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Resumen

El Quorum Sensing (QS) es un fenédmeno de comunicacion bacteriana
dependiente de la densidad poblacional, en el cual las bacterias utilizan
moléculas de sefializacion para comunicarse y regular la expresion génica de
distintos fenotipos a nivel de grupo. Algunos de los fenotipos regulados por este
mecanismo de comunicaciéon incluyen la bioluminiscencia, la produccion de
pigmentos, la movilidad y la fijacién de nitrégeno, entre otros. Las moléculas de
sefializacion del QS mas ampliamente distribuidas en la naturaleza y, por ende,
las mas estudiadas son las Acil-Homoserin Lactonas (AHLS), sintetizadas y
detectadas por proteinas de las familias Luxl/LuxR, respectivamente, que estan

presentes principalmente en bacterias Gram negativas.

En un estudio previo del grupo de investigacion Comunicacion y Comunidades
Bacterianas se obtuvieron once aislamientos bacterianos identificados como
Stappia indica a partir de corales sanos y con enfermedad de Banda Negra del
Caribe colombiano. En ensayos preliminares se observo que algunas cepas de
esta bacteria podian estar involucradas en eventos de comunicacién bacteriana
regulados por QS (cuatro de los corales enfermos y una de un coral sano). Este
fendmeno no habia sido reportado en esta especie bacteriana, razon por la cual
en este trabajo se propuso su evaluacién desde aproximaciones experimentales
y computacionales. Experimentalmente, por medio de técnicas microbioldgicas
y técnicas de analisis quimico se detectaron, extrajeron y analizaron
cualitativamente las moléculas de sefializacién tipo AHLs producidas por
diferentes cepas de S. indica y, a través de un analisis computacional, se
identificaron secuencias de proteinas de los sistemas de QS tipo LuxI/LuxR en
este microorganismo. Este trabajo representa el primer reporte de la produccién

de moléculas de sefializacién de Quorum Sensing Acil-Homoserin lactonas por



parte de Stappia indica, asi como la identificacion de sus respectivas proteinas

reguladoras.

Palabras clave: Acil Homoserin Lactonas, Comunicacién Bacteriana,
Comunidades Bacterianas, Quorum Sensing, Stappia indica, Acil-Homoserin

Lactona-sintasa.

ii



Abstract

Quorum Sensing is a phenomenon of bacterial communication dependent on the
density of the cell population, in which bacteria use signalling molecules to
communicate and regulate the gene expression of different phenotypes at the
group level. Some of the phenotypes regulated by this communication
mechanism include bioluminescence, pigment production, motility and nitrogen
fixation, among others. The QS signalling molecules most widely distributed in
nature and, therefore, the most studied are the Acyl-Homoserine Lactones
(AHLs), synthesized and detected by the proteins of the LuxI/LuxR families,
respectively, which are present mostly in the Gram-negative bacteria.

In a previous study by the research group Comunicacion y Comunidades
Bacterianas, bacterial isolates such as Stappia indica were obtained from corals,
healthy and with Black Band disease, from the Colombian Caribbean. In the
preliminary tests it was found that strains of this bacterium were involved in
bacterial communication events regulated by QS (four of the diseased corals and
one from a healthy coral). This phenomenon has not been reported in this
bacterial species, therefore we proposed here its evaluation with experimental
and computational approaches. Experimentally, by microbiological techniques
and by chemical analysis AHL-like signal molecules, produced by different strains
of S. indica, were detected, extracted and analysed qualitatively and, through a
computational analysis, protein sequences of QS Luxl/LuxR-like systems were
identified in this microorganism. This work represents the first report of the
production of the Quorum Sensing signalling molecules such as Acyl-
Homoserine lactones by Stappia indica, as well as the identification of their

respective regulatory proteins.
Key words: Acyl-Homoserine Lactones, Bacterial Communication, Bacterial

Communities, Quorum Sensing, Stappia indica, Acyl-homoserine lactone
synthase.
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INTRODUCCION

Las interacciones célula-célula han comenzado a recibir especial atencion debido a
gue regulan la seleccion y estratificacion de consorcios de microorganismos
asociados a un hospedero. Estas interacciones en comunidad estan reguladas por
procesos de comunicacién bacterianos como el Quorum Sensing (C. Fuqua &
Greenberg, 2002; Waters & Bassler, 2005). EI Quorum Sensing (QS) es un
fendbmeno de interés universal debido a las implicaciones que tiene sobre la
regulaciéon de la expresion de fenotipos bacterianos, en la cual, las bacterias utilizan
moléculas de sefalizacion para comunicarse y regular la expresion génica
dependiendo de la densidad poblacional (C. Fuqua & Greenberg, 2002; Miller &
Bassler, 2001; Waters & Bassler, 2005). La mayoria de las moléculas sefial del QS,
gue se han reportado, son moléculas organicas pequefias o péptidos con una
longitud de entre 5y 20 aminoacidos. Un ejemplo de estas moléculas pequefias son
las Acil Homoserin Lactonas (AHLS), sintetizadas principalmente por bacterias

Gram negativas (Steindler & Venturi, 2007).

Algunos de los fenotipos regulados por este mecanismo de comunicacion incluyen
actividades fisiolégicas como la virulencia, motilidad, maduracion de biofiims y la
reduccion y fijacion de nitratos, entre otras (Mellbye, Spieck, Bottomley, &
Sayavedra-Soto, 2017; Miller & Bassler, 2001; Toyofuku et al., 2007). En general,
las caracteristicas reguladas por QS son fundamentales para definir el papel que
desempefan las bacterias en un organismo hospedero y median, ademas, las
relaciones simbioticas que alli se establecen. Entre las asociaciones simbidticas que
se dan al interior de un ecosistema, la relacion entre el hospedero y las
comunidades bacterianas asociadas es quizas la mas diversa, abundante y por lo
tanto la mas compleja (Rosenberg, Koren, Reshef, Efrony, & Zilber-Rosenberg,
2007). Fisicamente, el hospedero aporta diferentes habitats propicios para la
colonizacion y sostenimiento de los microorganismos que alberga (Raina, Tapiolas,
Willis, & Bourne, 2009), y los simbiontes microbianos no solo proveen alimento y

metabolizan moléculas necesarias para el hospedero sino que lo protegen de
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enfermedades mediante la prevencién de infecciones oportunistas tanto por
competencia fisica por el espacio, como a través de la produccion de agentes
antibacterianos o inhibidores del crecimiento de otros microorganismos (Zilber-
Rosenberg & Rosenberg, 2008).

La produccién y deteccion de moléculas de sefalizacion por parte de algunas
bacterias tienen una influencia importante en el funcionamiento de un ecosistema,
pues el mantenimiento del equilibrio depende, entre otras cosas, de la composicién
de especies y las funciones que cumplen dentro de la comunidad bacteriana que se
encuentra asociada con determinado organismo en los diferentes escenarios
biolégicos y esto podria tener un efecto positivo o negativo en la de la homeostasis
(C. Fuqua & Greenberg, 2002; Morrow, Moss, Chadwick, & Liles, 2012; Rosenberg
et al., 2007).

En un trabajo previo del grupo de investigacion Comunicacion y Comunidades
Bacterianas, la bacteria Stappia indica fue aislada e identificada dentro de la
comunidad bacteriana presente en corales de las especies Montastrea cavernosay
Orbicella faveolata del Caribe colombiano sanos y con enfermedad de Banda Negra
(Diaz Sana & Ripe Jaime, 2016). S. indica fue la Unica especie bacteriana
encontrada en ambos corales y en ambos estados de salud, los aislamientos
obtenidos principalmente de los corales enfermos mostraron evidencias de su
participacion en eventos de comunicacion bacteriana mediados por moléculas tipo
AHLs. S. indica fue aislada por primera vez por Lai y colaboradores en 2010, a partir
de un consorcio de microorganismos obtenidos de aguas profundas del Océano
indico, capaz de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos (Lai et al., 2010).
En otros estudios, S. indica ha sido aislada a identificada de consorcios de
microorganismos capaces de degradar petréleo (W. Wang, Wang, & Shao, 2010),
como parte de cultivos reductores del ion perclorato en ambientes salinos (Stepanov
et al., 2014), recientemente ha sido clasificada como parte del inventario de
comunidades con diversidad filogenética y metabodlica en ambientes salinos de los

Andes colombianos (C. Cardenas & Baena, 2015), asi como se determino que se

12
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trata de un organismo con una actividad electroquimica mayor que otras bacterias,
dada su capacidad de transferir electrones hacia el espacio extracelular (Logan &
Regan, 2006; Xiao et al., 2015).

Su ubicuidad y su capacidad de adaptaciéon a diferentes ambientes hacen que sea
interesante conocer las caracteristicas que tiene este microorganismo y cémo
puede involucrarse en eventos de comunicacion bacteriana, ya que hasta la fecha
no se han encontrado registros de esta actividad para esta bacteria. Estudios como
este contribuyen con la comprension de los eventos de comunicacidn bacteriana

mediados por moléculas sefial del QS tipo AHLs en S. indica.

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, en el presente trabajo se propuso el
estudio del fendbmeno de QS en aislamientos bacterianos identificados como S.
indica desde aproximaciones experimentales y computacionales. Desde lo
experimental, haciendo uso de biosensores bacterianos se detectd un conjunto de
moléculas sefial AHLs, las cuales fueron extraidas para ser posteriormente,
separadas y evaluadas cualitativamente por técnicas cromatograficas. Por medio
de herramientas computacionales y con el uso de diferentes estrategias de
busqueda, se identificaron las posibles proteinas homdlogas de los sistemas
LuxI/LuxR de QS en este microorganismo y se modelaron sus estructuras tomando
en consideracion un genoma disponible en la base de datos BioProject del NCBI

obtenido a partir de una de las cepas caracterizadas en este estudio.

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron conocer diferentes
componentes del circuito de QS de Stappia indica, que esta conformado por una
proteina AHL-sintasa de la familia Luxl, las moléculas de sefalizacion AHLs
producidas por las diferentes cepas de Stappia indica y dos proteinas que
funcionarian como factores de regulacion transcripcional de la familia LuxR. Con
estos resultados presentamos el primer reporte de eventos de comunicacion

bacteriana de QS mediado por diferentes Acil Homoserin lactonas en esta bacteria.

13



Justificacion

JUSTIFICACION

En estudios previos sobre la composicidon de las comunidades de corales, sanos y
con enfermedad de Banda Negra del Caribe colombiano se encontraron varios
aislamientos identificados como Stappia indica, y se determiné que ésta fue la Unica
especie que se encontraba en las dos comunidades evaluadas. También, de
manera preliminar, se observé que algunos aislamientos que fueron asociados con
S. indica, podrian estar involucrados en eventos de comunicacién bacteriana

mediados por moléculas de sefalizacion del Quorum Sensing.

En la actualidad, no existen reportes de comunicacion bacteriana mediada por QS
en S. indica por lo cual no se conoce cuales son los fenotipos regulados por este
mecanismo en esta bacteria y su influencia en los ambientes de los que ha sido
aislada, los reportes del fenomeno de QS en la enfermedad de Banda Negra son
pocos, Yy los estudios disponibles involucran unicamente microorganismos que, en
general, son modelo de estudio de QS tales como especies del género Vibrio
(Bhedi, 2017; J. L. Meyer, Gunasekera, Scott, Paul, & Teplitski, 2016; Zimmer et al.,
2014). Ademas, estos estudios, no hacen referencia a la ofra comunidad
heterotréfica, que se sabe, esta involucrada en el desarrollo de la enfermedad; y
tampoco se dispone de estudios encaminados a la descripcion del fendmeno de

QS en especies bacterianas nativas del Caribe colombiano.

Por estas razones, el presente trabajo representa una contribucion, no solo a la
identificacion de componentes del sistema de QS en S. indica, también es una
contribuciéon a la descripcidon de este fendmeno en un miembro de la comunidad
bacteriana heterotrofa de corales del Caribe colombiano sanos y con enfermedad

de Banda Negra.

Corroborar la presencia de las moléculas senal tipo AHLs en aislamientos de
comunidades bacterianas permite reconocer caracteristicas de la participacion de

esas especies en la comunicacion mediada por Quorum Sensing dentro de la
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comunidad. Ya ha sido reportado que la participacién del QS es fundamental en el
establecimiento de relaciones de cooperacion o de competencia en la
estructuracion de los consorcios bacterianos (Abisado, Benomar, Klaus, Dandekar,
& Chandler, 2018). Por esta razon, establecer si hay cambios en la producciéon de
moléculas de senalizacion en cepas aisladas de comunidades diferentes podria ser
un indicador de que estas moléculas posiblemente estén involucradas en la
sincronizacion de la expresion de fenotipos relacionados con la diacronia de las

comunidades bacterianas.

Este trabajo busca, obtener una vision mas completa del sistema de QS en S.
indica, para esto se llevd a cabo la caracterizacion de las moléculas sefal AHLs
producidas por diferentes cepas por medio de técnicas microbioldgicas y técnicas
de analisis quimico cualitativo, asi como el aprovechamiento de la informacién
obtenida a partir del genoma de una de las cepas de estudio, haciendo uso de
herramientas computacionales. Para el desarrollo de este trabajo se partié de la
hipotesis de que existen regiones génicas en el genoma de estudio que estan

relacionadas con la expresion de fenotipos regulados por Quorum Sensing.
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1.1. Acercadel género Stappia.

El género Stappia fue descrito por primera vez por Uchino y colaboradores (1998),
a partir de la reclasificacién basada en la secuenciacion del gen ribosomal 16S de
bacterias aisladas de ambientes marinos, del género Agrobacterium. La morfologia
celular es de bacilos Gram negativos, con un tamaio entre 0,6 a 1,0 um de ancho
y 2 a 4 um de longitud. Méviles con de un flagelo polar. Crecen aer6bicamente, no
muestran crecimiento fotosintético. oxidasa y catalasa positivos. Requieren agua de
mar o Na* para crecer. La quinona principal es la ubiquinona 10. Los acidos grasos
principales son 18:1, 18:0 y 3-OH 14:0. Las cepas reclasificadas pertenecen a la
familia Rhodobacteraceae, del orden de las Rhodobacterales, subgrupo dos de las
alfa proteobacterias, la especie tipo es S. stellulata. En este estudio también se
describieron aislamientos asignados a la nueva especie S. aggregata (Uchino,
Hirata, Yokota, & Sugiyama, 1998).

Diferentes estudios indican que cepas de Stappia han sido aisladas, en general, de
ambientes marinos. Es el caso de las especies S. stellulata, S. aggregata (Uchino
et al., 1998), S. alba, aislada de la comunidad bacteriana cultivable de ostras de la
costa Mediterranea (Pujalte, Carmen Maclan, Arahal, & Garay, 2005), S. marina,
aislada de una muestra de llanura mareal del mar Amarillo en Corea del Sur (B.-C.
Kim, 2006), S. indica obtenida de un consorcio de microorganismos degradadores
de hidrocarburos aromaéticos policiclicos de sedimentos del océano indico (Lai et al.,
2010), y S. taiwanensis se encontro en la comunidad bacteriana de aguas termales

costeras de Isla Verde, en Taiwan (Kampfer et al., 2013).

A la fecha, las cepas de Stappia ha sido obtenidas de ambientes heterotroficos; en
concordancia, el género ha sido descrito como quimiorganotrofo (Uchino et al.,
1998). Diferentes cepas de Stappia oxidan CO, pues contienen el gen coxL de la
forma | que codifica para la subunidad grande de la Mono6xido de Carbono (CO)
deshidrogenasa aerébica (CODH) y también el gen putativo coxL de la forma Il (B.-
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C. Kim, 2006). Ademas, algunas cepas poseen cbbL, el gen de la subunidad grande
para la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa / oxigenasa (RuBisCO) y podrian ser
capaces de acoplar el uso de CO con la fijacion de CO:z (King & Weber, 2007; King

Gary, 2003), lo que sugiere la posibilidad de un metabolismo litotréfico o mixotréfico.

Las cepas de Stappia son entonces funcionalmente versatiles, ocupan muchos
nichos ecoldgicos y participan en procesos Yy ciclos biogeoquimicos que son
importantes en microescalas y escalas globales (por ejemplo, la oxidacion del CO y
la denitrificacién). La habilidad de los aislamientos de Stappia para utilizar los iones
nitrato como Uultimos aceptores en la cadena de transporte de electrones o
denitrificar, usar numerosos sustratos organicos y funcionar en salinidades bajas a
moderadas facilita la participacion en procesos aerobicos y anaerébicos en el
reciclaje de carbono y nitrégeno en un amplio rango de ambientes marinos (Weber
& King, 2007).

1.2. Stappiaindica.

La cepa B106T fue aislada por primera vez por Lai y colaboradores en 2010, a partir
de un consorcio de microorganismos obtenido de aguas profundas del océano
Indico, los cuales fueron capaces de degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos.
En ese trabajo se realiz0 la caracterizacion taxondémica de este aislamiento teniendo
en cuenta las caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares. Los
resultados obtenidos indicaron que la cepa B106T representaba una nueva especie
del género Stappia, para la cual se propuso el nhombre Stappia indica sp. nov.,
siendo B106T la cepa tipo (Lai et al., 2010).

Lai y colaboradores (2010) determinaron que la morfologia celular era de bacilos
Gram negativos de aproximadamente 1.0 um ancho y 1.0 um en longitud, mévil por
medio de un flagelo polar. En agar marino 216L forma colonias lisas de color gris-
blanco, con bordes regulares, 2-3 mm de diametro luego de 72 horas de incubacion

a 28°C, no pigmentadas y moderadamente elevadas en el centro. oxidasa y catalasa

17



18

Marco Teoérico

positivas, pero negativa para la produccion de indol, hidrélisis de almidon, -
glucosidasa, [-galactosidasa, ureasa y arginina di hidrolasa. Se observo
crecimiento a salinidades de 0,5-11% y a temperaturas entre 4 y 42 °C, y la cepa
fue capaz de reducir nitratos, pero incapaz de degradar Tween 80 o gelatina. El
analisis de la secuencia del gen de ARNr 16S revel6 que tenia un porcentaje de
similitud de 97.7% con S. stellulata IAM 12621T vy, finalmente, a través de ensayos
de hibridacion ADN-ADN se determind que la cepa B106T y S. stellulata IAM
12621T tenian una baja relacion ADN-ADN (43%), lo que permitié determinar que

se trataba de especies distintas (Lai et al., 2010).

En 2010, se obtuvieron dos aislamientos identificados como S. indica en el estudio
gue evaluaba consorcios de microorganismos degradadores de petroleo crudo
presentes en aguas circundantes de la isla de Xiamen. En este estudio se hizo un
tamizaje en la busqueda del gen alkB que codifica para la enzima Alcano hidroxilasa
(AlkB), que se encuentra ampliamente conservada entre las proteobacterias;
aungque no se detectd la presencia de este gen entre los dos aislamientos
identificados como S. indica, si se pudo determinar que esta bacteria es capaz de
crecer en medios suplementados con diesel y con petréleo crudo (W. Wang et al.,
2010).

Stepanov y colaboradores (2014), determinaron que bacterias de la familia de las
Rhodobacteraceae (grupo taxonémico al que pertenece S. indica) son capaces de
reducir nitrato y que existe homologia entre las enzimas encargadas de esta
actividad y aquellas relacionadas con la reduccion del ion perclorato. En este estudio
se obtuvieron dos aislamientos que mostraron un 99% de similitud de secuencia con
S. indica B106T como parte de cultivos reductores del ion perclorato en ambientes

salinos (Stepanov et al., 2014).

S. indica se encontré6 como parte del inventario de comunidades con diversidad
flogenética y metabdlica en ambientes salinos de los Andes colombianos, en el
manantial salino de Salado de Consota en Pereira, Colombia de donde se

obtuvieron tres aislamientos. En este estudio se ratifico el caracter halo tolerante de
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esta especie y se secuencio y anotd el genoma de la cepa S. indica USBA 352 (C.
Cardenas & Baena, 2015).

En 2015 se determind Stappia indica es un organismo con actividad electroquimica.
Los microorganismos electroquimicamente activos (EAMs) son un grupo de
microorganismos que permiten el flujo de electrones entre las células/celdas y un
aceptor/donador de electrones. En este estudio, se obtuvo el OTU 36744 (el mas
abundante, con abundancia cercana al 20%) en una muestra de un sistema bio-
electroquimico de Xiamen (XM1). Los sistemas bio-electroquimicos (BESs) se
utilizan en la recuperacién de energia y productos, acoplando el tratamiento de
aguas residuales con la comunidad microbiana central en biofilms
electroquimicamente activos. El OTU 36744 fue 99% idéntico a una cepa de Stappia
indica (nUmero de acceso a GenBank EU72671.1). S. indica, que nunca habia sido
reportada como un EAM, produjo una corriente relativamente baja de 50
microamperios, indicando una capacidad para producir electricidad (Xiao et al.,
2015).

1.3. Quorum Sensing.

Las bacterias utilizan sefiales quimicas para comunicarse y regular actividades en
funcion de la densidad poblacional, éste fendmeno se conoce como Quorum
Sensing (QS) y es una cualidad comun en diversas especies bacterianas, “que
podria ser de hecho una caracteristica universal de sefializacion bacteriana” (C.
Fuqua & Greenberg, 2002). El QS es un proceso de comunicacion célula a célula
gue involucra la produccion, deteccion y respuesta a moléculas de sefalizacion
extracelulares que en un principio se denominaron auto inductores (Als). Las
bacterias producen moléculas de sefalizacidon basalmente, estas moléculas se
movilizan hacia el espacio extracelular, ya sea por difusién pasiva o con la ayuda
de transportadores. Cuando la densidad poblacional es baja, las moléculas estan
presentes en concentraciones por debajo del umbral requerido para iniciar la

activacion de la expresion génica; pero una vez el cultivo alcanza una densidad
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poblacional considerable (Nilsson et al., 2001), los Als a su vez alcanzan la
concentracion necesaria para unirse de manera estable a la proteina receptora. El
complejo molécula sefial-receptor activa la expresion de genes necesarios para
comportamientos cooperativos, a la vez que regula la produccion de nuevas
moléculas de sefalizacion (Rutherford & Bassler, 2012). Algunos estudios han
reportado que las concentraciones de moléculas de sefalizacion tipo Acil-
Homoserin Lactonas necesarias para la iniciar la respuesta en eventos de
comunicacién bacteriana estan en un rango de entre 10 y 50 nM (Andersen et al.,
2001; Farrand, Qin, & Oger, 2002; Fekete et al., 2007; Fekete, Kuttler, et al., 2010;
Mcclean et al., 1997; Shaw et al., 1997; Whitehead, Barnard, Slater, Simpson, &
Salmond, 2001).

El QS controla genes que dirigen actividades que pueden ser benéficas para la
comunidad y son expresadas por grupos de bacterias que actlan en sincronia
(Nadell, Xavier, Levin, & Foster, 2008; Rutherford & Bassler, 2012). Entre los
procesos que son controlados por QS se incluyen la bioluminiscencia, esporulacion,
competencia, movilidad, produccion de antibiéticos, formaciéon de biofilms, la
secrecion de factores de virulencia, la produccion de bienes publicos vy la fijacion
de nitrogeno(Eberhard et al., 1981; Fan et al., 2011; Mellbye et al., 2017; Mukherjee
& Bassler, 2019; Schuster, Joseph Sexton, Diggle, & Peter Greenberg, 2013).

