extracciones organicas desde cultivos bacterianos y deteccion de AHLs

mediante cromatografia en capa fina y biosensor bacteriano.

4.5.1. Extraccion organica desde cultivos de A. ferrooxidans.

Se efectuaron extracciones con diclorometano (DCM) a cuitivos de A
ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azufre elemental, de la siguiente manera. 200 o
400 ml de cultivo en fase estacionaria temprana o tardia se centrifugaron a 3500 g por
25 minutos. El sobrenadante y el precipitado celular se separaron para hacer
extracciones independientes. Tanto el sobrenadante como el precipitado resuspendido

se extrajeron con diclorometano (DCM).

4.5.1.1. Extraccion del sobrenadante.

El sobrenadante de cultivo fue trasladado a un vaso de precipitado de 2 L. Se
agregd 1 volumen de DCM y la mezcla se extrajo con agitacién constante por 30 min.
La fase organica (fase inferior) se recuperd con pipeta de vidrio y “pera” de succién, y
se trasladd a una botella de vidrio. La fase recuperada se secd con MgSO, anhidro,
agregandole un par de “puntas de espatula”, y luego se filtrd con algododn hidrofilico. El
fitrado se evaporé a 50°C en un evaporador rotacional (Buchi RE-111). El
concentrado, se trasladd a un tubo de vidrio ambar y se terminé de secar con N,. Los
extractos secos se disolvieron en un volumen de acetato de etilo tal que [a
concentracién de las moléculas extraibles por DCM presentes en el sobrenadante

fuera 4000 veces mayor. 50 pl de acetato de etilo para 200 ml de cultivo, y 100 pl para
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400 ml. La disolucion se efectud dejando los tubos en hielo y sellados, para evitar la

evaporacion del solvente, y con agitacién lateral por 30 min.

4.5.1.2. Extraccion del precipitado celular.

El precipitado se resuspendié en un volumen final de 12 ml de medio basal 9K.
La resuspensién se trasladd a un vaso de precipitado de 50 ml y extrajo con 2
volimenes de DCM. El resto del procedimiento es igual a la extraccion del

sobrenadante. El extracto seco se disolvié en 100 pi de acetato de etilo.

4.5.1.3. Extraccion de las perlas de azufre.

Las perlas de azufre del cultivo de 200 m! (10 g), fueron agregadas a 118 mi de
DCM y se agitd intensamente por 2 horas. Luego el solvente se seco, filtré y concentré
al igual que las muestras de sobrenadante y precipitado recién descritas. El extracto

seco se disolvio en 100 pl de acetato de etilo.

4.5.2, Extraccién organica desde sobrenadantes de E. coli BL21(DE3).

200 ml de medio L.B-amp (100 pg/ul) fueron inoculados al 1% con un cultivo de
16 h de E. coli BL21(DE3)-Afel 6 E. coli BL21(DE3)-(C-) (control negativo que posee el
plasmidio pCRT7/NT-TOPO sin inserto). Los cultivos se crecieron hasta D.O = 0,4, Se
les agregd IPTG hasta una concentracion final de 0,5 mM y se incubaron por 2 horas.
Los cultivos se centrifugaron a 10000 g por 30 min. Los sobrenadantes se recuperaron
y se extrajeron con DCM de la misma manera gque los sobrenadantes de cultivos de A.
ferrooxidans. El extracto final se resuspendié en 1 ml de acetato de etilo. De este

extracto se cargé 30 nl en una placa cromatografica (Fig. 9)

25




LS

4.6. Deteccion de AHLs mediante cromatografia en capa fina.

4.6.1. Cromatografia en capa fina de fase reversa.

La técnica de cromatografia en capa fina permite separar moléculas organicas de
acuerdo a su coeficiente de particion. En el caso de las AHLs se usa una matriz
hidrofébica y una fase mévil polar, por lo que la migracién de las moléculas polares
sera mayor que la de las apolares (Shaw y col., 1997). La hidrofobicidad de las AHLs
depende principalmente del largo de la cadena acilo. Los extractos se cargaron en
placas cromatogréficas de fase reversa C18 (Merck). Se utilizé metanol:agua (60:40)
como fase maovil. Al término de la corrida, las placas se secaron ai aire y se volvieron a

correr una o dos veces mas, dependiendo del experimento.

4.6.2. Revelado con biosensor A. tumefaciens NTL4 (pZLR4)

El biosensor bacteriano A. tumefaciens NTL4(pZLR4) (Piper y col., 1983),
gentilmente donade por el Dr. Juan Gonzalez (Universidad de Texas en Dallas) es
incapaz de producir AHL y, por ende, expresa la B-galactosidasa solo en presencia de
AHLs exégenas. Posee una fusién fraG::lacZ (traG es activado directamente por al
complejo TraR/AHL en la cepa silvestre) y el regulador transcripciona! TraR, que se
produce constitutivamente.

Un cultivo crecido por 16 h a partir de una colonia aislada (LB-gentamicina 50
pg/ml) del biosensor, fue inoculado ai 1% en 50 ml de medio AB minimo (ABm) (ver
seccion 4.1) y suplementado con 0,5% glucosa. Cuando el cultivo alcanzé una
densidad éptica de 0,7 fue mezclado vigorosamente con 50 ml de medio ABm-agar 1%
fundido y mantenido a 45°C. Se agregé X-gal hasta una concentracién final de 60

pg/ml. La mezcla se esparcio uniformemente sobre la placa cromatografica y se incubd
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toda la noche a 30°C. Cuando el biosensor se expone a moléculas capaces de
traspasar la membrana, unirse a TraR e inducir la transcripcion de lacZ, éstas se
visualizan como “manchas” azules en la matriz cromatografica (Shaw y col.,, 1997). 1a
forma de la “mancha” no necesariamente es circular, pues depende de las propiedades
de migracion cromatografica de las moléculas (Shaw y col., 1997). El biosensor A.
tumefaciens NTL4(pZLR4) detecta con mayor sensibilidad AHLs con cadenas acilo de

mediana longitud (C8 a C12).
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5. RESULTADOS
5.1. Expresion heteréloga de la proteina Afel en E. coli BL21(DE3).
5.1.1. Clonamiento del gen afel en E. coli.

5.1.1.1. Purificacion ADN genémico de la cepa ATCC23270 de A.

ferrooxidans.

Se purificé el ADN cromosémico de A. ferrooxidans ATCC 23270. Su integridad
fisica revelé ser buena en un gel de agarosa (Fig. 3A). La concentracién del ADN
gendmico purificado fue de 77,5 ng/ul. Se prepard una dilucién de trabajo de 40 ng/pL

para las posteriores reacciones de PCR.

5.1.1.2. Amplificacién del gen afel mediante PCR con “partida en caliente”.

La temperatura optima de hibridizacion de los partidores fue determinada
efectuando reacciones de PCR en gradiente de temperatura de hibridizacién (no
mostrado). Se utilizé una ADN polimerasa con actividad 3-5° exonucleasa (Pwo) y un
bajo namero de ciclos de amplificacion, para disminuir la probabilidad de obtener
amplificados con sustituciones nucleotidicas. Se obtuvo un fragmento con un tamafio

de 552 bp, de acuerdo a lo esperado por la presencia del sitio Ndel.

5.1.1.3. Purificacion afel desde geles de agarosa.

Se efectuaron dos reacciones de PCR en 50 i bajo las condiciones éptimas de
amplificacién. Las muestras se resolvieron en un gel de agarosa y las bandas de ADN
fueron purificadas como se indica en materiales y métodos. El resultado de la

purificacién se analizé mediante electroforesis en agarosa (Fig. 3B).
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PM(bp) A  PM(bp) B

Figura 3. Amplificacién por PCR de afel a partir de ADN genémico. A. Purificacion de ADN
genomico de A. ferrooxidans ATCC23270 (1). B. Resultado de la purificacion del fragmento
afel (2). El producto de la purificacion migra en el tamafio esperado (552 pb). La banda
esperada se indica con una flecha. PM, marcador de peso molecular.

5.1.1.4. Clonamiento de afel en E. coli TOP10F’.

Se procedi6 a efectuar la ligacion del fragmento afel purificado y adenilado en el
vector pCRT7/NT-TOPO. El vector agrega una “cola” de 35 aminoacidos en el extremo
amino terminal que contiene una secuencia de polihistidina. El nuevo vector se
denomind pCRT7/NT-TOPO-afelc (la letra “c” se refiere a la presencia de la “cola”
antes mencionada en la proteina codificada) 6 simplemente pAfelc. Con la reaccion de
ligacién se tranformé la cepa de E. coli TOP10F'. Se obtuvieron 79 colonias resistentes
a ampicilina, de las cuales, 48 fueron analizadas mediante PCR en relacién a la

orientacion del inserto.

5.1.1.5. Seleccion de clones con plasmidios ligados en la orientacion

correcta.

La seleccion de clones que contienen plasmidios con el inserto en la orientacion

correcta se efectué mediante PCR en colonias. Se sometieron a la prueba un total de
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48 colonias seleccionadas al azar. 23 de las 48 colonias (48%) resultaron positivas

(Fig. 4).

5PM 6 7 8 9 10 PM11 12 13 14 15 16 1718 19 20 PM PM 21 22 23 24

+ + . + + - + - +

M25 26 27 28 29 PM 30 31 32 33 34 PM35 36 37 38 39 40 41 42 43 4 PM PM 45 46

+ + - +

Figura 4. PCR en colonia de 48 clones transformados con pCRT7/NT-TOPO-afelc. Los clones que
tienen el inserto afel en la orientacién correcta muestran un amplificado de 552 pb (+). Notar gue el
clon 47 es positivo, aunque la banda no se vé bien en la fotografia. PM, peso molecular

Los clones positivos fueron replicados para obtener colonias aisladas. Se
eligieron al azar 10 clones (1, 4, 7, 12, 15, 25, 27, 31, 44 y 47). Las colonias elegidas
fueron inoculados en 5 ml de medio LB-ampicilina (100 pg/ml) y crecidas por 17 h a

37°C con agitacién (150 rpm).

5.1.1.6. Purificacion ADN plasmidial
Se efectudé una extraccion de ADN plasmidial a los 10 clones seleccionados
mediante PCR en colonias (Fig. 5). Para cada uno de los clones se aprecié una banda
mas intensa correspondiente al ADN plasmidial sobreenrrollado. La banda superior,
que migroé por sobre la banda de mayor tamafo del estandar, corresponde a ADN

gendmico. El resto de las bandas corresponden a otros estados del mismo ADN
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plasmidial. En el clon 44 la banda correspondiente al ADN plasmidial sobreenrollado

migré 500 pb mas, sugiriendo que éste perdio el inserto.

Figura 5. Purificaciones de plasmidios hechas a 10 clones TOP10F’ (pCRT7/NT-
TOPO-afelc) que tienen el inserto afel en la orientacion correcta. Las preparaciones

plasmidiales elegidas para transformar la cepa de expresion BL21(DE3) tienen sus
numeros subrayados. PM, peso molecular.

5.1.1.7. Analisis de Restriccion del ADN plasmidial

Se efectud un analisis de restriccion a todas los plasmidios purificados (Fig. 6).
BamHI posee un sitio Unico 12 bases rio arriba del inicio del inserto y EcoRI posee un
sitio Unico 9 bases rio abajo del término del inserto. De esta forma una digestion simple
produce una sola banda correspondiente al plasmidio linearizado y una digestion doble
produce dos bandas: una de aproximadamente 500 pb correspondiente al fragmento
BamHI/EcoRl! y otra correspondiente al plasmidio sin dicho fragmento. Los resultados
son positivos para todos los clones exceptuando los clones 1, 31 y 44, que fueron

descartados.
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Figura 6. Analisis de restriccién realizado a 10 purificaciones plasmidiales hechas desde clones
transformantes positivos de TOP10F'. a, digestion BamHI. b, Digestion EcoRI. ¢, doble digestion

BamHI/EcoR|. Los clones que muestran resultados positivos tienen sus nimeros subrayados. PM,

peso molecular

Los clones 4, 7, 12, 15, 25, 27 y 47 presentan los patrones de digestion
esperados. Se secuenciaron los clones 7, 15, 25 y 27, confirmandose la correcta

insercion y secuencia de afel.

5.1.1.8. Clonamiento de afel en la cepa de expresion E. coli BL21(DE3).

Se seleccionaron las preparaciones plasmidiales 7, 15, 25 y 27 para transformar
la cepa de sobreexpresion E. coli BL21(DE3). Se obtuvieron 12, 7, 4 y 5 colonias

resistentes a ampicilina en cada placa, respectivamente.

5.1.2. Induccion de la expresion de la proteina Afel recombinante.

Se seleccionaron los clones 7, 15, 25 y 27 para inducir la expresién de la proteina
recombinante con 0,5 mM IPTG. Luego de 1 y 2 horas de induccion no se observaron
evidencias de sobreexpresion (no mostrado). Se decidié inducir la expresion del clon 7
en las mismas condiciones que la induccién anterior, pero esta vez se indujo 17 horas.
Se observo la banda caracteristica de sobreexpresion en el tamario esperado (25 kDa).

La gran mayoria de la proteina se encuentra en la fase insoluble (Fig. 7).
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Figura 7. Andlisis de la sobreexpresion de la proteina Afelc mediante SDS-
PAGE (12,5%). El clon 7 se indujo por 17 h. Se cargaron alicuotas de la fase
soluble (1) y de la fase insoluble (2). Las muestras fueron obtenidas tras
sonicar la muestra y centrifugar. La banda de sobreexpresion es de
aproximadamente 25 kDa (flecha). PM, marcador de peso molecular.