En general, las bacterias Gram negativas utilizan, entre otras moléculas, Acil
Homoserin Lactonas (AHLs) como Als, mientras que las bacterias Grampositivas,
en su mayoria, necesitan de oligopéptidos procesados para comunicarse. En la
actualidad, se sabe que existe que una rica diversidad de moléculas usadas para la
comunicacién bacteriana. La mayoria de las moléculas de QS son moléculas
organicas pequefas o péptidos de entre 5 y 20 aminoacidos (Osorno, Castellanos,
Ramos, & Arévalo-Ferro, 2011). Ejemplos de estas moléculas de sefializacion se
resumen en la Figura 1 (pagina 21), Acil Homoserin Lactonas (AHLS), 2-heptil-3-
hidroxi-4-quinolonas de Pseudomonas aeruginosa (PQS), acidos grasos de cadena
larga y metil-ésteres de acidos grasos, asi como el Auto inductor 2 (Al-2), un término

20



21

Marco Teorico
colectivo para un grupo de furanonas interconvertibles derivadas de la
dihidroxipentanodiona (DPD). El Al-2 también es producido por algunas bacterias
Gram positivas, y también se ha reportado que este tipo de bacterias producen
algunas AHls (Bassler, 2002; Biswa & Doble, 2013), aunque generalmente esos
organismos prefieren péptidos lineales, modificados o ciclicos tales como los
péptidos auto inductores (AIPs) Factores de sefial difusible (DSFs por sus siglas en
inglés: Difusible signal factors), y Diceto-piperazinas (DKPs). Otros organismos
entre los que, por ejemplo, se encuentran los estreptomicetos, sintetizan Gamma-
butiro lactonas tales como el factor A, las cuales son estructuralmente parecidos a
las AHLs (Sidda & Corre, 2012).

Figura 1. Diferentes moléculas de sefalizacion del Quorum Sensing.
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2); los péptidos auto inductores (AIPs); quinolonas de Pseudomonas aeruginosa (PQS); Gamma-

butiro lactonas;
(Osorno et al., 2011).

Factores de sefial difusible (DSFs); y Dicetopiperazinas (DKPs). Tomado de
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El primer sistema de comunicacion bacteriana mediado por QS que se describio es
el que posee Vibrio fischeri (Nealson & Hastings, 1979). Cuando la densidad celular
es alta, V. fischeri activa los genes que se requieren para la bioluminiscencia a
través de las proteinas Luxl y LuxR, que a partir de ese momento representan el
sistema de QS canonico. Luxl es la enzima que se encarga de sintetizar la molécula
sefal N-3-oxo-hexanoil-homoserina lactona (3-oxo-C6 AHL) (Eberhard et al., 1981).
3-0x0-C6 AHL se une de manera especifica a la proteina LuxR (Hanzelka &
Greenberg, 1996), un factor de transcripcién que activa la expresion del operén
luxCDABEG, el cual contiene los genes que permiten la bioluminiscencia
(Engebrecht & Silverman, 1984). Desde entonces, muchos otros sistemas de
comunicacion bacteriana mediados por QS han sido descritos, principalmente entre
las Proteobacterias. Por ejemplo, Fuqua y colaboradores hacen una revision de las
proteinas Luxl/LuxR (W. C. Fuqua, Winans, & Greenberg, 1994), Whiteley y
colaboradores identificaron los genes que controlan el QS en Pseudomonas
aeruginosa, los sistemas lasl/lasR y rhll/rhIR, y Arévalo-Ferro y colaboradores
identificaron proteinas reguladas por el sistema de QS en esta bacteria (Arevalo-
Ferro et al., 2003; Whiteley, Lee, & Greenberg, 1999) (Para una revision mas
extensa sobre sistemas de comunicacion en bacterias Gram negativas: (Abisado et
al., 2018; Lerat & Moran, 2004; Papenfort & Bassler, 2016; Whitehead et al., 2001)).

Las bacterias Gram positivas y Gram negativas utilizan diferentes sistemas de QS.
Las bacterias Gram positivas utilizan péptidos, llamados péptidos auto inductores
(AIPs), como moléculas de sefializacién. Una vez producidos en la célula, los AlIPs
son procesados y secretados. Cuando la concentracion extracelular de AlPs es alta,
lo cual ocurre a alta densidad celular, los AIPs son reconocidos por un receptor
histidina quinasa unido a membrana, que pertenece a un sistema de dos
componentes. La union de los AlPs activa la actividad quinasa del receptor, este se
auto fosforila y transfiere el fosfato a un regulador de respuesta citoplasmatico afin.
El regulador de respuesta fosforilado activa a su vez, la transcripcion de genes en

el operdn regulador de QS (Rutherford & Bassler, 2012).
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Cada vez se encuentran nuevos sistemas de QS que conforman un banco de
informacion de homologos de LuxR y Luxl, que producen y responden a diferentes
tipos de auto inductores, pero difieren en la regulacion de los genes blanco (C.
Fugua & Greenberg, 2002). En la Figura 2 (pagina 23), se encuentra un modelo
general para los sistemas de QS en bacterias Gram positivas y Gram negativas (A.
Céardenas, Rodriguez-R, Pizarro, Cadavid, & Arévalo-Ferro, 2012).

Figura 2. Mecanismos generales de Quorum Sensing.

AHLs

A. Mecanismo general de QS en bacterias Gram negativas mediado por AHLs, y B.
Mecanismo general de QS mediado por péptidos sefial en bacterias Gram positivas.
Tomado de (A. Cardenas et al., 2012).

1.3.1. Elementos reguladores del Quorum Sensing via AHLs en bacterias
Gram negativas.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el mecanismo basico de QS involucra
la secrecion y percepcion de moléculas de sefializacion entre microorganismos por
parte de proteinas tipo Luxl/LuxR. También se ha dicho que las moléculas de
sefializacion del QS mas estudiadas son las N-Acil Homoserin Lactonas, las cuales
son producidas principalmente por bacterias Gram negativas por medio de
proteinas de la familia Luxl (Alagely, Krediet, Ritchie, & Teplitski, 2011; C. Fuqua &
Greenberg, 2002; Papenfort & Bassler, 2016).
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Las proteinas de la familia Luxl| catalizan la formacion de las AHLs utilizando como
sustratos S-adenosil-metionina (SAM) y un acil-tioester en la forma de una proteina
cargadora de acilo conjugada con el acilo correspondiente (acil-ACP), estos
precursores también son empleados en el metabolismo central de acidos grasos
(More et al., 1996). Algunas AHL sintasas utilizan Acil-Coenzima A (Acil-CoA) como
sustrato en lugar de Acil-ACP en la Figura 3 A, (pagina 26), se puede observar la
reaccion general, en la Figura 3 B se observan las diferencias estructurales entre
Acil-ACP y Acil-CoA (Christensen, Brecht, Dudekula, Greenberg, & Nagarajan,
2014). La reacciéon de transferencia del grupo acilo lleva a la produccién de un
intermediario Acil-SAM, el cual posteriormente sufre una lactonizacion para formar
la AHL. En la Figura 3 C, se muestra un ejemplo del mecanismo propuesto de
sintesis de la 3-Oxo-Hexanoil-homoserin Lactona en el que el donador del grupo
acilo es la 3-Oxo-Hexanoil-CoA (Cuadrado Silva, 2009).

Gould y colaboradores (2004) propusieron que la actividad de las AHL sintasas
dependientes de ACP requieren un sustrato unido a un cofactor proteico, asi como
un sitio de union para el ACP en la AHL sintasa de Pseudomonas aeruginosa, Lasl.
Teniendo en cuenta que la mayoria de las interacciones con proteinas con ACPs
son electrostaticas, se identificd un posible sitio de union a ACP en Lasl en una
region que agrupa varios residuos basicos como R154, R161, L167, y R172. La
mayoria de estos residuos se conservan entre otras AHL sintasas dependientes de
ACP (Gould, Watson, Choi, Schweizer, & Churchill, 2004).

En ese sentido, Dong y colaboradores (2017) propusieron que la acilacion activa la
lactonizacién del sustrato posicionando el oxigeno carboxilo atacante hacia el
carbono metileno adyacente al azufre para facilitar el cierre del anillo. La formacion
de la lactona puede ocurrir a través de un ataque nucleofilico directo tipo SN2 del
oxigeno carboxilo sobre el metileno o a través de una B-eliminacion tipo E2 de la
metil-tioadenosina, seguida por un ataque del oxigeno carboxilo sobre la mitad vinilo

resultante (Dong et al., 2017).
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Las proteinas de la familia LUxR se encargan de la recepciéon de la sefial AHL; se
trata de proteinas reguladoras que se unen a AHLs especificas cuando éstas han
alcanzado una concentracion critica, siendo los complejos LuxR-AHL los
responsables de activar la transcripcion de los genes controlados por QS (Romero
& Otero, 2010). En Vibrio fischeri, el gen IluxR3 codifica la proteina LuxR. Las
proteinas tipo LuxR poseen un dominio de union a ligando (ABD por sus siglas en
inglés Autoinducer Binding Domain) localizado en la region N-terminal y un dominio
de union al ADN, con un motivo estructural hélice-giro-hélice (HTH) localizado en la
region C-terminal. ABD reconoce y se une a una molécula AHL afin. EI complejo
formado por la proteina receptora tipo LUxR unida a la molécula sefal tipo AHL
promueve el desenmascaramiento del extremo C-terminal (dominio de unién al
ADN), promueve la interaccién entre el dominio y el ADN y activa la transcripcion

de varios genes controlados por QS (Rajput & Kumar, 2017).

Las proteinas tipo LuxR candnicas se unen a las AHLs, las cuales inducen la
dimerizacion de la proteina, la union al ADN y la activacion de la ARN polimerasa.
A baja densidad celular, en ausencia de Als, la mayoria de las proteinas tipo LUxR
no se multimerizan y por lo tanto son degradadas por proteasas. En contraste, los
complejos LuxR-AHL son estables y se unen al ADN para activar la transcripcion de
los genes blanco de QS (Chen et al., 2012; Passador, Cook, Gambello, Rust, &
Iglewski, 1993).

Diferentes estudios sugieren que las proteinas tipo LuxR se localizan en el
citoplasma o estan débilmente asociadas con la cara interna de la membrana
citoplasmatica. La interaccion con las AHLs dentro del dominio N-terminal
desencadena cambios conformacionales en las proteinas tipo LUxR que estimulan
la multimerizacion y unién al ADN. Una vez multimerizadas, las proteinas tipo LUxR
reconocen secuencias de ADN conservadas corriente arriba de los genes blanco.
La activacion transcripcional del promotor asociado ocurre posterior a la union del

complejo LuxR-AHL a las regiones del ADN afines (C. Fuqua & Greenberg, 2002).
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Figura 3. Sustratos y productos de las AHL sintasas
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A) AHL sintasas catalizan la reaccion entre dos sustratos, con la consecuente formacion
de tres productos. El grupo acilo sustrato esta unido como un tioester a un cargador de
acilo: ya sea una proteina cargadora de acilo (Acil-ACP), o a una Acil-Coenzima A (Acil-
CoA). B) Comparacion de las estructuras de Acil-ACP y Acil-CoA. Ambos cargadores
tienen una mitad acil-fosfopanteteina. A y B tomadas de (Christensen et al., 2014). C)
Mecanismo propuesto de sintesis de la 3-Oxo-Hexanoil-homoserin Lactona en el que el
donador del grupo acilo es la 3-Oxo-Hexanoil-CoA (Cuadrado Silva, 2009).

La interaccion con Als se da a través de residuos de aminoacidos polares en la

region N-terminal, y ademas con tres residuos de triptéfano altamente conservados,
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gue tienen contacto con la mitad homoserina lactona del Als, lo cual define la
orientacion de la union. Los residuos que proporcionan interacciones hidrofébicas y
de van der Waals con las cadenas acilo son menos conservados. Las cadenas acilo
pueden ocupar el bolsillo de unién a ligando en diferentes configuraciones: las
cadenas cortas estan extendidas y apuntan hacia el solvente, mientras que cadenas
largas se pliegan y enfrentan la cara interna del bolsillo. Aparentemente, la
especificidad de unién a AHLs de las proteinas tipo LuxR se da por la variacion de
residuos de aminoacidos que tiene efectos sobre la flexibilidad en el bolsillo
(Papenfort & Bassler, 2016).

Por ejemplo, en la determinacién de la estructura cristalina de la proteina tipo LuxR
de Chomobacterium violaceunm, CviR, se propuso que el residuo M89 es esencial
para determinar la selectividad a la longitud de las AHLs (Fan et al., 2011). Otro
ejemplo de estas interacciones es el residuo F62 de TraR, que se localiza en la
posicién equivalente de M89 de CviR, el cual ademas desempefaria un papel
oclusivo al evitar el acceso del solvente a la cola acilo del Als (Vannini et al., 2002).
Un alineamiento estructural entre la proteina tipo LuxR de Escherichia coli, SdiA, y
CviR, con CviR unida a diferentes Als revel6 que Q72 y F59 de SdiA podrian
desempeiniar un rol similar al de M89 de CviR, restringiendo la longitud de la cadena
acilo. Otros residuos de aminoacidos estrictamente conservados entre las proteinas
tipo LuxR son Y63, Y71, W95 y A110 (T. Kim et al., 2014).

Las regiones C-terminal de las proteinas tipo LuxR tienen los dominios de unién a
ADN hélice-giro-hélice (HTH), los cuales son caracteristicos de muchos factores de
transcripcion bacterianos (Papenfort & Bassler, 2016). Por ejemplo, el extremo C-
terminal de la proteina tipo LuxR de Agrobacterium tumefaciens, TraR, es un
conjunto de cuatro hélices que abarca el motivo HTH. La hélice de reconocimiento
asociada con la secuencia de union a ADN se proyecta en el arco mayor del ADN,
proporcionando contactos con bases especificas; esta region de TraR esta en una
posicion en el dimero TraR unido a ADN que facilitaria sus interacciones con la ARN

polimerasa (C. Fuqua & Greenberg, 2002).
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Estudios de rayos X sobre la estructura de CviR indican que ésta puede desarrollar
conformaciones cerradas que bloguean las hélices de reconocimiento del ADN.
Estos resultados son consistentes con reportes previos para otras proteinas tipo
LuxR, los cuales demostraron que cambios relativamente menores en la estructura
de los Als pueden tener efectos drasticos en la actividad agonista/antagonista. De
hecho, se encontré6 que cambios grandes en la actividad pueden resultar de
reorganizaciones conformacionales de los receptores causados, a su vez, por
alteraciones en el ligando o por cambios de amino&cidos en la proteina (Chen et al.,
2012).

1.4. Deteccion, Obtencion y Analisis de AHLSs.

El analisis de AHLs se realiza por medio de diferentes técnicas que van desde la
deteccidn a través de bioensayos en los que se emplean bacterias reporteras
conocidas como biosensores, hasta técnicas analiticas como Cromatografia en
Capa Fina (CCF), Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE) y Cromatografia
de Gases (CG) acopladas a Espectrometria de Masas (EM) y resonancia magnética
nuclear (RMN) (Charlesworth, Kimyon, Manefield, & Burns, 2015; Fekete,
Rothballer, Hartmann, & Schmitt-Kopplin, 2010; J. Wang, Quan, Wang, Zhao, & Fan,
2011).

1.4.1. Ensayos de deteccion con biosensores bacterianos

La produccién de moléculas de sefializacion del QS tipo AHLs se puede observar
con el uso de bacterias biosensoras. Estas bacterias son cepas que originalmente
contaban con circuitos funcionales de QS, a las que se les modifican los genes que
codifican para las proteinas AHL-sintasas, por lo que no son capaces de producir
Sus respectivos Als, pero que conservan sus sistemas receptores intactos y, por lo
tanto, la capacidad de expresar un fenotipo reportero en presencia de AHLs

exégenas (Kumar, Costantino, Venturi, & Steindler, 2017; Steindler & Venturi, 2007).
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Los biosensores bacterianos empleados en el analisis de moléculas sefal tipo AHLs
se pueden clasificar tanto por el fenotipo reportero expresado (por ejemplo la
bioluminiscencia, la produccion de violaceina y la actividad 3-galactosidasa), como
por la especificidad a la longitud de la cadena acilo de los Als que pueden detectar
(Cataldi, Bianco, Palazzo, & Quaranta, 2007). Los biosensores se pueden emplear
en varias técnicas, una de ellas es por bioensayo en co-cultivo con otras cepas
bacterianas y utilizdndolos como método de revelado en la técnica de Cromatografia
en Capa Delgada (las especificaciones de esta técnica se describiran mas
adelante). El primer método, por lo general se aplica de la siguiente manera:
colonias bacterianas, sobrenadantes de cultivos o extractos de las muestras se
cultivan en contacto fisico cercano con el biosensor (por ejemplo, en una caja de
Petri). Después de unas horas de incubacion, aparecera una zona
coloreada/fluorescente/luminiscente alrededor del sitio de siembra debido a la
presencia de AHLs (Charlesworth et al., 2015; Fekete, Rothballer, et al., 2010;
Kumar et al., 2017; J. Wang et al., 2011).

14.1.1. Biosensores que producen pigmentos

La cepa biosensora CV-026 es una mutante de Chromobacterium violaceum, la cual
produce el pigmento purpura violaceina en presencia de AHLs exdgenas (Mcclean
et al., 1997). El sistema de QS de la cepa silvestre de C. violaceum esta bajo la
regulacion del sistema Cvil/CviR, donde la proteina Cvil se encarga de la produccion
de N-hexanoil-homoserin lactona (C6-AHL), para la cual el receptor CviR es mas

sensible (Geisenberger et al., 2000).

Como se mencion6 anteriormente, el agonista mas activo para CV-026 es la C6-
AHL, el Al nativo de C. violaceum; otras AHLs que también tienen actividad
inductora incluyen la 3-oxo-C6-AHL y la C8-AHL (ambas, son seis veces menos
activas que la C6-AHL), 3-oxo-C8-AHL (11 veces menos activa) y C4-AHL (30 veces
menos activa). La cepa CV-026 poco responde a la 3-oxo-C4-AHL, y las AHLs con
cadenas aciladas de 10 o mas carbonos no tienen actividad agonista sobre este
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biosensor. CV-026 tampoco puede detectar ninguna 3-OH-AHL (Chen et al., 2012;
Steindler & Venturi, 2007).

14.1.2. Biosensores hioluminiscentes

La emisién de luz por parte de bacterias es un fendmeno conocido como
bioluminiscencia que esta regulado por un conjunto de genes organizados en un
solo operon denominado IuxCDABE. Los genes IuxCDABE codifican para un
complejo de &cido graso reductasa en la sintesis del sustrato aldehido graso para
la reaccion de luminiscencia catalizadas por las subunidades luxAB de la enzima
luciferasa (Engebrecht & Silverman, 1984; Nealson & Hastings, 1979). Los genes
lux han sido aislados de una amplia variedad de bacterias Gram negativas como

Vibrio fischeri, V. harveyi y Photorhabdus luminescens, entre otras.

Algunos de los biosensores de QS basados en reporteros bioluminiscentes son los
plasmidos pSB401, pSB1075 y pSB403 (Andersen et al., 2001; Winson et al., 1998).
El plasmido pSB401 fue construido usando el operon luxCDABE de P. luminescens
controlado por el gen Pluxl junto con el fragmento de ADN IluxR de V. fischeri.
Cuando este plasmido es transformado en E. coli emite luminiscencia en respuesta
a la adicion exégena de AHLs de cadena acilada de tamafio mediano (C6-C8). El
plasmido reportero pSB1075 basado en LasR de Pseudomonas aeruginosa
contiene el gen lasR, y el promotor de lasl controlando la expresién del operén
reportero luxCDABE y emite luminiscencia en respuesta a AHLs con cadena acilada
lateral larga (>C10). El plasmido pSB403 se construyd de manera similar al plasmido
pSB401, con la ventaja de haber sido clonado en un replicon de rango mas amplio,
por lo que puede ser alojado en una variedad mas amplia de bacterias Gram
negativas en lugar de estar limitado a E. coli (Kumar et al., 2017).

Se determinaron los limites de deteccidn a diferentes AHLs en cultivos liquidos para
los plasmidos pSB401 y pSB403, siendo 1nM para 3-OH-C6-AHL, 10nM para C6-
AHL, 10nM para C8-AHL, 10 nM para 3-oxo-C12-AHL y 1000nM para C4-AHL
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(Andersen et al., 2001). El plasmido pSB1075 responde bien a 3-oxo-C12-AHL, 3-
0x0-C10-AHL y C12-AHL (Steindler & Venturi, 2007).

1.4.1.3. Biosensores que producen la proteina verde fluorescente (gfp)

Dos plasmidos biosensores basados en la produccion de gfp que responden a un
espectro variado de moléculas sefial de QS tipo AHLs son pKR-C12 y pAS-C8
(Riedel et al., 2001). El plasmido pKR-C12 se basa en los componentes del sistema
Las de P. aeruginosa PAO1, contiene una fusion traslacional de los genes lasB-gfp
(ASV) junto con el gen lasR que se encuentra bajo el control de un promotor tipo
lac, clonados en el pldsmido de amplio rango de hospederos pPBBR1MCS-5, lo que
permite la transferencia del constructo a varias cepas AHL-negativas. Se sabe que
pKR-C12 es més sensible a 3-oxo-C12-AHL, pero también puede detectar 3-0xo-
C10-AHL, C10-AHL y C12-AHL. El plasmido pAS-C8 se basa en el sistema de QS
de Burkholderia cepacia y contiene una fusion cepl-gfp (ASV) junto con el gen
regulador cepR que se encuentra bajo el control del plasmido lac. El biosensor pAS-
C8 es mas sensible a C8-AHL (Kumar et al., 2017).

Otro biosensor, la cepa W19 se construyé durante el desarrollo de un trabajo de
investigacion del grupo de Comunicacion y Comunidades Bacterianas mediante la
transformacion de células competentes de E. coli DH5a. Esta cepa es incapaz de
producir AHLs, pero en presencia de AHLs exdgenas e IPTG es capaz de producir
ofp. Expresa al receptor LuxR bajo el control del promotor del operdn Lac, también
posee el promotor luxbox que controla la expresion del gen reportero gfp
(Fernandez-Nifio et al., 2017; Fernandez, 2011).

14.1.4. Biosensores que producen B-Galactosidasa

La B-Galactosidasa (B-Gal) es una enzima que cataliza la hidrdlisis de varios [3-
Galactosidos, junto con el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil galactésido (X-Gal),
gue es un azlcar unido mediante un enlace glucosidico a guna molécula indolil han

sido usados como sistemas reporteros en la construccion de biosensores
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bacterianos. El X-Gal permanece incoloro mientras que el croméforo permanezca
unido a la galactosa; tras la hidrélisis en presencia de la enzima B-Gal, produce un
derivado insoluble de color azul que permite visualizar la actividad de la enzima
(Kumar et al., 2017).

Los biosensores para AHL basados en el sistema Tral/TraR de Agrobacterium
tumefaciens detectan un amplio rango de AHLs y también muestran la mayor
sensibilidad a estos compuestos (Farrand et al., 2002). El Sistema de QS Tral/TraR
en A. tumefaciens esta involucrado en la regulacion de la transferencia por
conjugacion de muchos plasmidos. El circuito Tral/TraR se localiza en el plasmido
Ti y produce y responde a la 3-0xo-C8-AHL, a partir de este sistema se construyé
el biosensor A. tumefaciens NT1 (pZLR4), curada del plasmido Ti y, por lo tanto,
incapaz de producir AHLs. El plasmido contiene el gen traR y uno de los operones
tra responsable de la transferencia conjugada del plasmido Ti, ademas de una
fusion reportera del sistema traG::lacZ, encargados de la produccion de la enzima
B-Gal en respuesta a AHLs exdgenas. De todos los biosensores construidos hasta
el momento, A. tumefaciens pZLR4 es el que puede detectar la mayor cantidad de
AHLs a las concentraciones mas bajas. Entre las AHLs a las cuales responde
pZLR4 estan las 3-oxo AHLs en un rango entre 4 a 12 carbonos, las AHLs entre C6
y C12 no sustituidas en C3, y las 3-OH-C6, 3-OH-C8 y 3-OH-C10 AHLs (Cha, Gao,
Chen, Shaw, & Farrand, 1998; Shaw et al., 1997; Steindler & Venturi, 2007).