Con el fin de detectar la posible presencia del péptido recombinante en la
fraccion soluble, se realizé una cromatografia de afinidad (niquel) en condiciones no
desnaturantes (pET expression system — Novagen). La purificacion se efectué segun
instrucciones del fabricante. La proteina no se encontré en ninguna de las fracciones
muestreadas. Se observaron algunas proteinas con el tamaifo esperado, pero estas
eluyeron a bajas concentraciones de imidazol y con numerosas proteinas
contaminantes. Para descartar totalmente la presencia de Afelc en la fase soluble, se
efectué un western blot a fracciones representativas de las diferentes fracciones
colectadas durante la purificacion, usando un anticuerpo anti His-tag y como control
positivo se uso la fraccion insoluble. El western blot fue positivo solo para el control
positivo (resultado no mostrado), confirmando que Afel se encuentra solamente en la

fraccion insoluble.

33




5.2. Deteccién de AHLs mediante cromatografia en capa fina (TLC).

Con el fin de detectar las AHLs que produce A. ferrooxidans =y en el mediano
plazo las AHLs producidas por otros microorganismos biolixiviantes- de manera
rutinaria, decidimos implementar una técnica, previamente descrita, consistente en la
separacion de AHLs mediante cromatografia en capa fina y una posterior deteccién
con el uso de un biosensor bacteriano especifico (Shaw y col.,, 1997). El biosensor
induce la expresion de la enzima B-galactosidasa en presencia de AHLs exdgenas, con
distinta sensibilidad (seccién 4.5.2). En primer lugar, se estimd la sensibilidad del
biosensor por una serie de estandares siniéticos de AHL. En segundo lugar, se
detectaron las AHLs presentes en el sobrenadante de E. coli que sobreexpresa la

enzima Afel. Finalmente, se detectaron las AHLs producidas por A. ferrooxidans.

B.2.1. Estandares de AHL sintéticos.

Se utilizé una serie de estandares siniéticos. Los estandares disponibles fueron
3-0x0-C8-HSL (Sigma); C12-HSL, C10-HSL, C8-HSL, C6-HSL y C4-HSL (Fluka). Se
determind que 5 de los 6 estandares de los que se disponia, pueden ser detectados
por el método con distinta sensibilidad (Fig. 8). Haciendo diluciones seriadas de las
AHLs sintéticas, se determin6 la masa necesaria de distintas AHLs sintéticas para
inducir una respuesta significativa. Tal como se esperaba, el biosensor reveld ser mas
sensible a AHLs de cadenas acilo de mediana longitud. Es asi como 12,5 pmoles de
C8-HSL fueron suficientes para activar et biosensor, mientras que 10 nmoles de C12-
HSL generan una intensidad bastante menor. De esta manera se generé un patrén de

migracion para compararlo con muestras problema (Fig. 8).
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Figura 8. Estimacién de la sensibilidad del biosensor A. ftumefaciens NTL4(pZLR4). A.
Cromatografia en capa fina de fase reversa (C18-TLC) revelada con overlay del biosensor
A. tumefaciens NTL4(pZLR4) mostrando la masa necesaria de cada AHL para inducir una
respuesta clara. Se muestra el nombre de cada estandar sintético. CP, compuesto polar
derivado de la sintesis de C4-HSL (ver texto). B. Comparacion de los coeficientes de

migracion obtenidos en este estudio (Rf) y los obtenidos por Shaw y col. (1997) (Rf2).

El coeficiente de migracién de las distintas AHLs sintéticas coincide con la
reportada previamente (Shaw y col., 1997). La sensibilidad es mayor para AHLs con
cadenas de largo intermedio. La molécula mas polar detectada no corresponde a C4-
HSL, pues el coeficiente de migracion real de esta AHL, ha sido antes determinado
utilizando el biosensor especifico Chromobacterium violaceum CV026, resultando ser
mayor al observado aca (Shaw y col., 1997). Lo que se detecta es un compuesto
menos polar de estructura indeterminada derivado de la sintesis de C4-HSL, a este

compuesto se le denominé “compuesto polar” (CP), este hecho fue reportado con

Estandar | Rf, Rf,
C4-HSL | N/D 0,77
C6-HSL | 045 0.47
C8-HSL | 0.21 0.23

C10-HSL | 0.07 0.09
C12-HSL | 0.01 0.02

anterioridad (Shaw y col., 1997) (Fig. 8A).
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5.2.2. AHLs producidas por la enzima Afel expresada de forma heteréloga en
E. coli.

La cepa de E. coli BL21(DE3)-Afel sobreexpresa la enzima Afel de A.
ferrooxidans. Un extracto organico de sobrenadante de cultivo de esta cepa se sometio
al ensayo del biosensor NTL4(pZLR4) (Fig. 9). Se detecto la presencia de 4 sefnales
capaces de inducir la actividad p-galactosidasa. La ausencia de sefiales en el control
[E. coli BL21(DE3) transformada con el plasmidio pPCRT7/NT-TOPO sin el inserto afel]
nos indica que Afel es responsable de la sintesis de AHLs en A. ferrooxidans. La
identidad de las moléculas detectadas fue inferida a partir de los valores de migracion

relativa (Rf) de los estandares.

CP-

C6-

C8- .

C10- iﬂ b
0y O a5
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Figura 9. Deteccion de moléculas producidas por la enzima Afel en E. coli. El andlisis se efectu¢ por

medio de cromatografia en capa fina de fase reversa (C18-TLC) revelada con overlay del biosensor A.
tumefaciens NTL4(pZLR4). 1, Estandar de AHLs sintéticas no substituidas. 2, Extracto organico del
sobrenadante de cultivo de la cepa E. coli BL21(DE3)-Afel, que sobreexpresa la enzima Afel. Las
diferentes manchas detectadas fueron nombradas b, ¢, d y e; la posible identidad de estas moléculas se
discute en la seccion siguiente (5.2.3). 3, Extracto organico del sobrenadante de cultivo de la cepa E. coli
BL21(DE3), que no expresa la proteina.
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La identificacion tentativa de estas 4 moléculas se detalla en la siguiente seccién
(5.2.3), puesto que también fueron detectadas en extractos de A. ferrooxidans. Estas

moléculas se denominaron “b”, “c’, “d” y “e”, para seguir la nomenclatura utilizada en

las extracciones de A. ferrooxidans (Fig. 10).