Llamas y colaboradores construyeron un biosensor basado en el sistema Sinl/SinR
de Sinorhizobium meliloti; este sistema regula la produccion de AHLs de cadena
larga como C12-AHL, C14-AHL, C16-AHL y C18 AHL. Este biosensor tiene mayor
afinidad por 3-oxo-Cl14-AHL y C16-AHL (Kalia, 2013; Llamas, Keshavan, &
Gonzalez, 2004; Steindler & Venturi, 2007).

32



33

Marco Teoérico

1.4.2. Extraccion de AHLs

Normalmente, las moléculas de sefalizacion se encuentran a muy bajas
concentraciones, por ejemplo la concentracion umbral de AHLs en Pseudomonas
putida es de 30 nM,(Fekete, Kuttler, et al., 2010; A. Meyer et al., 2012), Whitehead
y colaboradores (2001) reportaron que la concentraciéon umbral de AHLs en distintas
bacterias oscila en un rango entre 10 a 50 nM (Whitehead et al., 2001); por lo que
es necesario realizar extracciones con solventes organicos a partir de un gran
volumen de cultivos bacterianos. Los medios de cultivo generalmente utilizados son
los caldos Luria-Bertani y el caldo nutritivo, aunque la eleccion del medio de cultivo
puede depender de algunos requerimientos especificos de cada bacteria (Osorno
et al., 2011). Para reducir la concentracion de productos del metabolismo central de
las bacterias y los nutrientes del medio de cultivo, es recomendable hacer la
extraccion cuando el crecimiento de las bacterias haya alcanzado la fase
estacionaria. La extraccion liquido-liquido es el método de extraccién de AHLs mas
comun (Shaw et al., 1997; J. Wang et al., 2011).

Los solventes para la extraccion de AHLs mas comUnmente empleados incluyen
diclorometano, cloroformo, acetato de etilo, etil-éter y hexano (J. Wang et al., 2011).
El rendimiento de la extraccion no depende del medio utilizado, sino que el
rendimiento aumenta con un incremento en la polaridad de las AHLs. En general,
los sobrenadantes de cultivos en fase estacionaria se extraen con una proporcion
1:1 en volumen de acetato de etilo acidificado (acido acético al 0,5%), por triplicado.
Se toma la fase orgénica y se evapora el solvente por rota-evaporacion (40 - 45°C).
El residuo se re-suspende y se almacena para posteriores andlisis (Fekete et al.,
2007; Fekete, Rothballer, et al., 2010; Geisenberger et al., 2000; Mcclean et al.,
1997, Ortori et al., 2011; Osorno et al., 2011; J. Wang et al., 2011).

La inyeccion directa de los extractos crudos puede afectar la separacion o puede
dafar las columnas cromatogréaficas debido a la presencia de componentes poco
volatiles presentes en el medio de cultivo o producidos por las bacterias, razén por

la cual se recomienda un pretratamiento de las muestras que involucra pasos de
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purificaciébn, como cromatografia en columnas con resinas C18 en fase reversa
aplicando un gradiente discontinuo de metanol:agua y la posterior filtracion de las
fracciones obtenidas (Osorno et al., 2011; J. Wang et al., 2011).

1.4.3. Andlisis cualitativo de AHLs por Cromatografia en Capa Delgada (CCD)

Shaw y colaboradores desarrollaron un método de separacion y analisis de AHLs
por CCD acoplada con biodeteccién. Este método proporciona un registro visual de
las moléculas sefal producidas por las bacterias y que pueden ser detectadas por
el biosensor empleado (Shaw et al., 1997). Las AHLs extraidas de cultivos
bacterianos son inyectadas en una cromatoplaca de gel de silice RP C18. Una vez
el solvente ha sido evaporado, la cromatografia se desarrolla empleando una
mezcla de metanol-agua (60:40) como fase movil. Las moléculas sefial tienen
diferentes tasas de migracion debido a las diferencias de polaridad que presentan y
gue tienen influencia en las interacciones hidrofébicas que establecen con la fase
estacionaria. Entre mas fuerte sea la interaccion entre los compuestos y la fase
estacionaria, mas lenta serd la migracién de las muestras con el solvente en la
placa. Después de la separacion, la placa se deja secar y se aplica el método de
biodeteccion/revelado. Los compuestos se revelan cubriendo la placa con un cultivo
de un biosensor bacteriano. Para este tipo de andlisis se ha reportado el uso del
biosensor A. tumefaciens pZRL4 junto con el sustrato X-Gal, de Chromobacterium
violaceum CV-026, de biosensores luminiscentes como pSB401, pSB403 y
pSB1075 y de los biosensores que producen gfp como pKR-C12 (Andersen et al.,
2001; Cataldi et al., 2007; Charlesworth et al., 2015; Fekete et al., 2007; Mcclean et
al., 1997; Riedel et al., 2001; Shaw et al., 1997; J. Wang et al., 2011).

Para este tipo de ensayo se deben tener en cuenta diferentes factores: 1) el ensayo
estara limitado a aquellas AHLs a las cuales el biosensor es mas sensible, 2) la
molécula de sefalizacion debe estar presente en una concentracién detectable por
la cepa reportera, 3) las moléculas de sefializacién con igual nUmero de carbonos

en su cadena lateral pero que difieren en el grado de sustitucion del carbono 3 de
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la cadena tienen Rfs similares, razén por la cual podrian estar solapadas (por
ejemplo, Shaw y colaboradores (1997) observaron que las 3-oxo-AHLs migraban
con la misma movilidad que las 3-OH-AHLS) y 4) la ausencia de una sefial del
reportero no necesariamente implica que la bacteria no produzca alguna AHL, esto
puede significar también que la bacteria de hecho la produce, pero a una

concentracion a la cual el biosensor no puede detectarla (Shaw et al., 1997).

1.4.4. ldentificacion de las AHLs

Se han implementado diferentes herramientas analiticas para la separacion y
analisis de AHLs entre las que se incluyen: Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(CLAE), Cromatografia de Gases (CG), Espectroscopia de Masas (EM),
Electroforesis Capilar (EC), Cromatografia liquida de Alta Presion (CLAP),
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Espectrometria Infrarroja (EIR) (Fekete et
al.,, 2007). Wang y Colaboradores presentan una revision de las técnicas

anteriormente mencionadas (J. Wang et al., 2011).

Cataldi y colaboradores (2004) desarrollaron un método para analizar AHLs por
CG/EM sin necesidad de derivatizar estos compuestos. En su estudio, se
optimizaron las condiciones de separacion y se determinaron los tiempos de
retencion de las AHLs. El espectro de masa de cada compuesto exhibié un ion
molecular caracteristico para cada AHL C4-AHL (m/z 171), C6-AHL (m/z199), C8-
AHL (m/z 227), C10-AHL (m/z 255), C12-AHL (m/z 283) y C14-AHL (m/z 311).
También se observé un patrén de fragmentacion en el que el ion mas abundante
tenia una relacién m/z de 143, que corresponde a la fragmentacion que se da debido
al re-arreglo de McLafferty. La pérdida de agua del ion a m/z 143 resulta en un
fragmento a m/z 125. Otro pico a m/z 101 corresponde a un clivaje de la cadena
lateral acilo en el grupo amino secundario, lo que resulta en la formacion del ion

molecular de la Homoserin lactona deacilada (Cataldi, Bianco, Frommberger, &

Schmitt-Kopplin, 2004).
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Otros autores han empleado otras técnicas de separacion como CLAE y CLAP
acopladas a EM en modo SIM para el analisis y la identificacion de AHLs (Fekete et
al., 2007; Li et al., 2006; J. Wang et al., 2011). La elucidacién estructural de las AHLs
se hace utilizando los métodos espectroscépicos convencionales como lo son RMN
y EM. También, aprovechando el hecho de que muchas de las estructuras de las
AHLs se han elucidado, se ha optado por hacer comparacién de los perfiles
cromatograficos obtenidos por CG o CLAE, y de sus espectros de masas. Para esto
se emplean patrones comerciales y se comparan con los extractos objeto de
estudio. Una ventaja adicional de las técnicas cromatograficas es que permite su
cuantificacion y deteccién a concentraciones muy bajas que por RMN no siempre

es posible (Cuadrado-Silva, Castellanos, Arévalo-Ferro, & Osorno, 2013).

El indice de retencion de compuestos alifaticos de cadena larga (cadena acilo de
las AHLs), se puede calcular de acuerdo con la Ecuacion 1; donde N es el numero
de atomos de carbono en la cadena alquilo, FG es un incremento del grupo funcional
y Me es un incremento por cada grupo metilo dependiendo de la posicién en la
cadena. Los valores de Me en una fase apolar de cromatografia de gases ya se
encuentran reportados. En general, los indices de retencién calculados y medidos
no difieren por mas de 5-8 unidades (Thiel, Kunze, Verma, Wagner-dgbler, & Schulz,
2009).

Ecuacion 1 I.=N+FG+ ) Me;

La identificacion tentativa de compuestos como las AHLs se puede hacer por
comparacion de los indices de retencion de los patrones sintéticos y con la base de
datos de espectros de masas NIST (NIST/EPA Mass Espectra Library
https://chemdata.nist.gov/). Para la asignacion tentativa de los picos mediante los

resultados arrojados por la base de datos, se tomara como criterio un porcentaje de
similitud >90% entre el espectro de masas del compuesto y el compuesto mas
similar y se calculan los indices de retencién; para este célculo, es necesario aplicar
el mismo método de andlisis en una mezcla de parafinas de diferentes tamafios.

Los indices de retencién también pueden calcularse mediante la Ecuacion 2.
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Ecuacién 2 IR =100 x ( ey nC(n_l))

tr(n+ 1) —tr (n—1)

Donde trx) es el tiempo de retencidén del analito; txn-1) €s el tiempo de retencién de la
parafina que eluye inmediatamente antes del analito; trn+1) €s el tiempo de retencién
de la parafina que eluye inmediatamente después del analito; y nC-1) es el nUmero

de carbonos de la parafina que eluye inmediatamente antes del analito.

Finalmente, Osorno y colaboradores (Osorno et al., 2011) hacen una revision de los
diferentes tipos de AHLs que han sido caracterizadas mediante técnicas
cromatograficas, como los trabajos de Cataldi, Pomini, Gotz, Wagner y Ddébler
(Cataldi et al., 2007; Li et al., 2006; Osorno et al., 2011; Pomini, Araudjo, & Marsaioli,
2006; Sharp, Ritchie, Schupp, Ritson-Williams, & Paul, 2010; Thiel et al., 2009). En
trabajos mas recientes se han aplicado estas técnicas en el analisis de moléculas
sefal producidas por bacterias en diversos ambientes (Britstein et al., 2015; Kher et
al., 2019).
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Evaluar la presencia del fendbmeno de Quorum Sensing en aislamientos

bacterianos marinos identificados como Stappia indica.

Objetivos Especificos.

e Evaluar la produccion de moléculas de sefalizacion del QS por parte de
aislamientos identificados como S. indica utilizando biosensores especificos

para AHLs.

e Caracterizar las moléculas de sefializacion producidas por Stappia indica
CCBBBdOf-5, CCBBBdOf-9, CCBBBdOf-21, CCBBBdMc-11 y CCBhMc-3,

mediante Cromatografia en Capa Delgada.

e Identificar posibles genes involucrados en el fendmeno de QS en Stappia indica

CCBhMc-3 por medio de analisis bioinforméaticos.



Metodologia

METODOLOGIA
1. Cepas de Estudio.

Las bacterias objeto del presente trabajo de investigacion hacen parte del cepario
del grupo de investigacion Comunicacion y Comunidades Bacterianas del
departamento de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia. Fueron aisladas
y purificadas en un trabajo previo del grupo realizado por Diaz y Ripe (2016), en el
gue se estudiaron las comunidades bacterianas cultivables aisladas de muestras
de los corales Orbicella faveolata y Montastrea cavernosa, sanos y con enfermedad
de Banda Negra del Caribe colombiano (Diaz Sana & Ripe Jaime, 2016). Once
cepas fueron asociadas de forma preliminar con S. indica, cuatro aislamientos del
coral O. faveolata enfermo (CCBBBdOf-2, CCBBBdOf-5, CCBBBdOf-9,
CCBBBdOf-21), uno de O. faveolata sano (CCBhOf-14), tres del coral M. cavernosa
sano y tres mas del enfermo (CCBhMc-3, CCBhMc-8, CCBhMc-7 y CCBBBdMc-3,
CCBBBdMc-11, CCBBBdMc-12, respectivamente).

El estudio de Diaz y Ripe (2016), se enmarcO en el proyecto financiado por
Colciencias denominado: "Design of a microarray tool to catalogue bacterial
populations associated with coral diseases", y se llevé a cabo en las instalaciones
del laboratorio de microbiologia asociado al departamento de Biologia de la
Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, dentro del grupo de investigacion
Comunicacioén y Comunidades Bacterianas (CCB) dirigido por la profesora Catalina

Arévalo-Ferro.

El muestreo de los corales objeto de estudio en este trabajo se hizo teniendo en
cuenta lo descrito en el Anexo 2 del Permiso Marco de Investigacion Cientifica en
Diversidad Bioldgica N°4 del 10 de febrero de 2010, expedido por el Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, resolucion 0865, que permite al grupo
de investigacion realizar la colecta de muestras de corales para desarrollar el
proyecto global de investigacion denominado “Perspectivas de bacterias marinas
del Caribe colombiano como fuente de compuestos bioactivos”, y en el Permiso de

Investigacion en Diversidad Biologica N° 8 del 19 de abril de 2010.
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2. Caracterizacién taxonémica de las cepas de estudio

2.1. Caracterizacion morfoldgica

Para la caracterizacion de la morfologia microscopica se hizo tincion de Gram
segun lo descrito por Beveridge (Beveridge, 2001). Brevemente, se tomaron
colonias aisladas de un cultivo joven (24h) de cada una de las muestras, se
esparcieron sobre portaobjetos y se aplicd el siguiente procedimiento: i) tincion
primaria con cristal violeta (60 segundos); ii) fijacion del cristal violeta, usando Lugol
como mordiente (60 segundos); iii) decoloracién con una solucién de alcohol-
acetona (30 segundos); y iv) contra-tincion con una solucion de fucsina (60
segundos). Las muestras se observaron en un microscopio 6ptico binocular marca
Nikon ECLIPSE E100 con un objetivo de 100x.

En la caracterizacion de la morfologia macroscopica, se observaron y analizaron
las colonias formadas por cada aislamiento en un estereoscopio Zeiss Stemi DV4,
considerando criterios clasicos como el tamafio, la pigmentacion, forma, elevacion
y aspecto de la superficie, definidos para las proteobacterias en el Volumen 2 del

Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Boone et al., 2001).

2.2. Caracterizacién Bioquimica

Se evalué la capacidad de cada aislamiento bacteriano para degradar diferentes
carbohidratos y aminoacidos, asi como la produccion de diferentes enzimas como
catalasa, triptofanasa, ureasa, lipasas y proteasa. También se llevaron a cabo
pruebas para establecer las rutas metabdlicas usadas por las bacterias, como la
oxidacion/fermentacion de carbohidratos, desaminacion y/o descarboxilacion de
aminoacidos vy, finalmente pruebas para el uso de un solo sustrato como Unica

fuente de carbono y energia.
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Se prepararon los medios de cada una de las pruebas bioquimicas en tubos de
ensayo; se prepararon cultivos de cada cepa, por 24 horas a 37°C en agar LB. Se
tomo6 una colonia de cada aislamiento para inocular cada uno de los sustratos
anteriormente mencionados. Todas las pruebas se hicieron por triplicado para cada
bacteria y se incubaron por 24 horas a 37°C para su posterior lectura e
interpretacion. Las pruebas realizadas y las cepas control se encuentran descritas
en el libro de Pruebas Bioquimicas para la ldentificacion de Bacterias de
Importancia Clinica de MacFaddin (MacFaddin, 2000) y resumidas en la Tabla 1,

(pagina 42).
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Tabla 1. Pruebas bioguimicas empleadas para la caracterizacion bacteriana.

Medio e . -
Prueba empleado Identificacion positiva Control positivo Ref
n -
Lisina Descarboxilasa / . . M/M (Ewmg,
. Lisina Hierro - - ; Davis, &
Desaminasa R/AZ? Precipitado negro Escherichia coli
Produccion de H,S Agar Edwards,
1960)
Oxidacién / Incremento de acidez, cambio del Pseudo_monas (Hl.Jgh &
o Agar OF . . aeruginosa Leifson,
Fermentacion de Glucosa medio de verde a amarillo 1953)
. . (Rustigian
Ureasa Caldo Urea Incremento alcah_mdad, gamb|o_ Klebsiella sp. & Stuart,
Del medio de amarillo a rojo/ fucsia
1941)
2-3 gotas de Formacion de burbujas por Pseudomonas G.1.
Catalasa S ; Wang,
H,0, descomposicion de H,0, aeruginosa 1985)
Motilidad Medio turbio Escherichia coli .
Produccién de indol Agar SIM Halo rojo con reactivo de Kovacs Escherichia coli (ig?g? ’
Produccion de H,S Precipitado negro Shiguella flexneri
Descomposicion del Agar Citrato Incremento alcalinidad, cambio Salmonella (Simmons,
Citrato Simmons del medio de verde a azul tiphimurium 1926)
Cambio de coloracién al agregar (Mufti¢ &
Reduccion de Nitratos Caldo Nitrato reactivo Ay B3 Escherichia coli Hunt,
De amarillo a rojo/fucsia 2013)
. Tween (80) y (Arevalo-
Lipasas Halo
’ ) eners® | Fenoe
Proteasa Agar Leche Halo 9 al., 2003)
Glucosa
Ferm%netauon Lactosa Caldo Rojo Incremento de acidez, cambio del Klebsiella sp. (MHUSIE &
Azucares Sacarosa de Fenol medio de rojo a amarillo Escherichia coli 2013)
Manitol
Fermentacion | Glucosa | agarHierro | K/A Escherichia coli (Sulkin &
De Lactosa | tres azucares 5 Precipitado negro Klebsiella sp. Willett,
Azucares Sacarosa de Kligler AIA 1940)

MM (Pico de color morado y fondo morado)

2RIA (Pico de color rojo y fondo amarillo)
3reactivo A (&cido sulfanilico al 0.8% en acido acético glacial 5N) y reactivo B (a-naftilamina al 0.5% en acido acético

glacial 5N)

AKIA (Pico de color naranja y fondo amarillo
SA/A (Pico y fondo de color amarillo)
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2.3. Caracterizacién Molecular

2.3.1. Extraccion de ADN y amplificacion del gen rADN 16S por PCR.

Para la asignacién de especie, se extrajo ADN de los aislamientos bacterianos por
choque térmico. Para esto, se re suspendié una colonia de un cultivo puro en 100
pL de agua destilada por autoclave, se llevo a una temperatura de 100°C por diez
minutos y luego se enfrid hasta -4°C por 5 minutos, posteriormente se centrifugd a
10000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante se utilizé para amplificar el ADNr 16S
utilizando los primers universales 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y
1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Weisburg, Barns, Pelletier, & Lane,
1991). La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 30 ul, que contenian
buffer de amplificacion 5 mM, MgSO4 0.6 mM, deoxiribonucleotido trifosfatos 0.4
mM, 0.4 mM de cada primer y 0.1 U de Taq Platinum Pfx ADN polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). La amplificacién se llevé a cabo con un ciclo inicial
de 94°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 52 °C por 1
min y 72 °C por 1 min, con un paso final de extension de 72 °C por 7 min. Los
productos de la PCR fueron purificados y su secuencia se realizd por servicios
técnicos usando el método Sanger (Barbosa Cardenas, 2012; Franco, 2015;
Sanger & Coulson, 1975).

2.3.2. Andlisis Taxonémico

La asignacion de especies se realizé mediante la comparacion de secuencias. Para
esto, se construy6 una secuencia consenso (contig) del gen de ADNr 16S usando
la herramienta CAP (Contig Assembly Program) del programa BioEdit con los
parametros determinados por defecto del algoritmo (Hall, Biosciences, & Carlsbad,
2011; Huang, 1992), luego, se compard cada contig con la base de datos del

GenBank usando la herramienta BLASTN para encontrar las secuencias con el
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porcentaje de identidad mas alto dentro de la coleccion de nucleétidos completa
del GenBank, tomando como parametro que el porcentaje de identidad fuera igual
0 mayor a 97%, valor a partir del cual, segun diferentes autores se pueden afiliar
las secuencias al nivel taxonédmico de especie (Rossell6-Mora, 2005; Stackebrandt
& Rainey, 1995). Se obtuvieron secuencias curadas de especies de referencia de
la base de datos del List of Prokaryote names with Standing in Nomenclature
(LPSN) (EUZéBY, 1997) para posteriores analisis.

Las secuencias se alinearon utilizando el algoritmo ClustalW, en el programa
BioEdit (Hall et al., 2011; Thompson, Higgins, & Gibson, 1994). Los parametros de
alineamiento dependian de la similitud de las secuencias, en donde, para especies
del mismo género la apertura de gaps y de extension de estos tenian valores de 50
y 16,6 puntos respectivamente. Los alineamientos fueron exportados al programa
Mega 6.0 donde se construyeron las matrices de distancia p, Kimura 2 parametros
y méaxima probabilidad (M Kimura, 1981; Tamura, Stecher, Peterson, Filipski, &
Kumar, 2013) y los respectivos dendrogramas con los métodos de agrupamiento
Neighbour-Joining (Saitou & Nei, 1987) y Maximum Likelihood. La validaciéon
estadistica de los agrupamientos se evalud con el método bootstrap con 1000

réplicas.

2.4. Evaluacion de las condiciones de crecimiento 6ptimo de las cepas
de estudio.

Mediante la modificacion de variables fisicoquimicas especificas se buscaron las
condiciones optimas de crecimiento de cultivo para cinco de las cepas de estudio.
Las condiciones tenidas en cuenta fueron la concentracion de cloruro de sodio (%
p/v NaCl 0.5, 1, 3.5, 6.5, 11 y 15), pH (4.5, 5.5, 7, 8 y 9) y temperatura. (4°C, 9°C,
15°C, 28°C y 37°C). Se prepararon caldos de cultivo Luria Bertani (cLB) con las
condiciones anteriormente descritas ajustadas, se inocularon y se cultivaron
aerdbicamente. El crecimiento bacteriano fue monitoreado por el aumento de la
densidad optica del cultivo (DO), medida en un lector de microplacas Multiskan GO

(Thermo) a 600 nm, tomando mediciones por triplicado cada doce (12) horas.
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Las condiciones fisicoquimicas 0ptimas de crecimiento se determinaron para cada
una de las cepas para conocer el tiempo en el que el cultivo alcanza la fase
estacionaria, y de esta forma determinar el punto de extraccion de metabolitos
como las Acil-Homoserin Lactonas (AHLs), debido a que en este punto se
encuentra la mayor concentracion de estas moléculas en el cultivo liquido. Se
construyeron entonces curvas de crecimiento como sigue: en primer, lugar se
prepararon preinoculos, de 50mL en cLB con las condiciones de temperatura, pH
y salinidad 6ptimas ajustadas, se dejaron incubando overnight en agitacion
constante (200 rpm). Posterior a esto, se tomaron 25 mL de cada preinoculo y se
llevaron hasta un volumen final de 250 mL de cLB, nuevamente, con las
condiciones de salinidad, pH y temperatura ajustadas. Los caldos se incubaron en
agitacion constante y se hicieron mediciones de la densidad 6ptica (DO) a 600 y
595 nm cada hora hasta alcanzar un valor de DO constante. Las curvas fueron
realizadas por triplicado, para cada una de las cepas de estudio; con los datos
obtenidos, se construyeron las graficas de la densidad éptica promedio en funcién
del tiempo y se tuvieron en cuenta la desviacion estandar en cada punto, asi como

el coeficiente de variacion.