5.2.3. AHLs producidas por A. ferrooxidans ATCC 23270.
Se efectud una extracciéon organica desde el sobrenadante de un cultivo de 400
ml de A. ferrooxidans crecido en azufre elemental hasta fase estacionaria temprana. Se
cargo 1/5 del volumen extraido, es decir, 80 ml de sobrenadante de cultivo. Se logrd
identificar 6 sefales distintas capaces de inducir la hidrolisis de X-gal por parte del

biosensor (Fig. 10).
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Figura 10. Deteccién de las AHLs producidas por A. ferrooxidans en fase estacionaria temprana. A.
Grafico semi-logaritmico de la curva de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azufre
elemental, la flecha indica el punto de la curva donde se efectudé una extraccion organica del
sobrenadante. B. Resultado de la TLC cubierta con el biosensor NTL4(pZLR4). 1, estandares de AHLs
sintéticas no substituidas. 2, 20 pl de extracto organico de sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans.
Se detectaron 6 moléculas capaces de activar al biosensor. En orden de polaridad creciente, éstas se

denominaron a, b, ¢, d, e y f. CP, “compuesto polar” cuya identidad es desconocida (seccion 5.2.1).
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Se distinguen 6 sefiales capaces de activar al biosensor NTL4(pZLR4) (Fig. 10B).
Estas se denominaron a, b, ¢, d, e y f. Las dos sefiales mas hidrofdbicas (a y b) migran
como los estandares correspondientes a AHLs no sustituidas C12-HSL y C10-HSL. La
sefial de mas alta polaridad detectada (f) migra como CP, cuya estructura es
desconocida. Las demas moléculas detectadas (¢, d y €) migran como ninguno de los
estandares sintéticos disponibles.

Como A. ferrooxidans produce AHLs con cadenas acilo de tamafio intermedio y
largo, quisimos analizar si parte de éstas estaban retenidas en la fraccién celular. Para
esto se efectuaron extracciones organicas en forma separada desde el sobrenadante y
desde el precipitado celular de un cultivo en fase estacionaria tardia en azufre
elemental (Fig. 11). Supeniendo que la difusién de AHLs, a favor de gradiente hacia el
medio externo, ocurriria mas faciimente al ser suspendidas en medio fresco, el
precipitado obtenido no fue lavado, para evitar la pérdida de éstas. El volumen de
sobrenadante remanente que quedd asociado al precipitado una vez que se dreno el
tubo de centrifuga fue de 780 pi. La cantidad de muestra de extracto de scbrenadante
que se cargd en la TLC corresponde al 40% del total del volumen de cultivo (Fig. 11,
carril 2). La muestra de precipitado corresponde a todas las células en el matraz (Fig.
11, carril 3).

El patrén de migracion observado en el extracto proveniente del sobrenadante
consiste en las 6 manchas presentadas en la figura 10B (a, b, ¢, d, e, f), mas una
séptima mancha (g) (Fig. 11), detectado en esta extraccion. El compuesto g es el mas
polar detectado y migra como la molécula 3-oxo-C6-HSL. En [a fraccion “precipitado
celular” (Fig. 11, carril 3) se observa que existe retencién de una molécula hidrofobica

que migra como C12-HSL, que denominamos “H”. Ademés, se observa una mancha
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que corresponde a la AHL mejor detectada en el sobrenadante, lo que no significa que

sea la mas abundante.

c1o-. & b
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Figura 11. Deteccion de moléculas presentes en el sobrenadante de cultivo, precipitado
celular y perlas de azufre de un cultivo de fase estacionaria tardia de A. ferrooxidans. Los
extractos organicos del cultivo fueron analizados por medio de cromatografia en capa fina de
fase reversa (C18-TLC) revelada con el biosensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4). 1, Estandar
de AHLs sintéticas consistente en 4 AHLs no substituidas (C12, C10, C8, C6), una substituida
(3-0x0-C6), y una molécula de identidad desconocida (CP) (seccion 5.2.1). 2, extracto
organico de sobrenadante donde se observan las 6 sefiales a, b, ¢, d, ey f antes identificadas
y una nueva sefial, “g”, no detectada previamente. 3, Extracto organico de precipitado celular;
la deteccion de una(s) molécula(s) hidrofébica(s) cerca del origen se indica con una letra *H” y
su contorno se denota con una linea punteada. 4, extracto organico efectuado a 20 g de
perlas de azufre contenidas en el medio de cultivo como sustrato energético. 5, Control
negativo para descartar que la sefial hidrofobica detectada en el precipitado celular sea una
contaminacion proveniente del sobrenadante (ver texto). En el caso de las extracciones desde

precipitado celular y perlas de azufre se observo algun grado de contaminacion (flechas).

Con el objeto de descartar que la AHL hidrofébica detectada en el precipitado sea

producto de remanentes del sobrenadante que permanecié asociado a la fraccion

39




“precipitado celular’, se cargd una alicuota de extracto de sobrenadante
correspondiente a 3,1 mi de sobrenadante, es decir 4 veces el volumen antes
determinado que permaneci6 con el precipitado celular. En el control {Fig. 11, carril 5}
se observa solamente la sefial mas representada del sobrenadante; y en ningtin caso
la molécula hidrofébica H, presente en el extracto de precipitado celular (Fig. 11, carril
3). Esto sugiere que A. ferrooxidans posiblemente retiene las sefiales mas hidrofébicas
en la fraccion tal como se ha descrito en otras bacterias (Pearson y col., 1999;
Schaefer y col., 2002). Por otro lado, el andlisis del extracto proveniente de los 10 gde
perlas de azufre contenidos en el cultivo como sustrato energético (Fig. 11, carril 4) no
arrojé ningan resultado positivo, excepto la aparicion de una mancha tenue que
corresponde probablemente a la AHL mas representada en el extracto de

sobrenadante.

5.3. Obtencién de suero policlonal a-Afel.

En un intento de inmunodetectar la proteina Afel mediante western blot, se
purificd la proteina Afelc para producir suero policlonal a-Afel. La proteina Afel
recombinante pudo ser detectada tanto purificada como en un extracto proteico de [a
cepa de E. coli que la sobreexpresa. Esto no ocurrié con la proteina nativa en un
extracto proteico de A. ferrooxidans. La posibilidad de que la “cola” de 35 aminoacidos
adicionada al extremo amino-terminal de la proteina recombinante fuera el verdadero
antigeno de los anticuerpos o-Afel fue considerada. Esto fue confirmado tras
comprobar que el anticuerpo generado es capaz de detectar una proteina
recombinante purificada distinta a Afel (AfeRc, purificada en paralelo), que posee la
“cola” en cuestidn (no mostrado). Por esta razén, se hizo una nueva purificacién, esta

vez desde la cepa E. coli BL21(DE3)-Afel cuya proteina no contiene la “cola” de 35
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aminoacidos. Para obtener esta cepa, el plasmidio secuenciado pCRT7/NT-TOPO-
afelc fue digerido con la enzima de restriccion Ndel (que libera la secuencia
nucleotidica correspondiente a la “cola”), religado y nuevamente transformado en E.

coli BL21(DE3) (no mostrado).

5.3.1. Sobreexpresion de la proteina Afel en E. coli BL21(DE3)-Afel

Se analizaron 2 colonias (a y b), provenientes de 2 clones distintos (Afel1 y
Afel2). Las colonias fueron inducidas con IPTG por dos horas y se carg6 una muestra
de cada extracto total en un SDS-PAGE. Se observé una banda de sobreexpresion
alrededor de 20 kDa en cada uno de los extractos (Fig. 12). La sobreexpresion resulto
ser independiente de IPTG salvo el caso de Afel2b, donde existe una diferencia

notable.

Afell Afel2

Figura 12. SDS-PAGE mostrando la sobreexpresion de la proteina Afel
recombinante en cuatro cultivos de E. coli BL21(DE3)-Afel. Se analizaron 2
colonias (a y b) provenientes de 2 clones distintos (Afel1 y Afel2). Los cultivos
fueron inducidos (+) o no (-) con 0,5 mM IPTG. La flecha indica la altura donde se
encuentra la banda de sobreexpresion, entre 20 y 25 kDa.
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5.3.2. Purificacion de Afel.

Con el propésito de obtener una masa suficiente de la proteina Afel para efectuar
el protocolo de inmunizacién, se procedio a sobreexpresar y purificar la proteina Afel
desde 2 litros de cultivo. El precipitado celular se sometié al protocolo de extraccion de
cuerpos de inclusion (seccion 4.3.2.). Este protocolo consiste en 2 fases de sonicacion

y luego la solubilizacién del material insoluble en urea 6 M.

20 kDa

Figura 13. Analisis de las etapas de la extraccion y solubilizacion de cuerpos de inclusion
de E.coli BL21(DE3)-Afel mediante SDS-PAGE. FS, fase soluble primera sonicacion; PC,
precipitado celular primera sonicacion; FS’, fase soluble segunda sonicacion; PC’,
precipitado celular segunda sonicacion; PNS. Proteina no solubilizada; PS, proteina
solubilizada. La flecha indica el tamafio esperado (20 KDa) para la proteina Afel. Las
muestras se prepararon centrifugando alicuotas de 100 pl por 20 s a 16000 g y el
precipitado celular obtenido se resuspendié en 10 pl de ABE y 5 pul de amortiguador de
carga de proteinas. Finalmente, se incubé a 95°C por 5 min y se cargaron 8 pl en un gel de
poliacrilamida. * Dado lo dificil de resuspender el precipitado correspondiente a proteina no
solubilizada, se tom6 una pequefia cantidad con una punta plastica y se resuspendio en 10
pl de ABE y 5 pl de amortiguador de carga 3x.

Se observa que la totalidad de la proteina sobreexpresada se encuentra en la

fraccion insoluble, probablemente formando parte de cuerpos de inclusién (Fig .13,
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carril PC). Una fraccién de los cuerpos de inclusion no fue solubilizado (Fig. 13, carril
PNS), el resto si lo fue (Fig. 13 carril PS). La proteina solubilizada se cuantificé con el

método coomasie plus protein assay reagent (Pierce) resultando ser de 4.89 mg/ml.

5.3.3. Electroelucion desde geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturantes

Se procedié a purificar la proteina Afel directamente desde los geles SDS-PAGE.
Se corrié un gel monodimensional grande (12,5% acrilamida) que contenia 216 ul (720
ug) de muestra de proteinas, distribuida en 9 carriles (24 ul por carril, correspondiente
a 80 ug). Se tifieron los dos primeros carriles, correspondientes al peso molecular y a
una muestra de proteina solubilizada. Luego se corté el resto del gel a la altura de la
mancha de sobreexpresion (20 kDa), obteniéndose una seccién perpendicular que

contenia las manchas de los ocho carriles restantes.

o Tiempo de electrelucién BSA (ug/mi)

(kDa) 3h 4h 5h |1000 500 125 25 10 2,5
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Figura 14. SDS-PAGE mostrando el resultado de la electroelucion efectuada a la
proteina Afel. Los carriles 3h, 4h y 5h indican los tiempos de electroelucion de cada
muestra. Bajo cada carril se indica el nimero de bandas que fueron cargadas en
cada columna de electroelucion. En los carriles siguientes se muestra el estandar de
BSA, que se corrié en el mismo gel, y permite estimar la concentraciéon aproximada
de la muestra eletroeluida.
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La seccién transversal fue fraccionada en 7 trozos de largo aproximado de 1,5
cm. Los trozos que contenfan la protefna Afel se distribuyeron en tres columnas y
fueron sometidos a distintos tiempos de electroeluciéon. En el primer tubo se
electroeluyeron 2 trozos por 3 h; en el segundo, 2 trozos por 4 h; y en el tercero, 3
trozos por 5 h. Los resuitados se muestran en la figura 14,

El resultado de la electroelucion revela la obtencion de bandas en el tamafio
esperado. Junto a las muestras se cargd un estandar de concentracion de BSA que
permitié estimar la concentracion de las muestras. Para la muestra de 5 h ésta fue de
125 pg/ml, y para las muestras 3 y 4 h, fue de 25 pg/mi. Estas conceniraciones son
pequefias y, por ende, la masa total obtenida es insuficiente para ser utilizada en las
inmunizaciones. Légicamente, la concentracion de la muestra con mas bandas fue
mayor y el tiempo de electroelucién de 3 h es suficiente para recuperar la totalidad de
la proteina contenida en dos bandas de las caracteristicas mencionadas. Para evaluar
la eficiencia del protocolo experimental y de la electroelucién, se tifié con azul de
coomasie los restos del gel desde donde se corto la seccién que contenia la mancha
de la proteina Afel. También se tifieron los trozos de gel recién electroeluidos. Los
restos del gel grande revelaron tener rastros de la proteina soio en los contornos de la
seccion cortada, indicando que el corte fue preciso. Por otro lado, las bandas recien
electroeluidas no mostraron rastros de proteina, indicando que la electroelucion fue
completa.

Debido a la obtencién de poca masa de proteina en la electroelucién anterior y
con el fin de tener una mejor resolucién en la zona del gel donde se encuentra la
proteina, se decidié electroeluir Afel desde geles en gradiente de poliacrilamida. 2,8

mg de proteina solubilizada se distribuyeron en partes iguales en 14 carriles de un gel




en gradiente de poliacrilamida (10-20%). En el decimoquinto se cargaron 4 pl de
estandar de peso molecular. Una vez terminada la corrida se tifi6 la fraccion del gel
que contenia el carril del estandar y un carril con muestra (Fig. 15).

50 20

PM
(kDa) F4

PS | \

10% acrilamida 20% acrilamida

Sentido de la corrida

Figura 15. Gel en gradiente de poliacrilamida (10-20%) desde donde se electroeluyo la
proteina Afel. En el carril superior se cargé el estandar de peso molecular (PM) y en el
inferior una muestra de 40 pl de la proteina solubilizada a 5 pg/pl (PS) (Fig. 13). La flecha

negra indica la “mancha” correspondiente a la sobreexpresion de la proteina Afel.