3. Analisis de las moléculas de sefalizacion AHLs producidas por
Stappia indica.

3.1. Co-cultivos: ensayos de deteccidon de las moléculas de
sefializaciéon AHLs producidas por Stappia indica.

Para la deteccion de las moléculas de interés, se llevaron a cabo ensayos de
siembra en T (Ver Figura 4, en la pagina 46) y siembra en punto, utilizando los

diferentes biosensores mencionados en la Tabla 2, (pagina 48).

En el ensayo de siembra en T, en medio LB sdélido, se trazaron estrias
perpendiculares en las que se enfrentaba la bacteria de estudio contra la cepa
biosensora. El objetivo de este tipo de ensayo es ver un gradiente en la expresion
del gen reportero que progresa sobre la estria del biosensor, y que es inducida por

AHLs exdgenas (provenientes de las cepas de estudio y del control positivo).
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En el ensayo de siembra en punto, se prepararon preinéculos de los biosensores
en caldo LB, cada preinoculo fue suplementado con el antibiético requerido para
cada biosensor (pKR-C12: Gentamicina, Cf 0,025 mg/mL + Kanamicina, Cf
0,01mg/mL; pSB403: Tetraciclina, Cf 0,01 mg/mL y W19: Kanamicina, Cf 0,01
mg/mL) y se incubd overnight a temperatura y agitacion constante (28°C y 200 rpm
respectivamente). Posteriormente, se tomaron 4 mL de cada uno de los preinéculos
de biosensores y se llevaron, cada uno por separado, a un volumen final de 40 mL
de agar LB, esta mezcla fue homogenizada y se permitié que solidificara el medio.

Figura 4. Modelos de Siembra en ‘T’ y siembra en punto.

A B
.
N\
2\
o
4 /
@ /_,//

A. Modelo de Siembra en T entre las cepas problema (estrias azules), las cepas control
(Control positivo: estria roja; Control negativo: estria amarilla), y la cepa biosensora
(Estrias verdes: fenotipo reportero inducido; estria gris: fenotipo reportero no inducido).
Este ensayo fue tomado y modificado de Steindler & Venturi (Steindler & Venturi, 2007).

B. Modelo de siembra en punto. Sobre agar previamente inoculado con el biosensor se
realizan punciones con las bacterias de estudio. El resultado es la induccion del fenotipo
reportero en forma de halo del biosensor.

En todos los casos, los nimeros 1 a 4 representan cepas problema distintas, 5
corresponde al control positivo y 6 al control negativo.

Con ayuda de una aguja de inoculacion, se tomaron muestras de colonias aisladas
de las bacterias analizadas y de los controles y se realizaron punciones sobre el

medio previamente inoculado con el biosensor. Se dejaron incubando por 18 horas
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a temperatura constante (28°C). El objetivo de este ensayo fue apreciar halos de
induccion en la expresion del gen reportero del biosensor por efecto de las
moléculas sefial producidas por las bacterias problema y el control positivo. En la
Tabla 3 (pagina 48), se muestran las cepas bacterianas de control empleadas en
los ensayos de deteccion. Los resultados de estos ensayos se visualizaron en un

fotodocumentador BioRad, haciendo uso de un filtro UV.

3.2. Extracciéon de las moléculas de sefalizacion AHLSs

A partir de los cultivos liquidos de i) los aislamientos problema (CCBBBdOf-5,
CCBBBdOf-9, CCBBBdOf-21, CCBBBdMc-11 y CCBhMc-3) ii) las cepas control
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (control positivo) y Pseudomonas putida
(IsoF117, control negativo) y iii) el blanco de referencia (cLB sin inocular), se
realizaron las extracciones segun los protocolos descritos por Franco y Cuadrado
(Cuadrado-Silva et al., 2013; Franco, Cadavid, & Ferro, 2015), donde se incluyeron
etapas de centrifugacion, filtracion y separacién. Las cepas control fueron

cultivadas en cLB, por 18 horas a 37°C y en agitacion constante (200 rpm).

Para cada aislamiento se prepar6 un preindculo que se incubd a temperatura y
agitacién constante durante 18 horas, de acuerdo con los resultados de las
condiciones Optimas de crecimiento evaluadas en el apartado 2.4 de la metodologia
(Ver pagina 44), en las que ya se habia establecido el tiempo que le tomaba a cada

uno de los aislamientos alcanzar la fase estacionaria.

Las extracciones se prepararon como sigue. Volumenes de 270 mL de caldo LB se
inocularon con 30 mL de cada uno de los preinéculos de las bacterias problemay,
como se menciond anteriormente, se incubaron a temperatura y agitacion
constantes segun los datos obtenidos en la seccion 2.4. Las cepas control y el

blanco fueron cultivados en cLB, por 18 horas a 37°C y en agitacion constante (200

rpm).
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Una vez superado el punto medio de la fase exponencial para cada muestra, se

detuvo el crecimiento bacteriano. Los cultivos se centrifugaron a 15000 rpm durante

30 minutos, se recuperaron los sobrenadantes y se acidificaron con &cido

clorhidrico hasta alcanzar un pH de 3. Posterior a la acidificacion, cada

sobrenadante se sometié a filtraciones sucesivas en filtros de membrana de

0,45umy 0,22 um. Las moléculas sefial se extrajeron tres veces usando volumenes

iguales de acetato de etilo (500:500 sobrenadante:acetato de etilo). Se recuperé la

fase organica y se evapor60 hasta sequedad. Los extractos secos fueron

almacenados para posteriores analisis.

Tabla 2.Diferentes biosensores para Acil Homoserin Lactonas.

tumefaciens)

. Basado en el Sistema Responde L.
Biosensor Hospedero . . Buena deteccion de
sistema QS reportero mejor a
pSB403 Escherichia coli Lux!/LuxR Bioluminiscencia | C6y C8 AHL C10y C12 AHL
Produccién de
pKR-C12 Pseudomonas Lasl/R proteina verde C12-3-oxo- C10-3-ox0-AHL
putida (P. aeruginosa) AHL
fluorescente (gfp)
. . Produccion del
Chromobacterium CvillR . C6-3-oxo-AHL; C8-AHL;
Cv-026 violaceum (C. violaceum) pigmento CE-AHL C8-3-ox0-AHL; C4-AHL
violaceina
Produccién de C12-3-0x0-
W19 Escherichia coli LuxI/LuxR proteina verde AHL C10-3-oxo-AHL
fluorescente (gfp)
Todas las 3-oxo-AHLs; C6-
. Tral/R - AHL; C8-AHL; C10-AHL;
PZLR4 Agrobactgr/um (A, Acthlda_d B- C8-3-oxo- C12-AHL: C14-AHL: C6-3-
tumefaciens galactosidasa AHL

hidroxi-AHL; C8-3-hidroxi-
AHL; C10-3-hidroxi-AHL.

Tomado y adaptado de Steindler (2007) y Winson et al., (1998) (Steindler & Venturi, 2007; Winson

et al., 1998)
Tabla 3. Cepas control para los ensayos con biosensores
Cepas Hospedero Molécula de sefalizacion
control
PAO1 Pseudomonas aeruginosa C4-AHL; C6-AHL; C8-AHL; C10-AHL; C12-AHL
IsoF Pseudomonas putida C6-3-0x0-AHL; C6-AHL; C8-AHL; C8-3-oxo0-AHL; C4-AHL
IsoF117 Pseudomonas putida No produce AHLs

PAOL1 e IsoF controles positivos, IsoF117 control negativo.
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3.3. Purificacién de los extractos de AHLs

Se realiz6 un pretratamiento de los extractos antes de continuar con el analisis de
las moléculas sefial segun proponen Geisenberger, Cataldi y Osorno en sus
respectivos trabajos (Cataldi et al., 2004, 2007; Geisenberger et al., 2000; Osorno
et al., 2011). Para esto, se prepararon soluciones de los extractos crudos en 1 mL
de una mezcla de metanol-agua 50:50, se tomaron 500 pL de la solucion y se
aplicaron en cartuchos de extraccion en fase sélida Supelclean™, Sigma-Aldrich,
con una matriz un gramo de gel de silice en fase reversa (RP18) empaquetada
como fase estacionaria. La fase movil empleada fue un gradiente discontinuo de
metanol-agua, como sigue: fraccion 1. metanol-agua 10:90; fraccion 2: metanol-
agua 30:70; fraccion 3: metanol-agua 50:50; fraccién 4: metanol-agua 70:30 y

fraccion 5: metanol.

Los cartuchos fueron ubicados sobre un colector acoplado a una bomba de vacio.
Se hicieron tres lavados con 5 mL de cada una de las fracciones, y los volumenes
recuperados fueron evaporados hasta sequedad en un Rotavapor Heidolph a
temperatura y presién controladas. Sobre cada fraccion obtenida se hicieron
ensayos de actividad de induccion de los fenotipos reporteros de los biosensores

bacterianos, de acuerdo a la metodologia del apartado 3.1 (Ver pagina 45).

3.4. Anadlisis de AHLs por Cromatografia en Capa Delgada

En este trabajo se emple6 el analisis cualitativo de las moléculas de sefalizacion
producidas por las cepas de estudio (CCBBBdOf-5, CCBBBdOf-9, CCBBBdOf-21,
CCBBBdMc-11 y CCBhMc-3) por el método de cromatografia en Capa Delgada de
acuerdo con lo descrito por Geisenberger et. al., Steindler & Venturi, Franco y
Lépez-Fernandez (Franco, 2015; Geisenberger et al., 2000; Lopez Fernandez,
2012; Steindler & Venturi, 2007).

Se empleé una lamina de gel de silice en fase reversa (RP18) como fase

estacionaria. Se prepararon soluciones de cada uno de los extractos (1 mg/ mL) en
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acetato de etilo. Se transfirieron diez microlitros de cada extracto a un capilar y se
sembraron a dos centimetros de la base de la lamina. La fase movil empleada fue
una mezcla de Metanol-Agua a una proporciéon de 60:40, una vez terminé de correr
la cromatografia, se dejo secar la lamina y se reveld cubriéndola con 200 mL de un
cultivo semisolido de Agrobacterium tumefaciens pZLR4 en medio ABG, el cual
también contenia Gentamicina (Cf 0,05 mg/mL) y X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-

B-D-galactopiranoésido; Cf 0,04 mg/mL).

En presencia de moléculas sefial tipo AHLs exdgenas, el biosensor A. tumefaciens
produce la enzima [B-galactosidasa, la cual degrada el sustrato indicador X-Gal,
formando puntos azules en los lugares en los que la molécula sefal induce la
expresion de la enzima. Los puntos revelados se comparan con los revelados en
la linea de la cepa control (extracto de Pseudomonas aeruginosa PAQOL), y las

AHLs sintéticas usadas como referencia.

3.5. Anadlisis de AHLs por Cromatografia de Gases

Se prepararon soluciones stock de los patrones de acil Homoserin lactonas
sintéticos (Sigma), referenciados en la Tabla 4 de la pagina 50 a una concentracién

final de 1mg/ml en cloroformo.

Tabla 4. Patrones de Acil Homoserin Lactonas empleados para el
analisis por CG.

Patron de Homoserin lactona (AHL)  Acrénimo Punto de fusién (°C)
N-butanoil AHL BAHL 89.8
N-hexanoil AHL HAHL 102.6
N-octanoil AHL OAHL 105.8
N-decanoil AHL DAHL 1125
N-dodecanoil AHL dDAHL 115.3

Los andlisis por CG-EM de los patrones sintéticos se hicieron en las instalaciones
del laboratorio del grupo de investigacion Quimica de Hongos Macromicetos de
Colombia. El protocolo empleado fue descrito por Cataldi y colaboradores (2004,
2007). Brevemente, se empled un cromatdgrafo de gases HP 6890 acoplado a un
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espectrometro de masas HP7973 (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA). La

inyeccion de la muestra se hizo en modo split (150:1) en una columna capilar
equipado con una columna capilar TG-1MS (30 m x 0,25 mm id., 0,25 um espesor
de particula; Thermo Scientific, Thermo Fischer Scientific, Waltham E.E.U.U). Se
utilizé helio puro (99.999%) como gas de arrastre a una tasa de flujo de 0.8mL/min.
La temperatura del inyector del CG se ajustd a 200°C. La temperatura del horno
del cromatégrafo se optimizé en un gradiente que inicié en 150°C incrementando
en 15°C por minuto, hasta alcanzar una temperatura de 275°C. La linea de

transferencia de temperatura se ajusto a 200°C (Cataldi et al., 2004).

Las moléculas sefial tipo AHLs presentes en los extractos de las bacterias
problema se separaron en por CG, en el Cromatografo del laboratorio de docencia
de CG, del departamento de Quimica (Agilent Technologies 7820A GC system),
equipado con una columna capilar HTC5 y un detector FID. La inyecciéon de las
muestras, el blanco y los controles se hizo en modo Split con una temperatura del
inyector de 200°C. La identificacion de los picos obtenidos se hizo con el célculo
de sus indices de retencion cromatograficos (I) y comparaciéon con patrones

sintéticos de referencia.

4. Andlisis computacional de los componentes de QS en Stappia
indica.
La evidencia experimental sugeria que S. indica tiene dentro de su genoma la
magquinaria genética necesaria para la produccién de moléculas de sefializacion
del QS tipo AHLs. Por esta razon, la siguiente parte del trabajo consistié en hacer
una busqueda, haciendo uso de herramientas computacionales, de elementos

reguladores similares a los circuitos de QS candnicos presentes en esta bacteria.

Stappia indica ya cuenta con tres genomas secuenciados disponibles en la base
de datos BioProject del NCBI (dos de ellos de los aislamientos del grupo CCB:
CCB-EBBD17 y CCB-SBBC49) y se encuentran disponibles con los siguientes

numeros de acceso:
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+ CCB-EBBD17: PRINA328867

+« CCB-SBBC49: PRINA328866
+ USBA 352: PRINA330487

Para la busqueda de los posibles componentes del sistema de QS en S. indica,
asociado con la produccion y reconocimiento de moléculas sefial tipo AHLS, en este
trabajo se us6 el genoma del aislamiento CCB-SBBC49 (que corresponde al
aislamiento CCBhMc-3 del cepario del grupo de investigacion CCB). El material
genético necesario para la secuenciacion de los genomas CCB-SBBC49 y CCB-
EBBD17 fue extraido y purificado como parte del trabajo desarrollado por Diaz y
Ripe en 2016, en las instalaciones de los grupos de investigacion CCB vy el grupo
de Inmunologia Evolutiva e Inmunogenética (Diaz Sana & Ripe Jaime, 2016; Henao
etal., 2017). Ver Anexo 1. Reporte de genomas en BioProject de NCBI (aclaracion).
(pagina 118).

4.1. Busqueda de proteinas tipo Luxl/LuxR en el genoma de S. indica
Se realiz6 una busqueda de posibles secuencias codificantes para proteinas tipo

AHL-sintasas de la familia Luxl usando la herramienta TBLASTN en el servidor

NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), con los parametros del algoritmo por

defecto (Matriz BLOSUMG62, con penalidad de apertura de gaps de 11 y de
extension 1). Se usaron como referencia las secuencias de proteinas tipo Luxl
recopiladas por Britstein, et. al. (Britstein et al., 2015) (Ver Anexo 2, pagina 119),
para buscar sus posibles homodlogos dentro de las secuencias de proteinas
obtenidas del genoma de Stappia indica. Con el resultado de la busqueda anterior,
se hicieron nuevas comparaciones entre las secuencias de proteinas de referencia
y la base de datos de proteinas no redundantes, filtradas por organismo con S.
indica (taxid:538381), este paso se hizo con la herramienta BLASTP

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), con los parametros del algoritmo por

52


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

53

Metodologia
defecto (Matriz BLOSUMG62, con penalidad de apertura de gaps de 11 y de

extension 1).

Para la busqueda de proteinas candidatas a factores reguladores de la
transcripcion de la familia LuxR en el genoma de Stappia indica, se recopilaron
secuencias de proteinas homoélogas de esta familia, entre las que se incluyeron las
proteinas LuxR de Vibrio spp, LasR y RhIR de P. aeruginosa, TraR de
Agrobactetrium tumefaciens y otras especies, CviR de Chromobacterium
violaceum, entre otras (Ver Anexo 3, pagina 120), y se compard con el proteoma
traducido de la bacteria mediante la herramienta BLASTP, similar a como se hizo
con las proteinas tipo Luxl. Una segunda estrategia fue la busqueda en la base de
datos de UniProt (Bateman et al., 2017), con los términos de busqueda

“Transcriptional Factor Regulators AND Stappia indica”.

En la identificacion de la(s) proteina(s), candidata(s) se tuvieron en cuenta los
Valores esperados E y los porcentajes de cobertura y similitud. Los resultados de
la busqueda mediante las herramientas BLAST son significativos cuando los
valores E son cercanos a cero, pues este valor esté relacionado con la posibilidad
de encontrar este mismo resultado si se hiciera una blsqueda al azar en una base

de datos.

4.2. Alineamiento Mdltiple de secuencias

Con el fin de comprobar la existencia de sitios conservados en las secuencias de
las proteinas tipo Luxl y LuxR de S. indica, cada grupo de secuencias de proteinas
se alined de manera independiente utilizando los programas BioEdit y Mega (Hall
et al., 2011; Tamura et al., 2013), junto con diferentes proteinas tipo Luxl y LuxR
de referencia, respectivamente. La comparacion de secuencias se hizo a través de
los algoritmos ClustalW y Muscle (Edgar, 2004; Thompson et al., 1994). Los
alineamientos se visualizaron con la herramienta Jalview (Clamp, Cuff, Searle, &
Barton, 2004; A. M. Waterhouse, Procter, Martin, Clamp, & Barton, 2009).
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Posterior a la identificacion de la secuencia de la proteina AHL sintasa de S. indica
se hizo la prediccion de algunas caracteristicas como el peso molecular, el punto
isoeléctrico tedrico, composicion de aminoacidos y coeficientes de extincion, estas
predicciones se hicieron con la herramienta ProtParam del servidor ExPasy
(Gasteiger et al., 2005). La prediccion de la estructura secundaria se hizo a través
de la herramienta Gor4 (Garnier, Gibrat, & Robson, 1996).

4.3. Modelamiento y andlisis de la estructura terciaria de las proteinas.

La prediccion de la estructura 3D de las proteinas se hizo por homologia a través
del servidor SwissModel del SwissProt (Bienert et al., 2017; Guex, Peitsch, &
Schwede, 2009; A. Waterhouse et al., 2018), y por threading a través de la
plataforma I-TASSER (Roy, Kucukural, & Zhang, 2010; Yang et al., 2014; Zhang,
2008).

La construccion de un modelo por homologia en el servidor SwissModel ocurre en
cuatro pasos, primero, se identifican las plantillas estructurales, luego se hace un
alineamiento entre la secuencia problema y las estructuras de las plantillas,
después se construye el modelo y finalmente se realiza la evaluacién de la calidad.
Cuando se completa la busqueda de plantillas, se escoge un conjunto de maximo
50 plantillas de acuerdo a una puntuacion simple que combina la cobertura y la
similitud de secuencia. Las plantillas con mejor puntaje y los alineamientos se
analizan de acuerdo con la calidad esperada de los modelos resultantes, estimada
por los valores GMQE (Global Model Quality Estimation) y QMEAN (Bienert et al.,
2017; Guex et al., 2009; A. Waterhouse et al., 2018).

La puntuacion GMQE resultante se expresa como un nimero entre 0y 1, que refleja
la precisién esperada de un modelo construido con ese alineamiento y plantilla y la
cobertura del objetivo. Un valor cercano a 1 indica una mayor fiabilidad. Una vez
gue se construye un modelo, el valor GMQE se actualiza para este caso especifico
teniendo en cuenta también la puntuacion QMEAN del modelo obtenido para
aumentar la confiabilidad de la estimacion de la calidad. QMEAN es un indicador
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de calidad absoluta global (es decir, para toda la estructura) y local (es decir, por
cada residuo). Este ultimo puntaje, proporciona una estimacién del “grado de
natividad” de las estructuras observadas en el modelo a escala general. El valor de
QMEAN indica si el modelo propuesto es comparable con lo que se esperaria de
las estructuras experimentales (plantillas) de tamafio similar. Un valor QMEAN
cercano a cero indica una buena concordancia entre la estructura del modelo y las
estructuras experimentales de tamaio similar. Un valor negativo es un indicador de
baja calidad del modelo (Bienert et al., 2017; Guex et al., 2009; A. Waterhouse et
al., 2018).

Cuando no se logra una identidad de secuencia con la plantilla y la proteina que se
quiere modelar de al menos el 30% se recurre al modelamiento por threading. El
servidor I-TASSER identifica plantillas estructurales en la libreria del Protein Data
Bank (PDB) que tengan plegamientos similares, luego se toman fragmentos de las
esas plantillas y se reensamblan para formar nuevos modelos completos en los
gue se tienen en cuenta aquellos modelos que resulten en estados de energia libre
mas baja (que seran los modelos mas estables). En un tercer paso, se repite la
simulacién de ensamblaje de fragmentos, esta vez teniendo en cuenta las
restricciones espaciales resultantes de los estados de minima energia del paso
previo, el proposito de esta segunda iteracion es remover los impedimentos
estéricos, asi como refinar la topologia global del alineamiento. El paso final es la
optimizacién de la red de puentes de hidrégeno (Roy et al., 2010; Yang et al., 2014;
Zhang, 2008).

Para predecir la funcién bioldgica de la proteina, el servidor I-TASSER compara los
modelos 3D predichos con proteinas de tres bases de datos independientes que
tengan una clasificacion de enzima conocida (nimero EC), ontologia de genes
(GO) y sitios de unién a ligando. Los resultados finales de la prediccion de funciones
se reducen del consenso de las mejores predicciones con los puntajes de funcion
calculados con base en el puntaje de confianza (C), de los modelos estructurales

de I-TASSER, la similitud estructural entre el modelo y las plantillas evaluada por
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el puntaje TM, y la identidad de la secuencia en las regiones estructuralmente
alineadas (Roy et al., 2010; Yang et al., 2014; Zhang, 2008).

Los modelos predichos I-TASSER se clasifican de acuerdo con los valores de los
puntajes C y TM. El puntaje C es el puntaje de confianza para estimar la calidad de
los modelos predichos, se encuentra en un rango [-5,2], entre mas alto el puntaje
C, mas confiable resulta el modelo. El puntaje TM es una escala para medir la
similitud entre dos estructuras. Un puntaje TM>0.5 indica un modelo con topologia
correcta, mientras que un puntaje <0,17 indica una similitud aleatoria (Roy et al.,
2010; Yang et al., 2014; Zhang, 2008).
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Caracterizacion taxondmica

1.1. Caracterizacion Morfologicay Bioquimica.

A partir de dos especies de corales del Caribe colombiano, Orbicella faveolata y
Montastrea Cavernosa sanos y con enfermedad de Banda Negra, se obtuvieron un
total de once aislamientos afiliados a la especie Stappia indica. Cuatro de O.
faveolata enfermo de Banda Negra (CCBBBdOf-2, CCBBBdOf-5, CCBBBdOf-9,
CCBBBdOf-21), uno de O. faveolata sano (CCBhOf-14), y tres de cada M.
cavernosa sano y enfermo de banda negra respectivamente (CCBhMc-3, CCBhMc-
8, CCBhMc-7 y CCBBBdMc-3, CCBBBdMc-11, CCBBBdMc-12, respectivamente).

Los cddigos de las cepas corresponden al tejido de coral a partir del cual fueron
aisladas; para todas, CCB: cepas pertenecientes al grupo de investigacion
Comunicacion y Comunidades Bacterianas; h, (healthy), muestra de coral sano;
BBd, (Black Band diseased) coral enfermo de Banda Negra; Of, Orbicella
faveolata; Mc, Montastrea cavernosa. Cada namero corresponde al numero del

aislamiento.

Los aislamientos son bacilos Gram negativos, forman colonias de un tamafio de
entre 2 y 3 milimetros de didmetro, de forma circular, bordes regulares con
elevacion en el centro y de color crema. Las 11 cepas bacterianas de estudio
afiliadas a esta especie tuvieron un comportamiento fisiol6gico muy similar al
reportado por Laiy colaboradores (2010), la mayoria de las cepas se caracterizaron
por ser motiles, fueron capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono
(excepto CCBBBdOf-5, CCBhOf-14 y CCBBBdMc-12) y de reducir nitratos (hasta
nitrdgeno elemental para el caso de CCBhMc-8; resultado color azul oscuro en la
Tabla 6, pagina 61), ninguna degradd Urea ni produjo sulfuros (negativo en agar

hierro tres azucares (TSI), en Lisina Hierro Agar (LIA), y azufre-indol-motilidad
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(SIM)) o Indol (medio SIM), asi como ninguna degrad6 Tween 20 ni Tween 80 (Lai
et al., 2010).

El resultado de la prueba de oxidacion y/o fermentacion de glucosa, indic6 que
cuatro de los aislamientos utilizaron ambas rutas (CCBhMc-7, CCBBBdMc-11,
CCBhMc-7 y CCBhMc-8), cuatro aislamientos utilizaron Gnicamente la ruta
oxidativa (CCBBBdOf-9, CCBhOf-14, CCBBBdMc-3 y CCBhMc-3), un solo
aislamiento utiliz6 dnicamente la ruta fermentativa (CCBBBdMc-12) y dos
aislamientos dieron resultados negativos para ambas pruebas (CCBBBdOf-5 y
CCBBBdOf-21).

Ademas de las pruebas mencionadas anteriormente, complementando lo reportado
por Lai y colaboradores (2010), se observo la capacidad de las cepas de estudio
para producir acido a partir de sustratos como lactosa (CCBBBdOf-2, CCBBBdOf-
5, CCBBBdOf-21 y CCBhMc-7) y sacarosa (excepto CCBBBdMc-3 y CCBBBdMc-
11), hidrolizar proteinas como caseina en agar leche (excepto CCBBBdOf-2,
CCBBBdMc-3 y CCBBBdMc-11), asi como la capacidad de degradar la glucosa
mediante un mecanismo oxidativo (excepto CCBBBdOf-5, CCBBBdOf-21 y
CCBBBdMc-12).

Los resultados de las pruebas bioquimicas se observan en la Tabla 5 (pagina 60)
y se representan de manera grafica en la matriz de presencia-ausencia de estos
comportamientos en la Tabla 6 (pagina 61). La descarboxilacion de lisina, el uso
de glucosa mediante la ruta fermentativa y la fermentacion de manitol, son pruebas
negativas para los aislamientos obtenidos del coral Orbicella faveolata (sano y
enfermo), mientras que dieron resultados positivos para los aislamientos obtenidos

del coral Montastrea cavernosa, independientemente de su estado de salud.

En general, no se observa un patron de respuesta metabdlica que permita
establecer asociaciones entre el estado de salud de los corales a partir de los que
fueron aisladas las cepas de estudio y el comportamiento metabdlico de las cepas

bacterianas. La caracteristica mas evidente, es que las cepas tienen un
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comportamiento de uso de sustratos variable, o que podria significar que las
bacterias afiliadas a esta especie poseen una alta capacidad de adaptarse a
cambios drasticos en las condiciones que pueda presentar el medio que se

encuentran colonizando.

Ademas del trabajo de Lai y colaboradores (2010), Wang y colaboradores (2010)
mencionan la capacidad de cepas de Stappia indica de degradar de compuestos
organicos de ambientes contaminados con mezclas de hidrocarburos. Por ejemplo,
dos aislamientos obtenidos de aguas superficiales contaminadas con
hidrocarburos de la isla de Xiamen, capaces de crecer en medios enriquecidos con
diesel y petrdleo (Lai et al., 2010; W. Wang et al., 2010).

Otro aspecto estudiado en otros trabajos es la capacidad moderadamente
halotolerante de esta bacteria, al ser aislada en diferentes ocasiones de ambientes
salinos, como por ejemplo tres cepas aisladas de un manantial salino de los Andes
colombianos (C. Cardenas & Baena, 2015), las cepas mencionadas anteriormente
en el estudio de Wang y colaboradores (2010), y dos cepas aisladas de un medio
de un consorcio de organismos degradadores del ion perclorato en medio de cultivo

salino (Stepanov et al., 2014).

Este es el primer trabajo en el que, ademas de hacer una caracterizacion
morfologica, bioquimica y molecular, se evalian otras caracteristicas fisiologicas
como la capacidad de esta bacteria de crecer a diferentes temperaturas,
salinidades y pH, asi como la produccién de moléculas de sefalizaciéon del Quorum
Sensing Acil-Homoserin-Lactonas. Todas estas caracteristicas se discutiran mas

adelante.
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Tabla 5. Pruebas bioquimicas realizadas a los aislamientos de estudio.

Estado de salud

Corales enfermos

O. faveolata A . 0.
Coral faveolata faveolata faveolata
CCBBB CCBBB CCBBB CCBBB
Cepa— dof-2 dof-5 dof-9  dof-21
Prueba|
TSI AIA A/A K/A K/A
Descarboxilacion ) ) ) )
lisina
Desaminacion ) ) ) 3
Lisina
Fermentacion
+ - - -
Glucosa
Oxidacion Glucosa + . + -
Ureasa - - - -
Motilidad - + + +
Produccion de
Indol
Produccién de H2S } . . -
Citratos + - + s
Reduccion de NOs + + + +
Catalasa + + + +
Lipasas Tween 20 . - - -
Lipasas Tween 80 . _ - -
Formacion de
acido de: - - + -
Manitol
Glucosa + + +
Lactosa -
Sacarosa + + +
HldrO|ISJS de ) + + +
Caseina

K/A (Pico de color naranja y fondo amarillo)
A/A (Pico y fondo de color amarillo)

M.
cavernosa

CCBBB
dMc-3

K/IK

+

M.
cavernosa

CCBBB
dMc-11

K/A

+

M.
cavernos
a

CCBB
BdMc-
12

AJA

=+

O. faveolata

CCBhOf
-14

K/IA

Corales sanos

M.
cavernosa

CCBhM
c-3

K/A

+

M.
cavernosa

CCBhM
c-8

K/IA

+

+ hasta
N2
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K/IA
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Tabla 6. Matriz de presencia/ausencia procesos metabdlicos en las diferentes
cepas de Stappia indica
Cepas de Stappia indica

Corales enfermos

Corales sanos

Prueba

Descarboxilacion lisina

Desaminacion Lisina

2|3/4|/6|7|8]|5]9|10|11

Ureasa

Motilidad

Positivo

Hidrdlisis de Caseina

Lipasas Tween 20

Lipasas Tween 80

pKR-C12

pSB403

W19

Produccién de Indol 1 CCBBBdOf-2
Produccién de H2S 2 CCBBBdOf-5
Citratos 3 CCBBBdOf-9
Reduccién de NO3 4 CCBBBdOf-21
Catalasa 5 CCBhOf-14
TSI Sacarosa 6 CcCBBBdMc-3
TSI Lactosa 7 CCBBBdMc-11
TSI Glucosa 8 ccBBBdMc-12
Fermentacion Glucosa 9 CCBhMc-3
Oxidacion Glucosa 10 CCBhMc-8
Glucosa 11 CCBhMc-7
Lactosa
Sacarosa
Manitol

Las cepas se agruparon en dos grupos: corales enfermos (cepas 1 a 4 (O. faveolata enfermo) y 6 a
8 (M. cavernosa enfermo)) y corales sanos (Cepa 5 (O. faveolata sano) y cepas 9 a 11 (M. cavernosa
sano)). Los colores indican un resultado negativo (amarillo) o positivo (azul celeste). En la prueba
de reduccién de nitratos, la cepa 10 (CCBhMc-8) tuvo un resultado mas intenso, al llevar el nitrato
hasta nitrégeno elemental, por esta razon, este resultado se representa con una tonalidad verde.
Los resultados agrupados en el recuadro rojo corresponden a los ensayos de deteccion de la
produccién de moléculas de sefializacion del QS con biosensores bacterianos (resultados discutidos

mas adelante).
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1.2. Clasificacion taxondmica de las cepas.

La caracterizacion molecular se hizo a través de la secuenciaciéon del gen ribosomal
ARNr 16S, los numeros de acceso al GenBank se encuentran enlistados en la
Tabla 7 (pagina 62). Los aislamientos bacterianos se afiliaron a la especie S. indica
B106 (GenBank: EU726271.1) con porcentajes de identidad de secuencia entre
97,92y 99,92. A partir de los alineamientos multiples, se calcularon las matrices de
distancia basadas en los modelos evolutivos de Distancia P, Kimura-2 parametros
y Maximum Likelihood (Tabla 7, pagina 62), con las que finalmente, se
construyeron dendrogramas con los métodos de agrupamiento Neighbour Joining
utilizando la aproximacion de Maximum Composite Likelihood (MCL) y Maximum
Likelihood basado en el modelo de Tamura-Nei. Ambos dendrogramas fueron
validados estadisticamente por el método Bootstrap con 1000 réplicas (Motoo
Kimura, 1980; Saitou & Nei, 1987). Ver Figura 5, pagina 63.

Tabla 7. Identificacién taxondmica de los once aislamientos asociados con Stappia
indica.

Numero de % de

GenBank GenBank
CCBBBOf-2 MK239589 99,72 0,998 0,002 0,002
CCBBBAOf-5 MK239592 99,24 0,993 0,007 0,007
CCBBBAOf-9 MK239567 99,24 0,992 0,008 0,008
CCBBBdOf-21 MK239579 99,72 0,998 0,002 0,002
CCBhOf-14 Stappia MK239595 97,92 0,978 0,022 0,022
CCBBBdMc-3 indica MK239610 98,5 0,991 0,009 0,009
CCBBBdMc-11 B106 MK239618 99,25 0,995 0,005 0,005
CCBBBdMc-12 MK239619 99,67 0,998 0,002 0,002
CCBhMc-3 MK239626 99,33 0,994 0,006 0,006
CCBhMc-7 MK239632 99,92 0,999 0,001 0,001
CCBhMc-8 MK239629 98,75 0,993 0,007 0,007
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Figura 5. Clasificacion de los aislamientos bacterianos identificados como

Stappia indica.
A

60

_31|: S. indica CCBhMc-7/MK239632
31 Stappia indica B106/EU726271.1 16S rRNA

42

67

@ S.indica CCBhMc-3/MK 239626

# s.indica CCBBBdMc-11/MK239618
—— ® S.indica CCBBBAOf-21/IMK239579

85

45— S, indica CCBBBdMc-12/MK239619

S. indica CCBBBdOf-2/MK239589
S. indica CCBhOf-14/MK239595

S. indica CCBBBdMc-3/MK239610

94

S. indica CCBhMc-8/MK239629

o _|: @ S.indica CCBBBdOf-5/MK239592
55 @ S.indica CCBBBdOf-9/MK239567

Rhizobium alamii GBV016T/AM931436.1 16S rRNA

28

{ S. indica CCBhMc-7/MK239632
Stappia indica B106/EU726271.1 16S rRNA

60

@ S.indica CCBhMc-3/MK239626
@ S.indica CCBBBdMc-11/MK239618

94

S. indica CCBBBdOf-2/MK239589

22

21 @ S.indica CCBBBdOf-21IMK 239579

S. indica CCBBBdMc-12/MK239619
S. indica CCBBBdMc-3/MK239610

85

9 S.indica CCBBBdJOf-5/MK239592
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{ @ S.indica CCBBBdOf-9/MK239567
30 S. indica CCBhMc-8/MK239629

Rhizobium alamii GBV016T/AM931436.1 16S rRNA

A) Dendrograma construido utilizando el método de agrupamiento Neighbour Joining. Se muestra el arbol 6ptimo con
la suma de la longitud de las ramas= 0.09753000. El porcentaje de arboles replicados en los cuales los taxones se
agruparon en la prueba Bootstrap (1000 réplicas) se muestra junto a las ramas. Las distancias evolutivas se
calcularon usando el método de distancia P y estan en las unidades de diferencia de nimero de bases por sitio. El
anlisis involucr6 13 secuencias de nucle6tidos.

B) Dendrograma inferido usando el método de Probabilidad Maxima basado en el modelo Tamura-Nei. Se muestra el
arbol con el logaritmo de la probabilidad més alto (-1949.4525). El porcentaje de arboles en el cual los taxones
asociados se agruparon estéa junto a las ramas. Los arboles iniciales para la busqueda aproximada fueron obtenidos
automaticamente aplicando el algoritmo Neighbour Joining a una matriz distancias apareadas estimada usando la
aproximacion de Maximum Composite Likelihood (MCL) y seleccionando entonces la topologia con el valor mas alto
en el logaritmo de la probabilidad.

Para ambos dendrog@as, las cepas en color purpura provienen de los corales sanos, las cepas en color azul provienen

de los corales enfermos, las cepas en color negro son la cepa de referencia S. indica B106 y el grupo externo Rhizobium

alamii GVBO16T. Los diamantes rojos (

moléculas sefial del Quorum Sensing, Acil Homoserin Lactonas.

) representan las cepas que dieron positivo a las pruebas de deteccion de
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Los Dendrogramas (Figura 5 A y B, pagina 63), fueron construidos a partir de los
valores de las matrices de distancia calculadas para el alineamiento multiple de las
secuencias consenso del gen de ADN ribosomal 16S de las cepas analizadas en
este trabajo, la cepa de referencia de Stappia indica B106T (GenBank:
EU726271.1) y el grupo externo Rhizobium alamii GBV016T (GenBank:
AM931436.1). El grupo externo fue elegido por pertenecer a la misma clase (alfa
proteobacterias), pero distinto orden, tiene una relacion filogenética cercana a R.
leguminosarum (AY509899), que fue una de las especies de referencia empleadas

en la clasificacion taxondmica del género Stappia (Weber & King, 2007).

El dendrograma A, construido con el método de agrupamiento Neighbour-Joining,
se divide en dos grupos principales, excepto por la cepa CCBhOf-14 que se agrupa
de forma mas distante con respecto a las demas secuencias, porque posee el
porcentaje de similitud mas bajo con la secuencia de referencia B106 y en
consecuencia el valor de distancia P mas lejano a 1 (97,92% y 0,978
respectivamente). A pesar de presentar los mismos valores de distancia p y de
porcentaje de similitud, las cepas CCBBBdOf-2 y CCBBBdOf-21 se agruparon en
distintos clados (0,998 y 99,72% respectivamente). EI dendrograma B, construido
con el método de agrupamiento Maximum Likelihood, también se divide en dos
grupos principales, en este caso CCBhOf-14 no se separa de forma tan dréastica
del resto de las secuencias comparadas, Sino que se incorpora a un mismo clado,
junto con CCBBBdOf-2 y CCBBBdOf-21.

En ambos gréficos, CCBhMc-7, que fue la cepa mas similar con B106 (99,92%), se
agrupo con la cepa de referencia, mientras que las cepas CCBBBdMc-3,
CCBBBdOf-5, CCBBBdOf-9 y CCBhMc-8 forman el grupo mas pequefio, que se

separa del resto de las secuencias comparadas.

No se encontrd ninguna relaciéon aparente entre el comportamiento metabdlico de
las cepas de estudio y la forma en que se agruparon en ninguno de los
dendrogramas. Sin embargo, teniendo en cuenta las caracteristicas mencionadas

por diferentes autores sobre el potencial de degradacion de hidrocarburos y la
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afinidad por ambientes salinos, seria interesante, en futuros trabajos, aplicar mas
pruebas encaminadas a evaluar estos comportamientos en estas cepas de S.
indica. Por ejemplo, evaluar si pueden crecer en medios de cultivo enriquecidos
con distintas fuentes de carbono como diéxido de carbono, metano, metanol,
metilamina, dimetil éter, dimetil carbonato, dimetil sulfoxido etc., y determinar asi si
S. indica se puede clasificar entre metilétrofa, metanétrofa y/o carboxidotrofa. Esto
permitiria también explorar su potencial biotecnoldgico, que, dada la habilidad de
adaptacion ya mencionada, podria ser util para diferentes propésitos.

2. Condiciones 6ptimas de crecimiento de los aislamientos
identificados como Stappia indica.

Por medio de mediciones espectrofotométricas de la densidad optica de los
cultivos, se hizo seguimiento del crecimiento de cinco de los once aislamientos,
para cada uno de los factores fisicoquimicos a los que fueron sometidas por 72
horas en intervalos de medicion de 12 horas. Con los datos registrados en cada
medicion se construyeron curvas que mostraban el crecimiento de cada una de las

bacterias ante las diferentes variaciones tales condiciones en funcion del tiempo.

Los datos obtenidos en estos ensayos se resumen en la Tabla 8 , pagina 66, que
muestra los valores éptimos de crecimiento para cada bacteria, en cada uno de los
factores, en dos categorias: la categoria A, que indica el valor del factor
fisicoquimico analizado en el que la bacteria alcanza el maximo de biomasa sin
importar el tiempo y la categoria B que indica el punto del factor fisicoquimico

analizado en el que la bacteria alcanza el maximo de biomasa en el menor tiempo.

Teniendo en cuenta que el QS es un mecanismo de comunicacion que depende de
la densidad poblacional, conocer las condiciones éptimas de crecimiento y el
tiempo que le toma a las cepas de S. indica alcanzar la fase estacionaria, es
importante para determinar el momento en que la densidad celular es mas alta, ya

gue, en esta fase, se da la autoinduccion de la sintasa tipo Luxl y la produccion de
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moléculas sefal del QS alcanza su concentracion maxima (Osorno et al., 2011,
Shaw et al., 1997; J. Wang et al., 2011).

Tabla 8. Condiciones fisicoquimicas evaluadas.

Temperatura Salinidad Salinidad pH pH

Aislamiento (°C) (%) A (%) B A B

CCBBBdOf-5 15 0,5 1 7 7
CCBBBdOf-9 15 0,5 0,5 7 7
CCBBBdOf-21 37 0,5 1 8 8
CCBBBdMc-11 15 0,5 0,5 8 8
CCBhMc-3 37 0,5 11 8 7

Temperatura, Salinidad y pH Optimos para la obtencién del maximo de biomasa bacteriana para
cada uno de los aislamientos.

Salinidad A: Maximo de biomasa obtenido; Salinidad B: Maximo de biomasa obtenido en el menor
tiempo.

2.1. Temperatura, salinidad y pH éptimos de crecimiento para cada
aislamiento.

Para el caso de la temperatura, los valores 6ptimos de crecimiento oscilaron entre
los 15°C y 37°C, no se tuvo ningan registro de crecimientos 6ptimos a 4 y 9°C. Los
valores 6ptimos de crecimiento para la salinidad tanto en la categoria A como en la
B oscilaron entre 0,5% y 1%, sin embargo, en este factor se encontré que la
bacteria CCBhMc-3 mostré un punto Optimo de crecimiento (perteneciente a la
categoria B: maximo de biomasa en menor tiempo) bastante diferente a los
registrados para las demas bacterias igual al 11%. Por altimo, los valores 6ptimos
de crecimiento para todas las bacterias en las dos categorias en el factor pH
oscilaron entre 7 y 8. Como ejemplo, mostramos los resultados obtenidos para la
cepa CCBhMc-3 en la Figura 6 (pagina 68).

La medicion de las condiciones fisicoquimicas 6ptimas de crecimiento puede ser
empleada para evaluar la respuesta de las bacterias a los factores ambientales que
tengan una influencia en su proliferacién. Estos factores, en un ambiente natural,

tienen un efecto directo en la disponibilidad y en el flujo de nutrientes entre las
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células bacterianas y el medio que las rodea (Or, Smets, Wraith, Dechesne, &
Friedman, 2007).

El crecimiento de las cepas de Stappia indica se vio mayormente afectado por las
variaciones de temperatura y salinidad. El principal efecto de la temperatura sobre
el crecimiento de las bacterias es fisioldgico, por la alteracién de las funciones
internas, debido a que las reacciones metabdlicas bacterianas estan mediadas por
enzimas. A temperaturas oOptimas, la actividad de las enzimas, y por ende el
crecimiento bacteriano se veran afectados positivamente (Manahan, 2000;
Pommerville, 2014). La temperatura también afecta el periodo de adaptacion y esto
se observa al evaluar el crecimiento en funcion del tiempo (Or et al., 2007). En la
Figura 6 (pagina 68), en la grafica de temperatura para la cepa CCBhMc-3, se
observa que, los periodos de adaptacién mas cortos ocurrieron a temperaturas de
15y 28°C; a 37°C, es la temperatura a la cual el periodo de adaptacion de la cepa
es mas largo, aunque es la temperatura a la que se obtiene mayor cantidad de
biomasa en el menor tiempo. Este es un fenbmeno que se observé en las cinco

cepas evaluadas.

En lo referente a la salinidad, el crecimiento de las bacterias se puede ver reducido,
a medida que aumenta la concentracion de cloruro de sodio en el medio, esto
puede deberse a un aumento en la presion osmotica del sistema, que obliga a las
bacterias a reducir su tasa de replicacion (Or et al., 2007). De acuerdo con lo
reportado por Kim & Gadd, las diferentes cepas de S. indica mostraron mejores
tasas de crecimiento a valores de pH de 7 y 8; seguido por el crecimiento cuando
el pH del medio de cultivo era 9. Cuando el medio se ajusté a condiciones acidas
(pH 4.5 y 5.5), la tasa de crecimiento de todas las cepas evaluadas se vio

disminuida.

Toda la informacién que se pueda saber de estos factores, que influyen en la
adaptacion de bacterias propias de la microbiota de organismos marinos, es

fundamental para conocer los efectos en la biodiversidad que pueden tener las
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variaciones ocasionadas por cambios drasticos en los ecosistemas, ya sea por

derrames de petrdleo, desaglies de aguas negras y en general el cambio climatico.

Figura 6. Condiciones fisicoquimicas de crecimiento Optimo para S. indica
CCBhMc-3
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2.2. Curvas de crecimiento de diferentes cepas identificadas como

Stappia indica.

Una vez determinadas las condiciones fisicoquimicas Optimas de crecimiento de
las bacterias de este estudio, y con el fin de conocer el tiempo que requeria cada
aislamiento para alcanzar la fase estacionaria, se llevé a cabo la evaluacion del
crecimiento de las cepas en funcion del tiempo en un medio de cultivo de
composicién conocida con las condiciones fisicoquimicas de crecimiento 6ptimas
ajustadas (se tomaron 25 mL de prein6culo de cada aislamiento y se llevaron hasta
un volumen final de 250 mL, el pH se ajusto en 7, la concentracion (% p/v) de NaCl
fue de 0,5, la temperatura de incubacion se mantuvo constante a 37°C, asi como

la agitacion (200 rpm)) y se hicieron mediciones de la densidad Optica cada hora a
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600 y 595 nm. Por udltimo, se construyeron las graficas de la densidad 6ptica
promedio en funcion del tiempo y se tuvieron en cuenta la desviacion estandar en

cada punto, asi como el coeficiente de variacion.

Figura 7. Curva de crecimiento de S. indica CCBhMc-3.
Curva de Crecimiento Stappia indica CCBhMc-3.
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Las lineas punteadas amarillas delimitan las diferentes etapas de crecimiento: fase lag o de
adaptacion, la fase exponencial y la fase estacionaria. La flecha roja indica el punto medio de la
fase exponencial. La densidad Optica es la Absorbancia medida a 600 nm.