Se cort6 la seccién del gel a la altura de la proteina sobreexpresada. Se fraccion6
en 12 bandas de 1 cm de largo y se procedié a electroeluirlas. Se tifieron las bandas
luego de electroeluidas y se detectd la presencia de proteina. Esta ocupa
aproximadamente la mitad del volumen de cada banda. Esto quiere decir que 4 horas
de electroelucién no fueron suficientes en el caso de geles concentrados. Por lo tanto,
las bandas se terminaron de electroeluir al dia siguiente por 4 h. El resultado final de
electroelucién se analizé mediante un minigel al 20% de acrilamida para verificar la
electroelucion (resultado no mostrado). Debido a que la mitad de la proteina
electroeluida estaba tefiida, y que la cantidad de proteina eletroeluida no tefiida es
insuficiente, decidimos proceder a una nueva preparacion. Esta vez se prepararon 2
geles grandes, ambos con gradiente de 10-20% de acrilamida y se cargé en total 5 mg
distribuida en 16 carriles (8 carriles cada gel). Ademas, se cargaron dos carriles con
estandares de peso molecular por gel (uno al inicio y otro al centro). Se cortaron de

cada gel los estandares y un carril con muestra en el centro, los cuales se tifieron con
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azul de coomasie (Fig. 16A). La fraccion del gel que contiene la proteina
sobreexpresada se seccion6é en bandas de 1 cm de largo y se distribuyeron en 4
columnas de electroelucion. Se electroeluyd por 7 horas. Esta ultima electroelucién se
mezclé con la proteina rescatada en las electroeluciones anteriores, dando un total de
3,5 ml de proteina purificada. La proteina se cuantificé con el método de Bradford. Se
midié la absorbancia a 595 nm de 2 diluciones de la muestra de proteina (1/500 y
1/10). A partir de la ecuacion de la recta de la curva de calibracion Abs vs masa de
proteina y = 0.0131x — 0,022 determinada en una curva estandar con distintas
concentraciones de BSA se estimaron las siguientes concentraciones: dilucion 1/500 =
2,76 mg/ml y dilucién 1/10 = 2,23 mg/ml, por lo que la concentracién estimada
promedio fue de 2,5 mg/ml. Por lo tanto, en total se purificaron 8,8 mg de proteina Afel.

A B
PS PM Afel

Figura 16. Electroelucién de la proteina Afel desde geles en gradiente de
poliacrilamida. A. Muestra de proteina solubilizada (PS) (Fig. 13) gel desde donde
fueron extraidas las “manchas” para su posterior electroelucion. Se indica la
“mancha” de sobreexpresion con una flecha. B. SDS-PAGE mostrando la proteina
Afel purificada a partir de dos electroeluciones independientes. La mancha

correspondiente a la proteina pura se indica con una flecha.
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Se corrid la muestra final purificada y cuantificada en un gel SDS-PAGE (Fig.
16B). Se observa claramente una Unica banda que migra alrededor de ios 20 kDa, que
coresponde a la proteina Afel. La identidad de la proteina fue confirmada por
microsecuenciacion del extremo amino-terminal. 7,7 mg de proteina purificada se
enviaron a la empresa Bios-Chile donde se efectuaron inmunizaciones a conejos.
Ademas, con la finalidad de inmunizar ratones Balb/c, se guardé 1 mg de proteina
purificada, el cual se alicuoté en fracciones de 20 ul (50 ug de proteina) que se

congelaron a -20°C.

5.3.4. Inmunodeteccion de Afel en extractos de A. ferrooxidans

Con el objeto de poner a prueba la efectividad del suero policlonal a-Afel
generado, se realizé un ensayo de “western blot” para detectar la proteina en un
extracto proteico de A. ferrooxidans crecido en azufre elemental. Se logré detectar la
presencia de una banda unica en el extracto, utilizando el suero policlonal generado en
raton. La banda detectada, sin embargo, migra de manera distinta a la proteina Afel
purificada desde E. coli, sugiriendo diferencias en el peso molecular de ambas (Figura

17) (ver discusion). El suero generado en conejo no entregd resultados positives.
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Figura 17. Western blot ufilizando suero policlonal «-Afel contra un
extracto proteico de A. fermooxidans. AF. Extracto de proteinas de A.
ferrooxidans crecido en azufre elemental. Afelr. Proteina Afel recombinante
purificada como control positivae. PM, marcador de peso molecular
(Benchmark prestained protein ladder)
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6. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue desarrollar herramientas que permitan seguir el
nivel de expresion de la sintasa de N-acil homoserina lactona Afel de A. ferrooxidans
ATCC 23270. Por una parte, se obtuvo suero policional o-Afel, para poder
posteriormente, mediante experimentos de western blot, monitorear la expresion
proteica de Afel u otros homdlogos que inmunorreaccionen con el suero. Por otra
parte, se implementd la técnica de separacion y deteccion de AHLs mediante
cromatografia en capa fina de fase reversa acoplada al biosensor A. fumefaciens
NTL4(pZL.R4), para monitorear la producciéon de AHLs por parte de A. ferrooxidans u
otros microorganismos de interés de manera rutinaria en el laboratorio.

Para el desarrollo de los anticuerpos a~Afel fue necesario clonar, sobreexpresar
y purificar la enzima Afel. En primera instancia, la proteina fue expresada en un vector
que agrega una “cola” de 35 aminocéacidos en el extremo amino-terminal de la proteina.
El suero obtenido no inmuncreacciond con un extracto proteico total de A. ferrooxidans,
mientras que si lo hizo contra un extracto proteico de la cepa de E. coli que
sobreexpresa Afelc (no mostrado). La posibilidad de que se hayan generado
anticuerpos contra la “cola” amino-terminal fue considerada. El hecho de que el
anticuerpo reaccioné de manera cruzada con dos proteinas que solo comparten los 35
aminoacidos adicionales en comun, sugiere fuertemente que la hipétesis es correcta.
La proteina Afel, esta vez sin “cola”, fue sobreexpresada y purificada nuevamente. Las
inmunizaciones se reanudaron con esta nueva proteina.

El suero policlonal que se obtuvo luego de esta nueva serie de inmunizaciones,

permitié obtener finalmente un suero policlonal a—Afel cuya especificidad esta en curso
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de evaluacion actualmente. El ensayo de western blot de la figura 17 muestra la
deteccién de una banda discreta en un extracto proteico de A. ferrooxidans crecido en
azufre, Existe una diferencia importante en el peso molecular de la proteina detectada
en el extracto de A. ferrooxidans y la version recombinante purificada. Para el ensayo
mencionado, las muestras de proteina fueron resueltas en un gel SDS-PAGE. Las
condiciones desnaturantes del gel impiden la agregacion de proteinas que puedan dar
cuenta de la diferencia de peso. Sin embargo, existe la posibilidad de que la proteina
Afel forme agregados estables resistentes a la concentracion de SDS utilizada. Esta
supuesta agregacion no ocurria con la proteina extraida desde E. coli. Otra posibilidad
es que la proteina de A. ferrooxidans posea modificaciones post-traduccicnales que
den cuenta de la diferencia de tamaiio. También se debe considerar la posibilidad de
que la proteina se encuentre formando homo o heterocligémeros estabilizados por
puentes disuifuro. En la figura 17 no se logra apreciar con exactitud la diferencia de
peso que existe entre las bandas detectadas, por lo que es dificil inferir el tipo de
oligomerizacion supuesta. Seria acertado secuenciar la proteina detectada para
confirmar la especificidad del anticuerpo antes de poner a prueba estas hipdtesis.