La Figura 7 (pagina 70), corresponde a la curva de crecimiento obtenida para la
cepa CCBhMc-3. La fase lag, o de adaptacion de todos los aislamientos durd en
promedio cinco horas, luego, las cepas entraron en fase exponencial y continuaron
su crecimiento durante 14 horas, después de este tiempo entraron en fase
estacionaria. Aunque en algunas cepas se podria ver evidencia de un crecimiento
diauxico, este no fue evaluado especificamente para los intereses del presente

estudio.

Teniendo conocimiento de las condiciones Optimas de crecimiento y el tiempo que
le toma a estas bacterias alcanzar la fase estacionaria, se prepararon las
extracciones de las moléculas de sefializacién del Quorum Sensing Acil-Homoserin
Lactonas que, como ya se mencion0, dada la auto induccion intrinseca de la
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regulacion por QS, pueden ser obtenidas en mayor concentracion entre la mitad de
la fase exponencial y el inicio de la fase estacionaria, cuando la densidad
poblacional es alta (Cha et al., 1998; Cuadrado-Silva et al., 2013; Osorno et al.,
2011; Shaw et al., 1997; J. Wang et al., 2011).

3. Deteccion de moléculas de sefalizacion

Con el uso de los biosensores detallados en la Tabla 2 (pagina 48), se determino
la capacidad de cada uno de los aislamientos bacterianos de producir moléculas
de sefializaciéon del Quorum Sensing similares a las N-Acil Homoserin Lactonas.
Los resultados de los co-cultivos realizados entre las bacterias problema y los
biosensores se muestran a continuacion en las Figura 8 y Figura 9, (paginas 73y
75). En la Figura 8, se observa la induccion de la expresion de la proteina verde
fluorescente por parte de los biosensores pKR-C12 y W19, inducida por las
bacterias problema. También se puede ver la induccién de bioluminiscencia sobre
el biosensor pSB403 por parte de las bacterias problema en los ensayos de
siembra en T, en la Figura 9 se observan resultados similares, con halos de

induccion de la expresion en los genes reporteros de los biosensores.

Cinco de las once cepas de Stappia indica indujeron la expresién de los fenotipos
reporteros de los biosensores bacterianos especificos para Acil-Homoserin
Lactonas. Las cepas que presentaron este comportamiento provenian
mayoritariamente de las muestras de corales Orbicella faveolata (CCBBBdOf-5,
CCBBBdOf-9 y CCBBBdOf-21) y Montastrea cavernosa (CCBBBdMc-11) enfermos
de Banda Negra, mientras que sélo una cepa de las obtenidas de los corales sanos

indujo a los biosensores: la cepa CCBhMc-3 del coral M. cavernosa.

Se detectaron las moléculas sefial AHLs producidas por las cinco cepas
mencionadas anteriormente por los tres biosensores pKR-C12, W19 y pSB403
como se ilustra en la Figura 8 (pagina 73) y la Figura 9 (pagina 75). La induccion
en el fenotipo reportero (gfp) de pKR-C12 (Figuras 8y 9 A) y de W19 (Figuras 8 y
9 B) indica la produccion de 3-ox0-C12 y/o 3-0x0-C10-AHLs; la bioluminiscencia
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del biosensor pSB403 muestra la presencia de C6- y/o C8-AHLs (Figuras 8y 9 C).
Estos resultados indican que la concentracion a la que se produjeron las AHLs se
encuentra, tentativamente, en un rango de 10 a 50 nM, concentracién necesaria
para inducir fenotipos como la produccién de gfp en Pseudomonas putida y la
bioluminiscencia en cepas como Vibrio fischeri (Fekete, Kuttler, et al., 2010;
Whitehead et al., 2001).

Este trabajo es el primer reporte de la produccion de un espectro variado de
moléculas de sefalizacion del Quorum Sensing Acil-Homoserin-Lactonas por
parte de la bacteria Stappia indica, lo que significa que esta bacteria esta
relacionada con eventos de comunicacion bacteriana mediados por estas
moléculas y que la comunicacion puede ser intra e interespecifica, es decir que S.
indica podria modular comportamientos de grupo con miembros de su misma
especie, asi como con otras bacterias de otros grupos taxonémicos que sean

capaces de detectar sus sefales.

Como se menciono anteriormente, hasta el momento no se habia reportado que S.
indica se encontrara involucrada en eventos de comunicacion bacteriana regulados
por QS; sin embargo se habia reportado previamente que una especie bacteriana
del mismo género Stappia alba, posee la capacidad de degradar un amplio rango
de AHLs entre las que se encuentran C6-AHL (N-(3-hexanoil)-L-Homoserin
Lactona), 3-oxo-C6-AHL (N-(3-oxohexanoil)-L-Homoserin Lactona) y la 3-OH-C6-
AHL (N-(3-hidroxihexanoil)-L-Homoserin Lactona) (Ghani, Norizan, Chan, Yin, &
Chan, 2014).
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Figura 8. Deteccion de la produccion de moléculas de sefializacion tipo AHLs.
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A) Produccion de la proteina verde fluorescente
(ofp) del biosensor pKR-C12 (estrias internas,
perpendiculares al borde de la caja ‘brillantes’)
inducida en presencia de AHLs exodgenas
similares a 3-0x0-C12- y/o 3-0x0-C10-AHLs,
producidas por las cepas de S. indica y el
control positivo P. aeruginosa PAO1. La estria
del biosensor enfrentada al control negativo P.
putida IsoF 117 no expresa el fenotipo reportero
debido a que 117 no produce AHLs.

B). La produccion de gfp de la cepa biosensora
E. coli W19 C12 (estrias internas,
perpendiculares al borde de la caja ‘brillantes’)
inducida en presencia de AHLs exogenas
similares a 3-ox0-C12-AHL, producidas por las
cepas de S. indica y el control positivo P. putida
IsoF. La estria del biosensor enfrentada al
control negativo P. putida IsoF 117 no expresa
el fenotipo reportero debido a que 117 no
produce AHLs.

C) Bioluminiscencia producida por el biosensor
E. coli pSB403 (estrias internas negras,
perpendiculares al borde de la caja) inducida en
presencia de AHLs exdgenas similares a C6-,
C8-, C10-, y/o C12-AHLs, producidas por las
cepas de S. indica y el control positivo P. putida
IsoF. La estria del biosensor enfrentada al
control negativo P. putida IsoF 117 no expresa
el fenotipo reportero debido a que 117 no
produce AHLSs.

Las fotos de la bioluminiscencia producida por
E. coli pSB403 fueron tomadas usando el
digitalizador de imagenes Biorad ChemiDoc™
XRS+ System en la oscuridad.

La produccion de gfp fue observada en el mismo
digitalizador de imagenes con un filtro UV
XcitaBlue™ 1708182.

Para todos los casos:
1. CCBBBdOf-5
2. CCBBBdOf-9
3. CCBBBdOf-21
4. CCBhMc-3

La cepa CCBBBdMc-11 Fue evaluada en

otro grupo, los resultados fueron positivos
para los tres biosensores.
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Figura 9. Deteccion de la producciéon de moléculas de sefializacion tipo AHLs.
Ensayo Siembra en punto.
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A) Produccion de la proteina verde
fluorescente (gfp) del biosensor pKR-C12
(halos brillantes) inducida en presencia de
AHLs exdgenas similares a 3-oxo-C12- y/o
3-0x0-C10-AHLs, producidas por las cepas
de S. indica y el control positivo P.
aeruginosa PAOL. La estria del biosensor
enfrentada al control negativo P. putida
IsoF 117 no expresa el fenotipo reportero
debido a que 117 no produce AHLs.

B). La produccién de gfp de la cepa
biosensora E. coli W19 C12 (halos
brillantes) inducida en presencia de AHLs
exogenas similares a 3-oxo-C12-AHL,
producidas por las cepas de S. indica y el
control positivo P. putida IsoF. La estria del
biosensor enfrentada al control negativo P.
putida IsoF 117 no expresa el fenotipo
reportero debido a que 117 no produce
AHLs.

C) Bioluminiscencia producida por el
biosensor E. coli pSB403 (halos oscuros)
inducida en presencia de AHLs exdgenas
similares a C6-, C8-C10-, y/o C12-AHLs,
producidas por las cepas de S. indica y el
control positivo P. putida IsoF. La estria del
biosensor enfrentada al control negativo P.
putida IsoF 117 no expresa el fenotipo
reportero debido a que 117 no produce
AHLs.

Las fotos de la bioluminiscencia producida
por E. coli pSB403 fueron tomadas usando
el digitalizador de iméagenes Biorad
ChemiDoc™ XRS+ System en la
oscuridad.

La produccion de gfp fue observada en el
mismo digitalizador de imagenes con un
filtro UV XcitaBlue™ 1708182.

Para todos los casos:
1. CCBBBdOf-5
2. CCBBBdOf-9
3. CCBBBdOf-21
4. CCBhMc-3

La cepa CCBBBdMc-11 Fue evaluada

en otro grupo, los resultados fueron
positivos para los tres biosensores.
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3.1. Caracterizacion de las moléculas sefial de Quorum Sensing tipo
AHLs por técnicas cromatograficas

Una vez se realiz6 el proceso de extraccion de las moléculas producidas por cada
una de las cepas de interés, era necesario saber si dichos extractos tenian
actividad, induciendo a los biosensores mediante la presencia de las AHLs. Con
este fin se realizaron bioensayos en los que se impregnaron discos estériles de
papel filtro con 10 pl de extracto crudo de cada una de las bacterias y se enfrentaron
con el biosensor pSB403 y un control negativo (cepa IsoF117). Los resultados
obtenidos a partir de la visualizacion de cada una de las pruebas, confirma la
presencia de al menos un tipo de AHL en cada uno de los extractos obtenidos y
demostraron que la concentracion de estas moléculas de sefializacion es suficiente
para ser detectada por los biosensores en ensayos de co-cultivo y en cromatografia
de capa delgada. Los resultados de este bioensayo se pueden observar en la Tabla
9 (pagina 77).

3.1.1. Cromatografia en Capa Delgada de los extractos crudos de las cepas de S.

indica

La caracterizacion cualitativa de las moléculas de sefalizacion Acil-Homoserin
Lactonas producidas por Stappia indica se hizo por Cromatografia en Capa
Delgada. Como se observa en la Figura 10 (pagina 78), el patron de migracién de
las moléculas sefal tipo AHL producidas por las bacterias problema y reveladas
con el biosensor A. tumefaciens pZLR4, es similar al patrén de migracion de las
moléculas sefial AHLs de Pseudomonas aeruginosa PAOl en dos puntos.
Considerando que el perfil cromatografico de las AHLs producidas por PAOL1 se
encuentra bien caracterizado (Geisenberger et al., 2000), y teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en la deteccidén de este tipo de moléculas con el biosensor
pSB403, es posible sugerir que las moléculas de sefializacion producidas por las
bacterias son similares a las AHLs de 6 y 8 carbonos en su cadena acilada,
similares a las 3-0x0-C6 AHL y C8-AHL de PAOL.
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Tabla 9. Resultados bioensayos con el biosensor pSB403.

Montaje inicial PAO1 (C+) 117 (C-)
Biosensor
Sensidisco
impregnado
Blanco CCBBBAOf-5 CCBBBAOf-9

CCBBBdOf-21 CCBBBdMc-11 CCBhMc-3

OOC

Induccién en la produccién de bioluminiscencia del biosensor E. coli pSB403 por AHLS presentes
en los extractos crudos de: el control positivo Pseudomonas aeruginosa PAO1, CCBBBdOf-9,
CCBBBdOf-21 y CCBBBdMc-11. Las cepas CCBBBdOf-5 y CCBhMc-3 dieron un resulltado
positivo débil. Como era de esperarse, ni extracto del blanco ni el del control negativo (IsoF117)
indujeron la expresion del fenotipo reportero del biosensor. Las fotos de la bioluminiscencia
producida por E. coli pSB403 fueron tomadas usando el digitalizador de imagenes Biorad
ChemiDoc™ XRS+ System en la oscuridad.
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Figura 10. CCD de los extractos crudos obtenidos de aislamientos de S. indica.
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La fase estacionaria fue gel de silice RP-18, la fase moévil fue metanol:agua (60:40). La Cromatografia se revelé6 empleando el biosensor

bacteriano Agrobacterium tumefaciens pZLR4, y usando X-gal como indicador. Los resultados indican que la produccién de moléculas sefial del
QS son similares a la C6 y C8-AHL.
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Los resultados obtenidos de los ensayos de deteccion de moléculas sefal y la
evaluacion cualitativa de las AHLs por CCD permiten afirmar que las cinco cepas
de S. indica aqui estudiadas producen AHLs que se diferencian tanto en la longitud
de su cadena acilada como en la posible sustitucién del carbono 3. Como se
menciond en los numerales 1.4.1.1 (pagina 29) a 1.4.1.4 (pagina 31), las
diferencias en la intensidad de la expresion de los fenotipos reporteros de los
biosensores pueden obedecer a la afinidad que presentan los sistemas receptores
por las moléculas sefal. Por ejemplo, el biosensor pZLR4 esta construido a partir
del circuito de QS Tral/TraR de Agrobacterium tumefaciens, puede detectar
diferentes moléculas sefal, pero no puede producirlas. En su estado silvestre, A
tumefaciens produce y detecta principalmente la 3-oxo-C8-AHL, por lo que éste
seré el ligando que al unirse a la proteina TraR, generara la méaxima actividad de

la enzima.

Lo anterior podria explicar por qué en la Figura 10 (pagina 78), las manchas
reveladas sobre los carriles correspondientes a CCBBBdMc-11 y CCBBBdOf-5 son
mas tenues. Los resultados obtenidos en los ensayos de deteccion con el biosensor
pKR-C12 (Figura 8, pagina 73 y Figura 9, pagina 75), indicaron la produccion de
AHLs de cadena larga (como la 3-o0x0-C12 y/o la 3-0xo0-C10 AHLS), sin embargo
en la cromatografia no se revel6 ninguna mancha cercana a la linea base, esto
pudo deberse a que estas moléculas probablemente se encuentran a una

concentracion que esta por debajo del limite de deteccién del biosensor pZLRA4.

Con el objetivo de obtener una caracterizacion mas completa de las moléculas
sefial producidas por cepas de Stappia indica, y mas alla de los objetivos
propuestos en el presente trabajo, se plante6 un analisis por CD-FID de los
extractos obtenidos de las bacterias objeto de estudio. Para ello, se realizé la
purificacion de los extractos crudos de las bacterias por fraccionamiento en
cartuchos de extraccion en fase solida, una vez fraccionados, se evalu¢ la actividad
de cada una de sus fracciones usando para esto dos biosensores bacterianos pSB
403 y pKR-C12.

79



Resultados y Discusion

Los resultados de la evaluacion de la actividad de las fracciones de extractos se
encuentran en la Tabla 10 (pagina 81), donde se observa que las fracciones con
actividad dominante fueron la tres y la cuatro para ambos biosensores, mientras
que las fracciones dos de los aislamientos CCBBBdOf-9, CCBBBdOf-21 y
CCBhMc-3 indujeron, aunque débilmente, al biosensor pSB403 lo cual podria
indicar que las moléculas de sefializacion presentes en cada una de las muestras
poseen una polaridad media-alta, correspondientes a AHLs de cadena media
(como laC6y la C8 AHLSs). La fraccion cinco de la cepa CCBhMc-3 mostré actividad
frente al biosensor pKR-C12, siendo la Unica, junto con la fraccion cinco del control
positivo (PAO1) en mostrar este comportamiento, esto podria significar que, al
menos esta cepa, produce cantidades detectables de una AHL similar a la C4-AHL,

que es mas polar.

Después de la purificacion, fue evidente que para todas las cepas (excepto
CCBBBdOf-5, el blanco y el control negativo), habia actividad en mas de dos
fracciones, razén por la cual, los analisis por CG-FID se llevaron a cabo con las
fracciones reconstituidas de cada uno de los extractos. La identificacion tentativa
de las AHLs producidas por Stappia indica se llevé a cabo por comparacion de los
tiempos de retencion de los patrones sintéticos (Figura 11, pagina 87, primera
linea) con el resultado del calculo de los indices de retencion de Kovats. Lo indices
de retencién de Kovats se calcularon de la Ecuacion 2 (pagina 37) usando como
parametros los tiempos de retencion de cada una de las sefiales de los
cromatogramas y los tiempos de retencion de parafinas de diferentes tamafos. Los
valores de los indices de Kovats calculados para los patrones sintéticos y las
sefiales obtenidas para cada extracto se encuentran en la Tabla 11. La
identificacion de los patrones sintéticos se hizo por CG-EM Los tiempos de
retencion obtenidos para todas las sefiales y los espectros de masas de los

patrones sintéticos se encuentran disponibles en el Anexo 4, pagina 121.
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Tabla 10. Resultados fraccionamiento de los extractos.

Extracto | Fraccidn

ccBBBdMc-11

pSB403

CCBBBdOf-5

1708182.

Crud
ruao F2
F1 F3
F4,
F5
CRUDO
. ' F2
F1 !
F3
F4,
F5

pKR-C12

Resultados fraccionamiento de los extractos. En las columnas 3 y 4 esta la clave de color de los resultados de induccion de los biosensores en cada
fraccion de los extractos asi: azul: resultado positivo; amarillo: positivo débil; rojo: resultado negativo. Los resultados de la bioluminiscencia del biosensor
pSB403 se observan en la columna 5, con la foto respectiva del montaje al lado derecho. Los resultados de la produccion de gfp en el biosensor pKR-
C12 inducida por las fracciones se observan en la columna 6. Las fotos de la bioluminiscencia producida por E. coli pSB403 fueron tomadas usando el digitalizador
de imagenes Biorad ChemiDoc™ XRS+ System en la oscuridad. La produccién de gfp fue observada en el mismo digitalizador de imagenes con un filtro UV XcitaBlue™
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Fracciéon

Extracto

pKR-C12

CCBBBdOf-9

CCBBBdOf-21

CRUDO

F1

F4

F5

F2

CRUDO

F1

F4

F5

F2

F3

Resultados fraccionamiento de los extractos (Continuacién). En las columnas 3 y 4 esta la clave de color de los resultados de induccién de los
biosensores en cada fraccion de los extractos asi: azul: resultado positivo; amarillo: positivo débil; rojo: resultado negativo. Los resultados de la
bioluminiscencia del biosensor pSB403 se observan en la columna 5, con la foto respectiva del montaje al lado derecho. Los resultados de la produccién
de gfp en el biosensor pKR-C12 inducida por las fracciones se observan en la columna 6. Las fotos de la bioluminiscencia producida por E. coli pSB403
fueron tomadas usando el digitalizador de imagenes Biorad ChemiDoc™ XRS+ System en la oscuridad. La produccion de gfp fue observada en el
mismo digitalizador de imagenes con un filtro UV XcitaBlue™ 1708182.
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Extracto pSB403
CRU‘DO F2
& l
§ F1 F3
<
8 F4
© !
F5
CRUDO
F2
B F3
F4
F5

Resultados fraccionamiento de los extractos (Continuacién). En las columnas 3 y 4 esta la clave de color de los resultados de induccion de los
biosensores en cada fraccion de los extractos asi: azul: resultado positivo; amarillo: positivo débil; rojo: resultado negativo. Los resultados de la
bioluminiscencia del biosensor pSB403 se observan en la columna 5, con la foto respectiva del montaje al lado derecho. Los resultados de la produccién
de gfp en el biosensor pKR-C12 inducida por las fracciones se observan en la columna 6. Las fotos de la bioluminiscencia producida por E. coli pSB403 fueron
tomadas usando el digitalizador de imagenes Biorad ChemiDoc™ XRS+ System en la oscuridad. La produccién de gfp fue observada en el mismo digitalizador de
imagenes con un filtro UV XcitaBlue™ 1708182.
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Extracto

pSB403

CRUDO F2

F1

F4

C (+) PAO1

)

4

F3

CRUDO
F2

F1

F4

F5
F5

F3

digitalizador de imagenes con un filtro UV XcitaBlue™ 1708182.

Extracto

Resultados fraccionamiento de los extractos (Continuacién). En las columnas 3 y 4 esta la clave de color de los resultados de induccion de los
biosensores en cada fraccion de los extractos asi: azul: resultado positivo; amarillo: positivo débil; rojo: resultado negativo; rosado: falso positivo. Los
resultados de la bioluminiscencia del biosensor pSB403 se observan en la columna 5, con la foto respectiva del montaje al lado derecho. Los resultados
de la produccion de gfp en el biosensor pKR-C12 inducida por las fracciones se observan en la columna 6. Las fotos de la bioluminiscencia producida por
E. coli pSB403 fueron tomadas usando el digitalizador de imagenes Biorad ChemiDoc™ XRS+ System en la oscuridad. La produccion de gfp fue observada en el mismo
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Tabla 11. indices de retencién de las AHLs producidas por S. indica.

Patrones Patrones CCBBBdOf-5 CCBBBdOf-9 CCBBBdOf-21  CCBBBdMc-11 CCBhMc-3
sintéticos IR (IR) (IR) (IR) (IR) (IR)
C4-AHL 1968 1983 1956 1955 1955 1955
C6-AHL 2493 2478 2481 2483 2483 2477
C8- AHL 2999 2995 3010 2990 2999 2997
3-0x0-C6- AHL 3256 3270 - - - -
C10- AHL 3414 3418 - - - -
C12- AHL 3835 3831 3838 3842 3834 3832
3-0x0-C12- AHL 3857 3855 3856 - 3863 -

Se muestran los indices de retencion calculados para cada sefial obtenida de los andlisis por CG
de los extractos purificados de moléculas sefial de las cepas de S. indica.

Por comparacion entre los indices de Kovats obtenidos para cada sefial, en cada
extracto con los de los patrones sintéticos, es posible afirmar que la cepa
CCBBBdOf-5 produce la mayor variedad de AHLSs, pues los indices de retencién
de sus siete sefales tienen valores muy cercanos a los de los patrones sintéticos
empleados para la comparacion. Las cepas CCBBBdOf-9 y CCBBBdMc-11
mostraron dos sefiales menos que la cepa CCBBBdOf-5 correspondientes a las
seflales de 3-o0xoC6-AHL y C10-AHL, lo que significa que estas dos cepas
producen C4-AHL, C6-AHL, C8-AHL, C12-AHL, y 3-oxo-C12-AHL, de acuerdo con
los valores de los indices de Kovats. Finalmente, se pudo identificar las moléculas
sefial tipo AHLs producidas por las cepas CCBBBdOf-21 y CCBhMc-3, se trataria
entonces de C4-AHL, C6-AHL, C8-AHL y C12-AHL y los indices de retencion de

las estas sefiales son similares a los valores obtenidos para los patrones sintéticos.

Estos resultados demuestran que S. indica tiene la capacidad de producir una
amplia variedad de AHLs, y que la tasa de produccion de estas moléculas varia
dependiendo de la cepa. Aunque no se puede establecer la relacién entre la
comunidad a partir de la cual fueron obtenidos estos aislamientos y la produccién
de las diferentes AHLs, si se puede afirmar, al menos para este caso particular,
gue la cepa CCBhMc-3 proveniente de una muestra de coral sano produce menos
AHLSs que las cepas provenientes de los corales enfermos. Este comportamiento lo
hemos visto en otros estudios realizados por el grupo, en los que bacterias aisladas

de comunidades asociadas a una enfermedad tiene mas AHLS activas que las
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aisladas de organismos sanos (A. Cardenas et al., 2012; Franco et al., 2015), y
aungue mucha evidencia es aun necesaria, esto puede ser un indicador de
desbalances en los procesos de comunicacion y falta de sincronia entre los
organismos involucrados en un ecosistema. En este caso particular, un indicador
de las relaciones que se establecen entre los miembros de las comunidades
bacterianas de los corales Montastrea cavernosa y Orbicella faveolata enfermos de

Banda Negra.

A niveles superiores S. indica es una Alfaproteobacteria, perteneciente al orden de
los Rhizobiales y a la familia Rhodobacteraceae, estos niveles han sido bien
caracterizados y se conoce que la familia de los Rhodobacteraceae contienen
diferentes Agentes Transferentes de genes homodlogos a los encontrados en
Rhodobacter capsulatus (RCGTA por sus siglas en ingles), y que este fenotipo es
regulado por diferentes proteinas del organismo hospedero entre las que se
encuentran involucradas las proteinas Gtal y GtaR pertenecientes al sistema de
comunicacion bacteriana de Quorum Sensing de R. capsulatus (Westbye et al.,
2013). Dentro de los datos recopilados, se observa que S. indica se encuentra en
gran proporcion en las muestras de corales analizados, siendo ésta una bacteria
motil, capaz de hidrolizar proteinas como la caseina, reducir nitratos hasta
nitrégeno elemental y fue aislada por primera vez en el Océano Indico formando
parte de un consorcio de microorganismos capaces de degradar hidrocarburos
aromaticos poli ciclicos (Lai et al., 2010). Se podria suponer que algunos de estos
fenotipos podrian estar regulados por las moléculas sefal sintetizadas por esta
bacteria y disefiar, para futuros trabajos, experimentos particulares que permitieran
establecer esa regulacion.
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Figura 11. Andlisis por Cromatografia de Gases de las moléculas sefial del QS extraidas.
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Por comparacion con los tiempos de retencion de los patrones sintéticos (primera linea), es probable que las moléculas de sefializacion producidas
por cepas de estudio CCBBBdOf-5, CCBBBdOf-9, CCBBBdOf-21, CCBBBdMc-11 y CCBhMc-3 sean desde C4 hasta C12-AHLsS, y 3-ox0-C12-AHL.
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4. Busqueda de los posibles componentes del sistema de Quorum
Sensing en Stappia indica mediante  herramientas
computacionales.

La evidencia experimental recolectada en el presente trabajo demuestra que
Stappia indica es capaz de producir C4-, C6-, 3-ox0-C6, C8-, C10, C12 y 3-ox0-
C12-Acil-Homoserin-Lactonas. Con el fin de encontrar los componentes del
sistema de QS asociados con la produccién de estas moléculas de sefializacion, el
trabajo experimental se complementé con el andlisis computacional. En principio,
se hizo la busqueda de posibles secuencias codificantes para proteinas AHL-
sintasas tipo Luxl y factores de regulacion transcripcional tipo LuxR del Quorum
Sensing, aprovechando la disponibilidad de tres genomas de Stappia indica
secuenciados y anotados en el GenBank, entre los que se incluye el genoma de la
cepa de estudio del presente trabajo CCBhMc-3 (BioProject PRINA328866).

Considerando que los componentes principales de un sistema candnico de QS
incluyen por una parte la proteina responsable de la sintesis de la molécula sefial
(proteinas de la familia Luxl), y por la otra, la(s) proteina(s) receptoras (proteinas

de la familia LuxR), la basqueda realizadas se dirigié a estos dos objetivos.

4.1. Busqueda de la proteina AHL-sintasa tipo Luxl en S. indica

LuxI es una familia de proteinas bien conservada, por lo que se comparé el listado
de secuencias de proteinas tipo LuxI construida por Britstein et. al. (2015), con los
genomas de S. indica a través de la herramienta TBLASTN de NCBI (Britstein et
al., 2015). Como resultado de la busqueda, se determiné que existe una uUnica
secuencia de nucleétidos de 656 pb codificante para este tipo de proteinas,
localizada en el Nodo 2 del genoma de S. indica CCBhMc-3 (BioProject
PRJINA328866), en la regidon complementaria de las posiciones 333227 a 333883
(GenBank: MBQE01000002.1) (ver Figura 15, pagina 97).

Luego de identificar una secuencia codificante para este tipo de proteinas, se repitid
la busqueda, esta vez con la herramienta BLASTP, en la base de datos de

proteinas no redundantes, filtrando por organismo y se encontré6 una proteina
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anotada automaticamente como “Conjugal transfer protein Tral,”, con el nUmero de
acceso WP_067219032.1, en el proteoma traducido de la cepa CCBhMc-3 (S.
indica SBBC49 MBQEO1) y tiene una longitud de 218 aa. La secuencia de la
proteina candidata a AHL-sintasa de S. indica es similar a las AHL-sintasas Tral
reportadas para varias especies de Mesorhizobium spp., con porcentajes de

identidad de secuencia que estan entre 67 y 72% y con coberturas entre 93y 100%.

Para verificar que esta proteina corresponde a la AHL-sintasa de S. indica, se
realizaron alineamientos multiples con varias secuencias de proteinas tipo Luxl de
referencia buscando los residuos de aminoacidos conservados que tienen un papel
clave en la actividad catalitica de la enzima. Las secuencias de las proteinas de
referencia empleadas para la comparaciéon fueron Tral de Mesorhizobium
japonicum (UniProt Q98A90), Bjal de Bradyrhizobium diazoefficiens (UniProt
Q89VI2), Tral de Agrobacterium tumefaciens (UniProt P33904), Cvil de
Chromobacterium violaceum (UniProt Q83XUG6), Sinl de Sinorhizobium meliloti
(UniProt Q92PD0), Lasl de Pseudomonas aeruginosa (UniProt P33883) y LuxI de
Aliivibrio fischeri (UniProt P12747). En la Figura 12 A (pagina 92), se muestra la
presencia de estos aminoacidos conservados, como se ha descrito previamente en
diferentes estudios (Dong et al., 2017; C. Fuqua & Greenberg, 2002; Gould,
Schweizer, & Churchill, 2004; Hanzelka, Stevens, Parsek, Crone, & Greenberg,
1997; Parsek, Schaefer, & Greenberg, 2003).

Los residuos conservados y que son esenciales para la actividad catalitica de las
enzimas AHL-sintasas tipo Luxl se encuentran organizados en cuatro segmentos
de la proteina. En el primer segmento se encuentran estrictamente conservados
ubicados en la hélice a2 y el siguiente loop R~22, F~28 y W~34 (~ indica posiciones
relativas). En la secuencia de la proteina candidata a AHL-sintasa de S. indica se
encontraron los residuos conservados correspondientes en las posiciones: R24,
F28, W34.

El segundo y tercer segmento consisten en los residuos D~46, D~49, R~69 y

R~103; la proteina candidata a AHL-sintasa de S. indica tiene esos residuos
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conservados en las posiciones, D45, D48, R69 y R103. Un quinto residuo
conservado en este bloque, E-100, es esencial para la sintesis de AHL en Luxl y
Rhll, La proteina de Stappia indica, también contiene este residuo conservado en

la misma posicion.

Las enzimas AHL-sintasas tipo Luxl tienen, ademas, otro dominio, denominado el
dominio de especificidad a sustrato. Este dominio reconoce a los sustratos que
haran parte de la region acilada de la molécula AHL y también se caracteriza por
contar con residuos de aminoacidos conservados tales como A~133, T~143
(residuo conservado en proteinas homologas que sintetizan 3-oxo-AHLS), E~150 y
G~164 (Dong et al., 2017; C. Fuqua & Greenberg, 2002).

En resumen, en la secuencia de la posible AHL-sintasa de S. indica se encuentran
los residuos conservados correspondientes a la regidn catalitica en las posiciones:
R24, F28, W34, E43, D45, D48, D61, R69, F83, E100, y R103. También estan
presentes los residuos conservados E151 y G158, que se localizan en la region de
especificidad de sustrato en la enzima incluyendo el residuo conservado T144 en

homologos que sintetizan 3-oxo-AHLS.

Con el objetivo de establecer la relacidén entre la posible AHL sintasa de S. indica
con los miembros de la familia de las AHLs sintasas Luxl se construyé un
dendrograma, que se puede observar en la Figura 12 (pagina 92), en el cual la
secuencia de la posible AHL sintasa de S. indica se compara con secuencias de
referencia relacionadas. En el alineamiento llevado a cabo con método de
probabilidad maxima, la proteina candidata a AHL-sintasa de S. indica se agrup6
en el 89% de las veces con su homélogo N-acetil transferasa de M. japonicum,

ambos se agruparon con la proteina de referencia Tral de A. tumefaciens.

Las secuencias de las proteinas AHL-sintasas de S. indica, M. japonicum,
Bradyrhizobium sp., S. meliloti y A. tumefaciens se agrupan en el mismo cluster,
dada la relacion filogenética cercana que existe entre estas especies, todas
miembros de la clase alfa-proteobacteria y todas pertenecientes al orden

Rhizobiales, excepto S. indica que pertenece a los Rhodobacterales. Otra relaciéon
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existente entre las proteinas de referencia, es la dependencia de acil- CoA y no
acil-ACP para la sintesis de las moléculas AHLs de las alfa-proteobacterias
(Barriuso & Martinez, 2018; Dong et al., 2017).

Con la herramienta Conserved domains del NCBI se obtuvo un resultado especifico
de la arquitectura de dominio de una acil-homoserin lactona sintasa de la familia
Lasl para la posible AHL-sintasa de S. indica. Entre los resultados no especificos
estaban los términos “Auto inductor sintasas” y la superfamilia de las N-acetil
transferasas. Hasta este punto, todos los resultados indicaban que la secuencia de
la posible AHL-sintasa de S. indica posee todas las caracteristicas de secuencia
de las proteinas que se encargan de la sintesis de auto inductores en bacterias y,
en términos generales, a las N-acetil transferasas, superfamilia a la que pertenecen

este tipo de enzimas.

Como se menciond anteriormente, la secuencia de la proteina candidata a AHL-
sintasa de S. indica CCBhMC-3 (WP_067219032.1) tiene una extension de 218
aminoécidos, tiene una localizacién citosélica, por lo tanto, no cuenta con péptido
sefial. A continuacion, se hizo la prediccion de la estructura secundaria para
identificar residuos de aminoacidos conservados. Esto se llevé a cabo a travées de
la herramienta Gor4 (Garnier et al., 1996). Los resultados mostrados en la Figura
13 (pagina 93), indican que la proteina tiene una conformacion principal de random
coil (116 residuos, 53,21%), seguido por la conformaciéon alfa-helicoidal (74
residuos, 33, 94%) y en menor proporcion por laminas beta en conformacién
extendida (28 residuos, 12,84%). Esta prediccion indica que la proteina no tiene en
su estructura alfa-hélices 310, puentes y/o giros beta, regiones dobladas ni cualquier

otro estado ambiguo.
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Figura 12. Comparacion de la secuencia de la posible AHL sintasa de S. indica, con diferentes proteinas de referencia.
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A
120 : 130 ) 1 ; 170 . ' 1|ao 200 210 220
[Stappiz/1-218 TPSAP A&Wu' LFAGMLEFC IVEVEDL GWPL ’}soP--RTl-ﬁKToAvm LB -Utr Rusvvnmsmé‘ sPULwEFVATaD ¢
[esorizobiun/1-213  BRsAPEDSG'S il’Av LLAGMIEF ] TVIDLRMER L f IGFP--QTl-6TTEAVAGCLE- UiSE SHAAVRHNGGLG EPV’LWAG‘ quE'nl
[Bradyhizobium/1-219 - -VRD RDO{A’L 'LMATQMQ f’ v MET / QFVV‘TPLG;LPHO ENA AATVD - MRR TLDVLHDRIGMP SI\)QQDPPR DAVAR
[Agrobacterium/1-212 TLETG ?o‘,aol_}m’é dmsj\‘oll,] \ VIATD GWPMTRLGEP - - VA| ) GNTVAVAGHLP - DRKSFER\(CPPEYRS IIADDNGRPLRSAA-
[Chromobacterium/1-195 ETLGR 'TAs‘A MLsL RLVALGFPLRPVGVP--RPLDG VEIMAG F smREHVIRSLRSRVALPDA::MQWRE oMsH- -
[Sinorhizobium/1-214 \Elsgn ,SNQVTI LMCGVG SﬂASQI‘SHIV MF ccrGeRIADP - Eh 6sVHAVA I A SRNLLETMKAVASIIE - EHVILDRP SLETARA
[Pseudomonas/1-201 .- seoMasLBFsoe !M MRALAR!SHQNDIQTLV VT TVGV MMI eLoVsRFGPH- - Lkll- 61 ERAVALRI !NAKT- e QllAL YBoVLMearDA
[Aliivibrio/1-193 .-NSS l‘NNSASE KLF EAIMKHAMS o8 I TeRviv s Al IKMPCHR1GDKE | BVL- 60 TKEVMLEMP - - - IINEBF KKABLN - « - « <« eeveeenememenns
{ [Stappia indica]WP_067219032.1 conjugal transfer protein Tral
80 [Mesorhizobium japonicum]WP_010913769.1 GNAT family N-acetyltransferase
a8 { [Agrobacterium tumefaciens]AAB95104.1 tral (plasmid)
B [Sinorhizobium melilofi 1021JCAC46418.1 N-ahl-synthetfase
24

[Pseudomonas aeruginosaj sp|P33883.1|LAS| PSEAE Ahl-synthase
[Bradyrhizobium diazoefficiens] sp|Q89VI2|BJAI_Ahl-synthase
[Aliivibrio fischeri]sp|P12747|LUXI_ALIFS Ahl-synthase
[Chromobacterium violaceumJAAP32920.1 Cvil

A. Alineamiento mdltiple de las secuencias de las proteinas tipo Luxl, incluyendo la posible AHL-sintasa de S. indica (primera linea). Las
secuencias de referencia son Tral de M. japonicum, B. japonicum, A. tumefaciens, C. violaceum, S. meliloti, P. aeruginosa y A. fischeri,
en orden descendente. Se muestran los amino&cidos clave para la actividad catalitica de la enzima marcados con asteriscos. R, F, W,
E,D,D,G,R,F ER.

B. Dendrograma de las secuencias tipo Luxl. El analisis se hizo con el método de probabilidad maxima, basado en el modelo de matriz JTT.
Se muestra el &rbol con el logaritmo de probabilidad més alto (-3208.3527). El porcentaje de arboles en los cuales los cluster asociados
se agruparon juntos se muestra junto a las ramas. El (los) arbol(es) inicial(es) para el andlisis heuristico se obtuvo automaticamente
aplicando los algoritmos Neighbor-Joining y BioNJ, a una matriz de distancias apareadas usando el modelo JTT, y seleccionando
entonces la topologia con el valor de log probabilidad més alto. El arbol se dibuja a escala, con las longitudes de las ramas medidas en
el nimero de sustituciones por sitio. El analisis involucré 8 secuencias de aminoacidos.
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Figura 13. Prediccion de la estructura secundaria de la AHL-sintasa de S. indica.
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random coil; e: ldmina beta en conformacioén extendida; h: alfa hélice.

La prediccion de la estructura terciaria se hizo por Threading en la plataforma de I-
Tasser (Bienert et al., 2017; Guex et al., 2009; Roy et al., 2010; A. Waterhouse et
al., 2018; Yang et al., 2014; Zhang, 2008). EI modelo obtenido se basa en un
conjunto de estructuras de proteinas cristalizadas tipo Luxl, entre las que se
encuentran la estructura 1RO5A de Lasl (PDB: P33883) (Gould, Schweizer, et al.,
2004), y en mayor proporcién la estructura elucidada para la AHL-sintasa de
Bradyrhizobium japonicum Bjal, 5W8A (Dong et al., 2017). El valor de C-score para
este modelo fue de 0,74 (en un rango de [-5,2], indicando un alto indice de
confianza), el valor normalizado del TM-score fue de 0,81, siendo 1 el valor mas

alto, indicando una buena calidad del modelo.

En la Figura 14 A (pagina 94) se muestra que los residuos conservados que
anteriormente se habian visto (ver Figura 12 A, pagina 92), que hacen parte del
dominio catalitico, en efecto hacen parte de la misma regién estructural. También
se puede observar en la Figura 14 B, que muestra la superficie de la estructura,
gue los residuos de la region catalitica se encuentran expuestos en una hendidura.
Todo esto indica que este modelo probablemente representa una proteina

funcional.
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Figura 14. Modelamiento de la estructura terciaria de la proteina AHL-sintasa de S. indica.

Estructura modelada por threading, usando como plantilla principal la estructura cristalizada de la AHL-sintasa 5W8A de Bradyrhizobium
japonicum Bjal, en el servidor de I-Tasser. La estructura de Bjal se determiné por cristalografia de rayos x, con una resolucion de 2.0 A (Dong et
al., 2017).

A. Los colores de la estructura representan rojo: residuos en conformacion de hélice, amarillo: residuos en conformacién de hoja plegada,
verde: residuos en conformacién de random coil. En color magenta se muestran los residuos conservados correspondientes al dominio
catalitico: R24, F28, W34, E43, D45, D48, D61, R69, F83, E100, y R103. En color azul se muestran los residuos conservados que se
localizan en la regién de especificidad de sustrato en la enzima: T144, E151 y G158.

B. Estructura en superficie de la AHL-sintasa de S. indica modelada por threading. En color magenta se muestran algunos de los residuos
del dominio catalitico.
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Con estos resultados se puede concluir que la secuencia de nucleotidos reportada
en el GenBank como MBQEO01000002.1, efectivamente codifica una proteina
funcional (WP_067219032.1) que tiene todas las caracteristicas de una proteina
AHL-sintasa, similar a la AHL- sintasa Bjal de Bradyrhizobium japonicum. Se
propone el nombre de Sinsl, para esta proteina que, segun las evidencias
experimentales aqui reportadas, podria ser la encargada de la sintesis de una
amplia variedad de AHLs en S. indica. Encontrar una sola secuencia codificante
para la proteina AHL-sintasa, puede significar que la bacteria podria estar haciendo

uso de diferentes mecanismos para sintetizar sus diferentes moléculas sefal.

4.2. Busqueda de la(s) estructura(s) de la(s) posible(s) proteina(s)

Factor de Regulacion Transcripcional tipo LuxR de S. indica.

Las proteinas reguladoras de la transcripcion de la familia LuxR son conocidas por
tener una arquitectura de dos dominios, un dominio de unién a ligando en el
extremo N-terminal y un dominio bien conservado de unién a ADN con un motivo
Hélice-Giro-Hélice (HTH por sus siglas en inglés Helix-Turn-Helix), en el extremo

C-terminal (Subramoni, Florez Salcedo, & Suarez-Moreno, 2015).

Para encontrar proteinas que puedan cumplir esta funcién en S. indica, en primer
lugar, se elabor6 un listado de secuencias de proteinas tipo LuxR y similar a la
metodologia usada para las proteinas tipo Luxl, luego se realiz6 una busqueda de
secuencias codificantes para proteinas tipo LUxR en los genomas de S. indica. Este
tipo de busqueda genero resultados con secuencias de proteinas hipotéticas que

no tenian relacion con la anotacion de factores de regulacion transcripcional.

Teniendo en cuenta que el dominio de unidon a ADN esta bien conservado en la
naturaleza y en la familia de proteinas tipo LuxR, se utilizé una segunda estrategia
y se llevo a cabo una busqueda por términos en la base de datos de UniProt para
determinar la existencia de secuencias codificantes para proteinas con esta

caracteristica dentro del genoma de S. indica. en total se obtuvieron siete
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resultados (Hits) para posibles proteinas factores de regulacién transcripcional del

Quorum Sensing de la familia LuxR.

Haciendo comparaciones a través de alineamientos multiples con secuencias de
proteinas tipo LuxR de referencia, fue posible determinar que cinco de estos
resultados contenian los dos dominios caracteristicos de este tipo de proteinas.
Los resultados de las proteinas candidatas a factor de regulacion transcripcional
tipo LuxR de Stappia indica se encuentran enumeradas en la Tabla 12 (pagina 97).
En la Figura 16 (pagina 98) se puede ver en la region delimitada por la caja verde
el dominio HTH, de union a ADN que se encuentra bien conservado y que es
caracteristico de las proteinas reguladoras de respuesta. EI dominio de union a
ligando delimitado en la caja roja estd menos conservado entre las proteinas tipo
LuxR.

96



Resultados y Discusion

Tabla 12. Proteinas candidatas a Factores de Regulacion Transcripcional tipo LuxR de S. indica.

No Acceso a Nombre de Longitud
) . Proteina Genes Longitud Caracteristica Posicion Descripcion del
Resultado UniProt Acceso o
dominio
Two component Dominio 7103 Response 117
1 AO0A285SW95 AOAQZSE%C%IQS— transcriptional SAMNO05421512_106278 205 regulator
regulator Dominio 140-205 HTH LuxR 66
Two component Dominio 3120  Response  ygg
2 AOA285R6CS8 AOA92§E|I(?)(|53C8_ transcriptional SAMNO05421512 101313 232 regulator
regulator Dominio 144-209 HTH LuxR 66
Two component
3 AOA285SVV4 Aogzsag\éw_ transcripional  SAMNO5421512_ 106272 222 Dominio  306-363  HTH LuxR 58
regulator
Two component Dominio  33-150  esPomse - 14g
4 AOA285SEN2 AOA;SE'%EBNZ— transcriptional SAMNO05421512_1057 261 regulator
regulator Dominio 175-240 HTH LuxR 66
Regulatory
5 AOA285RST4 AOAQZSSI?)SBT4_ protein, luxR SAMNO05421512 102429 233 Dominio 164-229 HTH LuxR 66
family

Figura 15. Representacion de la localizacion de los posibles genes codificantes para proteinas del sistema de QS en el
genoma CCBhMc-3 de Stappia indica.

1124 pp 1460037/ 11460732 657 bp 782 bp 614 bp 698 bp
695 by 333227 / \ 333883 568902/ 213606
1167207/ 1168331 P - ~ 716498/ 1720280 1569516 212908/
I 1710053 bp I 723176 718987 bp | 715304

La caja morada representa el gen que codifica para la posible proteina AHL-sintasa. Las cajas roja, verdes, negra y mostaza representan los hits
de las posibles proteinas factores de regulacion transcripcional tipo LUxR encontradas en el genoma CCBhMc-3 de Stappia indica descritos en
la Tabla 12.
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Figura 16. Alineamiento multiple de las proteinas tipo LuxR incluyendo las posibles homoélogas de S. indica.
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Se muestran los dominios conservados en la estructura primaria de las proteinas candidatas (en orden descendente 1-5) y las secuencias de las
proteinas de referencia (en orden descendente asi: CviR C. violaceum, LasR P. aeruginosa, LuxR Aliivibrio fischeri, TraR A. tumefaciens, TraR
Rhizobium leguminosarum, FixJ Bradirhizobium japonicum, VraR Staphylococcus aureus, VraR Enterococcus faecium, SdiA E. coli, TraR
Sinorhizobium fredii, DosR Mycobacterium tuberculosis). El dominio regulador de respuesta se observa en la caja roja; la caja verde indica el
dominio de unién a DNA con el motivo HTH, esta Ultima regidn de las secuencias es aquella mejor conservada.
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Al ubicar los genes que codifican para estas cinco proteinas en el genoma de S.
indica (Figura 15, pagina 97, Tabla 12, pagina 97) se encontré que éstas proteinas

estan codificadas por genes que se ubican en regiones distintas.