En nuestro laboratorio se han efectuado extracciones organicas de
sobrenadantes de cultivos de A. ferrooxidans en distintas condiciones. La identidad de
las AHLs presentes en sobrenadantes de cultivos de A. ferrooxidans ha sido
determinada por medio de cromatografia liquida de fase reversa acoplada a un
espectro de masas (liquid chromatography-electrospray ionization-ion trap mass
spectroscopy (LC-MS-MS)) en el Laboratorio de Biologia y Quimica Marina de la
Universidad de Bretaiia en Francia. Los resultados indican que las AHLs C12-HSL,
C14-HSL, OH-C8-HSL, OH-C10-HSL, OH-C12-HSL, OH-C14-HSL, OH-C16-HSL estan

presentes en sobrenadantes de culfivos de A. ferrooxidans. Resultados previos indican
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que la enzima Afel es la responsable de la sintesis de las AHLs producidas por A.
ferrooxidans (Farah y col., 2005). Recientemente se describié la actividad N-acil
homoserina lactona sintasa de un gen denominado act? en A. ferrooxidans ATCC
23270, éste gen es homoélogo a ia enzima HdiS de P. fluorescens y podria ser
responsable, junto con Afel, de la sintesis de alguna de las AHLs detectadas en
sobrenadantes de A. ferrooxidans (Rivas y col., 2007).

La necesidad de implementar una técnica rutinaria para efectuar la deteccién de
AHLs desde extractos de sobrenadantes de interés, nos llevo a plantear el objetivo de
desarrollar la técnica de cromatografia en capa fina acoplada al biosensor A.
tumefaciens NTL4(pZLR4). La técnica fue implementada con éxito a través del uso de
estandares sintéticos que fueron utilizados para estimar la sensibilidad del biosensor
por las distinfas AHLs disponibles. Se efectuaron extracciones organicas desde
sobrenadantes de cultivo de E. coli (que sobreexpresa Afel) y de A. ferrooxidans.
Moléculas presentes en ambos sobrenadantes fueron capaces de activar al biosensor.
Los patrones migratorios presentes en los extracios de E. coli y A. ferrooxidans son
similares, perc no idénticos. En extractos de sobrenadantes de A. ferrooxidans se
detectd un maximo de siete senales (Fig. 11).

Las moléculas detectadas en sobrenadantes de cultivo de A. ferrooxidans con la
técnica de TLC/biosensor no necesariamente corresponden a las moléculas detectadas
en sobrenadantes similares, usando la técnica de LC-MS-MS. Los resultados obtenidos
utilizando esta dltima, indican la presencia de las AHLs de cadena larga (C-14-HSL,
OH-C14-HSL y OH-C16-HSL). No obstante, el biosensor posee baja sensibilidad a
AHLs de cadenas largas por lo tanto su deteccién es poco probable. Por otra parte,
AHLs detectadas con el biosensor pueden no haber sido detectadas con la técnica de

espectrometria de masas, sobre todo aquellas AHLs que se encuentran en el rango de
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mayor sensibilidad. Por ejemplo, se necesitan tan sélo 0,5 fmoles de la molécula oxo-
C8-HSL para activar al biosensor NTL4(pZLR4) (Shaw y col., 1997), mientras que para
detectar la misma molécula con la técnica de espectrometria de masas usada, se
necesitan 0,8 pmoles (Morin y col., 2003). Por ofro lado, las sefiales detectadas por el
biocsensor no son necesariamente AHLs. Esto queda en evidencia con la deteccidén de
la molécula denominada “compuesto polar” (CP, seccién 5.2.1), cuya estructura es
desconocida. “CP” no comigra con AHLs de tamafio préximo y sin embargo es capaz
de activar a TraR. Con el fin de identificar de manera tentativa las moléculas presentes
en extractos organicos de sobrenadantes de A. ferrooxidans capaces de activar el
bicsensor, se compard los valores de migracién relativa (Rf) de los estandares
disponibles con los valores de Rf de las manchas en la muestra. Sdlo 2 de las 7
“‘manchas” detectadas migraron de manera similar a estandares sintéticos (Fig. 10B, a
y b). Esto sugiere que estas dos moléculas corresponderian a las AHLs C12-HSL y
C10-HSL. La baja resolucion de la técnica en la zona cercana al origen de migracion
imposibilita asegurar que las migraciones son idénticas. La sefial “b” (Fig. 10) migra
como la molécula C10-HSL, sin embargo, usando espectroscopia de masas, esta
molécula no se detecté en sobrenadantes de A. ferrcoxidans. La sensibilidad de la
técnica de LC-MS-MS es mayor para la molécula C10-HSL que Ia técnica del biosensor
(0,6 pmoles y 100 pmoles, respectivamente). Creemos que lo mas probable es que la
molécula “b” sea mas bien OH-C12-HSL, ya que ésta migra muy cerca de C10 (Shaw vy
col., 1997) y si fue detectada previamente mediante espectroscopia de masas (Farah y
col,, 2005). La diferencia en la migracién de “b” y C10-HSL se aprecia mejor en la
figura 11, esta se corrié 3 veces, por lo que tiene mejor resolucidn en la zona cercana
al origen. La molécula “a” podria corresponder a C14 6 OH-C14 a una mezcla de elias.

La baja sensibilidad del biosensor por estas moléculas y la baja resolucién
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cromatografica en esta zona, no nos permiten identificar esta sefal. Las sefiales ¢, d, y
e (Fig. 10 y Fig. 11) no poseen valores de Rf similares a estandares sintéticos.

Los comportamientos en la migracion cromatografica de las moléculas en la
figura 10b (carril 2), en relacion a los estandares no sustituidos (carril 1), sugiere
fuertemente que dos de las tres moléculas antes mencionadas (“¢’, “d”, y “e7),
corresponden a 3-hidroxi-C8-HSL y 3-hidroxi-C10-HSL (¢’ y “e”). Esto es posible
gracias a la deteccién de AHLs hidroxiladas en el trabajo de Shaw y col. (1997). En
dicho trabajo se sometid al ensayo de biosensor NTL4{(pZLR4) un extracio de
sobrenadante de cultivo de la bacteria P. fluorescens (cepa 2-79). El resultado fue que
cuatro de [as cinco moléculas detectadas en dicho exiracto, presentaron valores de Rf
distintos a todas las moléculas estandar no sustituidas con cadenas acilo pares de
entre 12 y 6 carbonos. Tres de estas moléculas si compartieron valores de Rf con los
estandares oxo-sustituidos 3-ox0-C8-HSL, 3-ox0-C8-HSL y oxo-C10-HSL. A pesar de
la comigracion de las 3 manchas problema con AHLs oxo-sustituidas, existian
diferencias en la forma de la mancha. Las AHLs oxo-sustituidas adquieren una forma
de “cometa” 6 “mancha con cola”, mientras que la forma de las manchas problema era
redonda, al igual que las AHLs sintéticas no sustituidas. Esto condujo a los autores a
determinar la estructura de las moléculas presentes en estas fres manchas mediante
espectrometria de masas. Se concluy6 que éstas correspondian a las AHLs 3-hidroxi-
C6-HSL, 3-hidroxi-C8-HSL y 3-hidroxi-C10-HSL. El comportamiento cromatogréafico y la
forma de las manchas “c” y “e” (Fig. 10A), es similar a las AHLs hidroxiladas
detectadas en los extractos de F. fluorescens. La comparacién de los valores de Rf de
las manchas “c” y “e” (Fig. 10A) con los valores de Rf de las moléculas detectadas en
sobrenadantes de P. fluorescens, permitié inferir la identidad de las moléculas (3-

hidroxi-C10-HSL y 3-hidroxi-C8-HSL, como ya se menciongd).
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La tercera mancha (Fig. 10B, “d”) puede corresponder a una molécula no
sustituida o hidroxi-sustituida de largo de cadena con un nimero impar de carbonos.
Las moléculas “f" y “g" (Fig. 11) migraron como los estandares CP y oxo-C6-HSL,
respectivamente. Ninguna molécula de AHL de este largo fue encontrada por LC-MS-
MS, por lo que la identidad de estas moléculas debe ser determinada.

También se efectuaron extracciones organicas a las células de A. ferrooxidans
(Fig. 11, carril 3). Se logré detectar la presencia de al menos una sefial hidrofébica que
permanece asociada con las células, ya sea en el citoplasma o en las membranas. La
retencién de las moléculas mas hidrofébicas por parte de las células del cultive ya ha
sido reportada (Pearson y col., 1999; Schaefer y col., 2002). Los resultados sugieren
una relacion entre la hidrofobicidad de las sefiales y la retencion en las células 6
membranas de las mismas. El hecho de que este biosensor presente una baja
sensibilidad hacia las sefiales hidrofobicas y que el volumen que corresponde a las
células es muy pequefio comparado con el volumen de sobrenadante sugieren que la
concentracién de estas sefiales podria ser alta en las células, ya sea en membranas o
en ¢l citoplasma.

La técnica de TLC/biosensor sera utilizada como hemamienta de rutina en la
deteccion de sefiales de comunicacién producidas por ofros microorganismos que
forman parte del consorcio biolixiviante. La presencia de otras bacterias capaces de
establecer comunicacién célula-célula dentro del consorcio podria explicar la aparente
redundancia en las sefiales producidas por A. ferrooxidans y aumenta la complejidad
en la regulacion de los fenotipos dependientes de QS entre las bacterias
pertenecientes al nicho comun, complejidad que debe aiin ser dilucidada.

El hecho de que la proteina Afel se encuentre formando cuerpos de inclusién no

impidié detectar la presencia de AHLs en scbrenadantes de cultivo, esto implica que al
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menos una parte de la proteina se encuentra activa. Los cuerpos de inclusion son
agregados insolubles de proteina que se forman generalmente en bacterias
hospedadoras durante la sobreexpresién de proteinas recombinantes. Un ensayo de
western blot efectuado las fracciones soluble e insoluble de un extracto proteico de la
cepa E. coli BL21(DE3)-Afelc utilizande un anticuerpo anti-6xHis no logrd detectar
proteina en la fraccion soluble (no mosirado). Estos resultados indican que una
pequefia cantidad de Afel es capaz de sintetizar y acumular AHLs. Por otra parte, es
sabido que la formacion de cuerpos de inclusion es un proceso reversible y que existe
un equilibrio entre la agregacion y la solubilizacién de estos (Villaverde y Carrio, 2003).
La presencia de actividad Afel en la cepa transformada puede ser explicada a través
de las siguientes hipétesis: 1. Existe una cantidad de proteina Afel en Ia fraccién
soluble suficiente para sintetizar las AHLs encontradas en el medio, pero esta cantidad
es insuficiente para ser inmunodetectada en un westen blot. 2. La proteina esta
presente en la fraccion soluble y es activa, pero es degradada durante el proceso de
extraccion por lo que no se detecta en el ensayo de western blot. 3. La cantidad total
de AHL encontrada en sobrenadantes fue sintetizada antes de que el equilibrio fuera
desplazado hacia la formacién de cuerpos de inclusion. 4. La proteina, a pesar de sstar
formando parte de cuerpos de inclusion, posee actividad. Resulta interesante que la
primera altemnativa implica que la proteina Afel es capaz de sintetizar una cantidad
considerable de AHL, comparable con la producida por A. ferrooxidans, a pesar de
encontrarse esta en cantidades infimas. La tercera alternativa implica que la actividad
de la proteina es lo suficientemente alta como para sintetizar una cantidad apreciable
de AHL en un tiempo relativamente corto. La cuarta altemativa ha sido observada para

otras proteinas que han sido expresadas en forma heteréloga (Worrall y Goss, 1989)
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La cantidad total de AHLs presentes en el medio de cultivo de A. ferooxidans y
E. coli que sobreexpresa Afel es similar. Cuando se cargan en una TLC 20 pl de un
extracto proveniente de 200 ml de sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans o E. coli,
se obtienen manchas de tamanos similares. El extracto de E. coli se encuentra
concentrado 300 veces y el de A. ferrooxidans 4000, sin embargo el crecimiento de E.
coli es al menos un orden de magnitud mayor que el de A. ferrooxidans, razén por la
cual el niumero aproximado de AHLs producidas por célula es similar. Esto indica que
en el citoplasma de E. coli existe cantidad suficiente de Afel activa para producir
cantidades equivalentes a A. ferrooxidans, a pesar de la acumulacion de ésta en

cuerpos de inclusién.
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7. CONCLUSIONES

La proteina Afel de A. ferrooxidans ATCC 23270 se cloné y sobreexpreso de
forma heterdloga en E. coli. Esta se purificé en condiciones desnaturantes y se
generd suero policional o-Afel en ratén.

Se implement6 la técnica de separacion y deteccién de AHLs por medio de
cromatografia en capa fina acoplada a un biosgnsor.

El biosensor A. tumefaciens NTL4(pZLR4) es capaz de detectar al menos 7
sefiales en sobrenadantes de A. ferrooxidans, bajo nuestras condiciones
experimentales.

Una sefial hidrofébica permanece asociada con las células en el cuitivo, por lo
que podria ser de interés seguir las variaciones de concentracién de las AHLs a

nivel intracelular.
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