Para las cinco posibles proteinas reguladoras se elaboraron los modelos 3D a
través de las mismas estrategias de modelamiento por homologia y threading, con
el fin de evaluar la arquitectura y los dominios conservados tipicos de la familia
LuxR. Estos resultados se pueden apreciar en la Tabla 13 (pagina 101). Los
modelos obtenidos para la LuxR1 y LUxR5 son los modelos de mejor calidad, dado
gue para estos se encontraron plantillas de proteinas con estructura resuelta por
cristalografia y que tienen una mayor identidad de secuencia con las proteinas de

S. indica.

Con respecto a los modelos obtenidos, la proteina LUxR1 present6 una identidad
de secuencia del 42,13% con la estructura de la proteina FixJ de B. japonicum y
los valores GMQE y QMEAN indican que el modelo obtenido para esta proteina
tiene una alta precision y confiabilidad con estructuras de proteinas cristalizadas
de tamafno similar. El modelo LuxR5 arrojo los valores mas altos de confiabilidad y
de similitud de estructura, por lo que es probable que esta proteina cumpla una
funcion similar a la proteina cristalizada que sirvié como plantilla principal, SdiA de

E. coli.

El modelo LuxR1 se construyé a partir de la plantilla 5xt2 FixJ de B. japonicum,
cuya estructura fue elucidada por cristalografia de rayos X, con una resolucion de
2,65 A (Wright et al., 2018). FixJ es el regulador de respuesta del Sistema de dos
componentes FixL/FixJ de B. japonicum, que permite que el mecanismo de fijacion
de nitrégeno de esta bacteria ocurra soélo bajo condiciones de bajas
concentraciones de oxigeno, momento en el que FixL (que es una proteina histidina
quinasa) se auto fosforila y luego transfiere el grupo fosfato al regulador de
respuesta FixJ, que estimula la expresion de genes requeridos para la fijacion de
nitrogeno (Wright et al., 2018). La region HTH de la familia de proteinas LuxR es

homdloga a regiones anélogas de otras proteinas de unién a ADN, como la regién
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de union a ADN de la subfamilia FixJ de la familia de proteinas reguladoras de

respuesta de dos componentes (W. C. Fuqua & Winans, 1994).

Muchas proteinas contienen dominios conectados por enlazadores flexibles. Su
conexiodn fisica significa que estos dominios se mantienen en una concentracion
altamente efectiva uno con respecto al otro. Para los receptores de QS de la familia
LuxR existen dos estrategias generales por las cuales se puede alcanzar el objetivo
(de la dimerizacién). La primera estrategia es identificar ligandos que se unen en
lugar del auto inductor y que en mayor medida que el auto inductor favorecen una
interaccion de inactivacion de dominio de union a ADN-dominio de union a ligando.
Un segundo enfoque relacionado con el desarrollo del antagonista seria identificar
las moléculas que se unen a los complejos de auto inductores-LuxR preformados

de tal manera que se estabilicen las conformaciones cerradas (Chen et al., 2012).

La proteina LuxR candnica se une a una AHL, la cual induce la dimerizacion de la
proteina, la union a ADN vy la activacion de la ARN polimerasa. Una segunda clase
de receptor tipo LuxR es ejemplificado por EsaR, el cual se pliega, se dimeriza y
se une al ADN en ausencia de su ligando AHL. La unién a ADN por apo-EsaR
resulta en una represion transcripcional de los genes regulados por QS. Esta
represion se alivia por la union del auto inductor nativo a EsaR que inhibe la
actividad de unién a ADN de EsaR (Chen et al., 2012).
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Tabla 13. Estructuras de las posibles proteinas tipo LUxR de S. indica
LuxR1 LuxR3

Homologiaf Threading Threading Threading Threading
Plantilla®: 5xT2 Plantilla¥*!: 5heV Plantilla*2: 3qp6 Plantilla*3: 4gvpA Plantilla¥*4: 4lgwA
% ld. Secuencia: C-score: -0,61 C-score: -2,73 C-score: -1,39 C-score: 1,15

42.13
QOMEAN: -0,47 TM-score: 0,64 TM-score: 0,4 TM-score: 0,54 TM-score: 0,84
GMQE: 0,75 RMSD: 7.0 +4.1 A RMSD: 13.3 +4.1 A RMSD: 9.0 +4.6 A RMSD: 3,4 +2,3 A

£ Los parametros de calidad para los modelos propuestos por homologia son: el porcentaje de identidad de secuencia con una estructura de
proteina cristalizada (>30%); un valor QMEAN positivo, cercano a cero; un valor GMQE, entre O y 1.

A Estructura cristalizada empleadas en el modelo por homologia FixJ Bradyrhizobium japonicum.

¥ Estructura cristalizada utilizada como plantilla principal en cada modelo threading; ¥'5heV LiaR de Enterococcus faecium; ¥’CviR de
Chromobacterium violaceum; ¥ VraR de Staphylococcus aureus; ¥ SdiA de Escherichia coli.

Los colores de las estructuras representan los diferentes dominios, en color azul se observa el dominio de unién a ligando, en color magenta se
observa el dominio de unién a ADN caracterizado por el motivo HTH. En color verde se muestran las regiones intermedias entre los dominios
principales.
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El modelo LuxR2 se construy6 principalmente a partir de la plantilla 5heV LiaR de
Enterococcus faecium, cuya estructura se obtuvo por cristalografia de rayos X, con
una resolucion de 3.192 A (Davlieva et al., 2017), mientras que el modelo LuxR4
se construyé principalmente a partir de la plantilla 4gvpA VraR de Staphylococcus
aureus, cuya estructura fue evaluada por cristalografia de rayos X, con una
resolucion de 2,03 A (Leonard, Golemi-Kotra, & Stock, 2013).Las proteinas LiaR
de Enterococcus faecium y VraR de Staphylococcus aureus son reguladores de
respuesta homoélogos que después de fosforilarse, se une en una forma especifica
a una secuencia de ADN para regular la transcripcidn en respuesta a estrés en
membrana de estas bacterias Gram positivas, confiriéndoles resistencia a

antibioticos como la daptomicina y la vancomicina (Davlieva et al., 2017).

El modelo LuxR3 se construy6 principalmente a partir de la plantilla 3gp6 CviR de
Chromobacterium violaceum, cuya estructura se elucido por cristalografia de rayos
X, con una resolucion de 2 A (Chen et al., 2012). CviR es una enzima de la familia
de proteinas LuxR, CviR puede reconocer varias moléculas sefial tipo AHLs como
lo son C6-AHL, C8-AHL y C10-AHL. Una vez unida a alguno de estos ligandos
CviR activa la transcripcion de los genes blanco del sistema de QS de esta bacteria.
La afinidad de CviR por estos ligandos disminuye a medida que el tamafio de las
AHLs aumenta (Chen et al., 2012).

Por ultimo, el modelo LuxR5 se construyd principalmente a partir de la plantilla
4lgwA SdiA de Escherichia coli, cuya estructura se elucidé por cristalografia de
rayos X, con una resolucion de 2,7 A (T. Kim et al., 2014). SdiA de E. coli (supresor
del inhibidor de la division celular, por sus siglas en inglés) es un receptor de QS
huérfano que responde a auto inductores producidos por otras especies
bacterianas para controlar la division celular y la virulencia. La estructura cristalina
revela que SdiA esta compuesto por un dominio de unién a ligando en la regiéon N-
terminal y un dominio de unién a ADN en la region C-terminal y forma un dimero
simétrico, también reveld el sitio de union a ligando de SdiA esta ampliamente
abierto al solvente, razon por la cual SdiA puede acomodar facilmente un amplio

rango de ligandos: aunque la selectividad a sustrato de SdiA es relativamente
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amplia hay indicios de que SdiA de E. coli tiene preferencia por auto inductores tipo
AHLs. (T. Kim et al., 2014).

De los modelos de las cinco posibles proteinas candidatas a reguladores
transcripcionales tipo LuxR, los modelos LuxR1, LuxR2 y LuxR4 de Stappia indica,
corresponden a estructuras que son similares a reguladores de respuesta de
sistemas de dos componentes. Particularmente, LuxR2 y LuxR4 tienen estructuras
similares a dos reguladores de respuesta que son homélogos entre si, tal es el caso
de LiaR de Enterococcus faecium y VraR de Staphylococcus aureus (Davlieva et
al., 2017; Leonard et al., 2013). Hasta el momento, la unica relacion que existe
entre FixJ, LiaR, VraR y las proteinas receptoras de moléculas sefial del QS es la
estructura del dominio de union al ADN que comparten. A nivel estructural los
motivos HTH de union a ADN estan bien conservados entre las bacterias,
encontrandose en casi todas las proteinas reguladoras de respuesta. Por lo
anterior, es también posible, que estas tres proteinas (LuxR1, LuxR2 y LuxR4)
cumplan otro tipo de funciones en Stappia indica, no directamente relacionadas con

la comunicacién bacteriana.

Por otra parte, los modelos de las proteinas candidatas a reguladores de respuesta
tipo LUuxR de S. indica LuxR3 y LuxR5, fueron construidos a partir de plantillas de
estructuras de proteinas que son conocidas por reconocer AHLs de cadena corta,
como es el caso de CviR de C. violaceum (Chen et al., 2012), y proteinas que
reconocen un rango mas amplio de moléculas sefial del QS como SdiA de E. coli
(T. Kim et al., 2014). Si las funciones reguladas por las proteinas CviR y SdiA se
conservan en las proteinas candidatas a factores de regulacién transcripcional tipo
LuxR de Stappia indica, la evidencia experimental recopilada en este trabajo de
investigacion podria sugerir que Stappia indica posee al menos dos proteinas
receptoras de moléculas de sefializacion del QS verdaderas y que probablemente
presentarian las caracteristicas de sus homdélogas CviR y SdiA. Se proponen los

nombres SinsR1y SinsR2 para estas dos proteinas, respectivamente.
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Encontrar varias secuencias codificantes para posibles factores de regulacion
transcripcional es un indicador de la cantidad de procesos que podrian regularse
por el mecanismo de comunicacion bacteriana en este organismo en términos de
su metabolismo y su capacidad de adaptacién, pero también de procesos que se
dan a nivel de grupo y que tienen implicaciones ecoldgicas, teniendo en cuenta los

nichos de los que ha sido aislada esta bacteria.

En el presente trabajo se llevé a cabo la deteccion y caracterizacion de las
AHLs producidas por cepas de Stappia indica y la aproximacion
computacional a las proteinas tipo AHL-sintasas y factores de regulacion
transcripcional de los sistemas tipo Luxl/LuxR presentes en el genoma de la
bacteria. Con estos resultados presentamos el primer reporte de eventos de
comunicacion bacteriana de Quorum Sensing mediado por diferentes Acil
Homoserin lactonas en esta bacteriay proponemos el circuito de QS (Figura
17, pagina 104).

Figura 17. Circuito de Quorum Sensing propuesto para Stappia indica.
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El circuito de QS propuesto estd conformado por una proteina AHL-sintasa, denominada Sinsl

gue utiliza como sustratos la S-Adenosil Metionina (SAM), Acil-ACP y/o Acil-CoA como grupos
transferentes de la cadena radical carbonada, diferentes moléculas de sefializaciébn que van
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desde la C4 hasta la C12 AHLs y también 3-oxo0-C6 y 3-0x0-C12 AHLs, y dos proteinas que
actian como reguladores transcripcionales SinsR1 y SinsR2que responderian a las AHLs
enddgenas anteriormente mencionadas.
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CONCLUSIONES

+ Las evidencias experimentales y computacionales sugieren que Stappia
indica se encuentra involucrada en eventos de comunicacion bacteriana
mediados por moléculas de sefializacién del Quorum Sensing tipo Acil-
Homoserin-Lactonas. Este trabajo representa el primer reporte de este
comportamiento en S. indica en particular y en bacterias del género

Stappia.

+ Mediante el empleo de diferentes biosensores bacterianos, con
especificidades y grado sensibilidad distintos, se pudo determinar que los
aislamientos bacterianos identificados como Stappia indica sintetizan
diferentes moléculas de sefializacion del tipo AHLSs, principalmente de los
tipos C6 y C8 AHLSs.

+ Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de las moléculas sefial,
producidas por la bacteria, a través de técnicas cromatograficas,
mostraron la produccion de diferentes moléculas de sefalizacion, que
varian tanto en tamafno (longitud de la cadena acilo), como en las

sustituciones gque se dan sobre el carbono gamma de la cadena radical.

+ Algunas de las moléculas sefial como las C6 y C8-AHLs se producen a
concentraciones relativamente altas, suficientes para ser detectadas por
los biosensores bacterianos, pero otras, como la C4, 3-oxo-C6, C10, C12
y la 3-0x0-C12-AHLs, son producidas a concentraciones que solo pueden
ser detectadas a través de técnicas mas sensibles como es el caso de la
Cromatografia de Gases, técnica con la que, en este estudio, se
detectaron hasta cinco sefiales mas, correspondientes a moléculas tipo
AHLs.

+ En el desarrollo del presente trabajo se encontraron las secuencias

codificantes para los dos componentes del sistema candnico de Quorum



Conclusiones

Sensing de la familia Luxl/LuxR en el genoma de Stappia indica a través
de la busqueda dirigida. Las proteinas codificadas se caracterizaron y se
encontré que contienen el dominio catalitico para la sintesis de las AHLs
(para el caso de la AHL-sintasa), y los dominios de unién a ligando y de
union a ADN de las proteinas que actian como factores de regulacion

transcripcional.

El sistema de proteinas Luxl/LuxR es aquel que ha sido mas ampliamente
estudiado, sobre el que mas se encuentra informacién disponible y sobre
el gue se hallé evidencia experimental y computacional en el presente
trabajo. Sin embargo, no se puede desconocer la presencia de
secuencias codificantes para otros tipos proteinas de Quorum Sensing,
tales como aquellos sistemas que responden a otros tipos de moléculas

de sefializacién, como el Autoinductor 2.

En este trabajo se describen tres proteinas involucradas en el circuito de
Quorum Sensing de S. indica: y se propusieron los nombres Sinsl para la

AHL-sintasa, y SinsR1 y SinR2 para las proteinas receptoras.
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PERSPECTIVAS

Como parte de las perspectivas y para futuros trabajos proponemos:

+ La ampliacibn en la caracterizacion bioquimica de las cepas,
especialmente la aplicacion de pruebas bioquimicas encaminadas a la
determinacioén de las capacidades metabdlicas relacionadas con el uso de

Carbono y Nitrégeno.

+ En cuanto a los componentes del circuito de Quorum Sensing de la
especie, proponemos realizar la identificacion de otros posibles genes
reguladores de este mecanismo de comunicacion bacteriana, por
ejemplo, los genes involucrados en la comunicacion via el Al-2, pues,
pese a gue no mostramos esos resultados en este trabajo, si encontramos
evidencia de la presencia de genes que codifican para sintasas y

receptores de este tipo de moléculas sefal en el genoma de S. indica.

+ Ademas, proponemos definir cuales de las cinco potenciales proteinas
tipo LUXR encontradas en este trabajo son funcionales e identificar cuales

son los fenotipos regulados por QS en S. indica.

+ Finalmente, seria interesante construir un biosensor basado en la cepa
CCBBBdOf-5, que pueda detectar las mismas AHLS que esta cepa

produce.
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ANEXOS

Anexo 1. Reporte de genomas en BioProject de NCBI (aclaracion).

Bogota, Colombia
January 13th, 2017

Dr. Jian-Bing Fan

Dr. John Guackenbush
Editors im chief
Genomics Data Journal

Dear Or. Fan and Dr. Guackenbugh,

Recently the aricle fifled: “"Genome sequencing of three bacteria associated to Black Band
Dizeaze from a Colombian reef-building coral®, with reference number GDATAGZ2, was
accepted for publication in Genomics Data Journal.

Mevertheless, due to a mistake from our side, the following researchers, that collected the
samples and exiracted the DNA material for sequencing, were infroduced in the
acknowledgment section and not listed a3 co-authors in the paper: Laura Ripe Jaime, Erika
Diaz, Catalina Arévalo-Ferro and Luis F. Cadavid.

We are aware of the implications that thiz sifuation can have in the publication and editorial
proceszes but we'd be highly grateful if all the four aforementioned researchers can alzo be
introduced as co-authors in the cited paper, given the importance of their confribufion fo this

sequencing project.
| write in behalf of all the cument listed authors who agree with this communication.
Thank you for your time.

Sincerely,

/2_:\--«5..th

Andrés M. Pinzdn Ph.D.

Assistant Professor

Group Leader - Bioinformatics and Systems Biology
Instituto de Genética, Off. 218

Universidad Macional de Colombia

+57 {1) 3165000 Ext. 11618

hittp:Mwww genetica.unal edu_cofgibbs
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Anexo 2. Secuencias de proteinas tipo Luxl

Anexos

Especies Numero de acceso Nombre
Rhizobium leguminosarum bv. Viciae 3841 CAK10388 Rhil
Acidovorax citrulli ACP19742.1 Aacl
Burkholderia dolosa ZP_ 04947583 NA
Burkholderia xenovorans LB400 WP_006766153.1 XenR1
Burkholderia sp. CCGE1003 YP_003910269 NA
Burkholderia kururiensis CAP91066.1 Bral
Pseudomonas aeruginosa PAO1 P33883 Lasl
Pseudomonas fluorescens AAT42217.1 Pcol
Agrobacterium tumefaciens AAB95104 Tral
Sinorhizobium meliloti 1021 CAC46418 Sinl
Acidovorax citrulli WP_011796843.1 Cinl
Rhizobium etli WP_004672083.1 Rail
Mesorhizobium loti MAFF303099 NP_106661 Tral
Pseudomonas corrugata WP_024779116.1 Pcol
uncultured bacterium ACH69662.1 LuxI
Aliivibrio fischeri WP_005423459.1 Luxl
Nitrococcus mobilis ZP 01127739 LuxI
Pseudomonas fluorescens WP_005003452.1 Phzl
Psudomonas aeruginosa PAO1 AAC44037.1 Rhll
Burkholderia cenocepacia J2315 CAR4099 Ccil
Burkholderia ambifaria WP_00674959.1 Bvil
Burkholderia thailandensis E264 ABC34067 Btal2
Acidithiobacillus ferrooxidans WP_012536897.1 Afel
Burkholderia glumae WP_015877501.1 Tofl
Burkholderia cenocepacia WP_006483943.1 Cepl
Burkholderia mallei ATCC 23344 AAU46702 Bmall
Burkholderia mallei ATCC 23344 AAU45799 Bmal3
Burkholderia xenovorans LB400 ABE36319 Xenl2
uncultured proteobacterium ACH69672.1 LuxI
Aeromonas hydrophila WP_005308454.1 Ahyl
Citrobacter rodentium ICC168 CBG89691 Crol
Serratia marcescens AAN52498.1 Spnl
Pantoea stewartii DC283 AAA82096.1 Esal
Yersinia pestis C092 YP_00234031 Yspl
uncultured proteobacterium QS1 AAT90822.1 LuxI
Pseudomonas syringae pv. Tabaci AAA82063.1 Psyl
Serratia sp. ATCC 39006 CAB92553 Smal
Yersinia enterocolitica CAA53693.1 Yenl
Pectobacterium atrosepticum SCRI11043 P33880 Carl
Moritella sp. PE36 ZP_01896605.1 NA
Chromobacterium violaceum AAP32920.1 Cuvil
Desulfovibrio magneticus RS-1 YP_002955226 NA
Leptospirillum sp. Group EDz37921.1 NA
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Anexo 3. Proteinas tipo LuxR

Anexos

Especie NUumero de Acceso Nombre
UniProt

P54300 LuxP

- : P54302 LuxQ
V'Sf'?isi"’r‘]r;’ﬁy" ATMRY4 LuxN

V. choleraé B6EJHO AINR
Q9KM66 CQss

P12746 LuxR

P25084 LasR
Pseudomonas aeruginosa C6G7V0 PQSR
P54292 RhIR

Pseudomonas spp P54303 PhzR
Escherichia coli P76142 LsrB
Rhodopseudomonas palustris Q6NCZ5 RpaR
Q9KJ71 CinR

Q84G44 BisR

Rhizobium leguminosarum Q84G43 TraR
Q8VvMS81 RaiR

Q03316 RhiR

Agrobacterium tumefaciens P54294 TraR
- . Q47188 ExpR

Erwinia, Serratia P20667 CatR
Pantoea stewartii P54293 EsaR
Q9AM51 CepR

Burkholderia cepacia complex B4EIS3 CciR
RpfR

Xanthomonas campestris POCOFE7 RpfC
Burkholderia glumae Q4VSJ9 TofR
Chromobacterium violaceum D3W065 CviR
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https://www.uniprot.org/uniprot/Q47188
https://www.uniprot.org/uniprot/P20667
https://www.uniprot.org/uniprot/P54293
https://www.uniprot.org/uniprot/Q9AM51
https://www.uniprot.org/uniprot/B4EI53
https://www.uniprot.org/uniprot/P0C0F7
https://www.uniprot.org/uniprot/Q4VSJ9
https://www.uniprot.org/uniprot/D3W065

Anexos

Anexo 4. Tiempos de retencion obtenidos por CG-FID para cada una de las
muestras problema

Tiempo. (,je Tiempo de
GRUPO MUESTRA Retencion GRUPO MUESTRA .y .
(min) retencion (min)

8 2,658 Sefal 1 6,797

9 2,788 -6 Sefal 2 9,409

10 3,002 o> Sefal 3 10,101

11 3,336 E = Sefial 4 11,263

12 3,528 3 Sefal 5 11,46

13 3,833 Sefal 6 12,973

14 4,389 Sefal 7 13,065

15 5,006 Sefal 1 6,953

16 5,593 10 Sefal 2 8,501

17 5,89 S Sefial 3 10,138

18 6,001 w0 Sefial 4 11,074

19 6,219 % Sefial 5 11,541

20 7,107 3) Sefal 6 12,906

21 7,446 Sefal 7 13,062

" 22 7,576 D Sefial 1 6,714

< 23 7,954 © Sefal 2 8,524

L 24 8,004 o Sefial 3 10,192

x 25 8,644 g Sefial 4 12,954

o 26 8,745 8) Sefial 5 13,07

27 8,825 0 Sefal 1 6,711

28 9,478 D Sefial 2 8,535

29 9,622 @ - Sefal 3 10,11

30 10,164 8) Sefal 4 12,98

31 10,453 o Sefal 1 6,706

32 10,808 = Sefial 2 8,532

33 11,187 ad Sefial 3 10,157

34 11,47 0 Sefial 4 12,927

35 11,87 3] Sefal 5 13,113

36 12,04 ? Sefal 1 6,703

37 12,58 = Sefial 2 8,499

38 12,704 @ Sefial 3 10,147

39 13,357 3 Sefial 4 12,91
40 13,447
C4-AHL 6,826
0w D C6-AHL 8,597
43 C8-AHL 10,156
o 3-0x0-CB-AHL 11,02
= E C10-AHL 11,524
2 C12-AHL 12,935
3-0x0-C12-AHL 13,077
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Anexos

Espectro de masas de los patrones sintéticos de AHLs

100

0 _________ - L A = — —
Cime: 4.40 4.68 4.97 525 552 5.81 6.09 6.37 6.65 693 7.21 10.10 1046 10.82 11.18 11.54 11.890 12.26
Abundance [1172] | Scan 61 (4.462 min)

100

75

B =

25

0

wz 25 50 275 300 325
Abundance [2113] | Scan 370 (6.360 min)

100

75
C o
25

o
nz: 25 50 275 300 325
Abundance [2949] | Scan 650 (8.080 min)

100

D 75
50
25
miz: 25 50 275 300 325
Abundance [4827] | Scan 893 (9.572 min)
100

E 75
50
25
0
miz 25 50 275 300 325
Abundance [7310] | Scan 1105 (10.875 min)
100

F 75
50
25

m/z: 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525

a. Cromatograma de la mezcla de patrones sintéticos; b. espectro de masas de C4-AHL; c.
espectro de masas deC6-AHL; d. espectro de masas de C8-AHL; e. espectro de masas
deC10-AHL; f. espectro de masas de C12-AHL
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