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ABSTRACT

The signals of N-acyl homoserine lactones, and amdusmall diffusible molecules, are
part of the key components of bacterial commurecasystems known as quorum sensing,
this mechanism can lead to expression of virulegeees can be interrupted with the
participation of enzyme encoded by the gaiid of a strain ofBacillus thuringiensigo
inactivate signaling molecules by hydrolysis. Tharacterization was performed using the
recombinant AHL-lactonase, which showed biologiaetivity in alkaline pH conditions
and high temperatures, as well as act on substratesacyl chain of different sizes. But
the functionality of the recombinant enzyme decedasy the action of metal ions but not
by the effect of chelating agents. The affinitytoé enzyme with all substrates tested, and
their behavior in the evaluated conditions allowagfer that the AHL-lactonase of strain
B. thuringiensigz.11 s16can be used as a strategy of interruption in tdmansunication of
plant pathogenic bacteria.

Keywords: Quorum sensing, quorum quenching, AHL-lactonaseacyl homoserine

lactone.
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RESUMEN

Las sefiales de N-acil homoserina lactonas, pequedéculas difusibles e inductoras,
constituyen parte de los componentes claves d&nss de comunicacion bacteriana
conocido como quorum sensing, este mecanismo gegeplevar a la expresion de genes
de virulencia puede interrumpirse con la particigace una enzima codificada por el gen
aiiA de una cepa dBacillus thuringiensigjue inactiva las moléculas de sefial mediante la
hidrolisis. La caracterizacion se realizé a patérla AHL-lactonasa recombinante, la cual
mostré actividad biologica en condiciones de pHilalo y a altas temperaturas, asi como
también actu6 sobre sustratos con cadena acildeterttes tamafios. Pero la funcionalidad
de la enzima recombinante disminuyo por la accgiodes metalicos mas no por el efecto
de agentes quelantes. La afinidad de la enzimat@dos los sustratos probados y su
comportamiento en las condiciones evaluadas permmferir que la AHL-lactonasa de la
cepa B. thuringiensigsz11516 puede usada como estrategia de interrupcion en la

comunicacion de bacterias patégenas para plantas.

Palabras Claves:Quorum sensing, quorum quenching, AHL-lactonasaciNhomoserina
lactona.
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INTRODUCCION

Qudrum sensing (QS) en bacterias, se refiere abdidlad de una sola célula para sentir y
responder a una alta densidad poblacional (Lazazteal., 1997). Las N-acil homoserina
lactonas (AHLs), también conocidas como autoindestoson moléculas de sefializacion
celular que estan presentes en el sistema de coagign QS de muchos microorganismos.
La bacteria libera, detecta y responde a la acwidumiade estas moléculas dando como
resultado la regulacién de la expresion de genesayrespuesta coordinada a nivel de la
comunidad microbiana (Dong et al., 2002). Pero est@unicacion bacteriana puede
contrarrestarse mediante un mecanismo de intedmtz la sefializacion llamado quorum
guenching, dentro de las estrategias anti QS exmsdacilitada por enzimas, entre ellas la
AHL-lactonasa codificada por el geniA, que es responsable de la degradacion de las
moléculas de sefializacion AHL de patdgenos Grarativeg causando una hidrélisis en el
anillo de lactona de la molécula (Dong et al., 20002; Lee et al., 2002). Estos recientes
descubrimientos indujeron al desarrollo de expemniogede varios grupos de investigacion
y del nuestro que demostraron que el producto elebigA de Bacillus thuringiensicausa

la inactivacion del autoinductor AHL, inhibiendo lairulencia del fitopatégeno
Pectobacterium carotovorufantesErwinia carotovord (Dong et al., 2000, 2004).

Los efectivos y visibles resultados de los bioeasale la actividad AHL-lactonasa de una
cepa deB. thuringiensiscontra patégenos de plantas y que ademas es tpsica
lepiddpteros indican la importancia de la caragésion bioquimica completa de esta
enzima que puede ser usada en el futuro como tadrobiologico. En este estudio
describiremos el comportamiento de la AHL-lactonesaombiante del geaiiA de una
cepa deB. thuringiensidrente a varias condiciones de pH, ensayos déikdtal térmica,

iones divalentes, ademas de la evaluar la espdaifigy la cinética de la AHL-lactonasa.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Como resultado del proyecto “ldentificacion y caesizacion de N-Acil Homoserina
Lactonasas en cepas Bacillus thuringiensisfinanciado por Colciencias, se encontraron
cepas deB. thuringiensis con capacidad AHL-lactonasa que presentaron ute al
efectividad inhibiendo la patogenicidad de bactegatogenas de plantas. De esta manera
se identificoO otro de los potenciales que ti€hethuringiensis ademas de su capacidad
insecticida. De acuerdo a estos resultados, la Mdtonasa parece ser una enzima potente
gue posee actividad frente a un amplio rango de $\Hanto asi, que ha despertado la
curiosidad de los investigadores por conocer aupdifiad la cinética y especificidad de
esta enzima. Hasta el momento sdlo se ha caraxderibioquimicamente una AHL-
lactonasa codificada por genes homoélogios, purificada deBacillus sp. 240, que se trata
de una enzima que presenta un motivo cataltfideXDH**TH'®® que no requiere de la
unién de zinc ni de cualquier otro metal para dividad (Wang et al., 2004). De acuerdo a
estos estudios, surge la necesidad de caractéazgoropiedades de la AHL-lactonasa
producida a partir de un aislamiento nativoBleghuringiensis(con actividad insecticida)
cepa 147-11516. De esta cepa se conoce su actigeladL-lactonasa utilizando cepas
reporteras sensibles a AHLLHromobacterium violaceun€CV026 y Agrobacterium
tumefaciensNTL4) y mediante bioensayos interactuando conpéitdgenos en tejido

vegetal donde se observo la disminucion de |dsrsis.

Adicionalmente, esta cepa es tOxica contra lepatdpty sus genesry ya han sido
caracterizados, asi como su perfil de proteinag/€tya sido evaluado por electroforesis de
poliacrilamida. De esta manera, con este proyeetmlgendria la caracterizacion mas
completa de una cepa d& thuringiensiscon potencial para controlar fitopatégenos,
ademas de su capacidad insecticida. Asi mismobtsndria el conocimiento previo para
producir la enzima como un producto adicional aclastales y esporas involucrados en la
toxicidad contra insectos.
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3. JUSTIFICACION

El incontenible aumento de la poblacion mundialcasno también la necesidad de suplir
sus necesidades basicas (alimentacion y saludp ltack vez mas notoria la pobreza de
millones de personas malnutridas en el mundo, & asciende a 1.020 millones, con un
incremento estimado de 105 millones de hambriertosl 2009. Estas carencias con
causas multiples, entre ellas la reciente y créeietemanda de alimentos para
biocombustibles, ademas de la actual crisis ecar@miundial (FAO, 2009), requiere
soluciones sostenibles que incrementen la actividgdcola y disminuyan el efecto
negativo causado por el uso de agroquimicos yqgussi que han afectado continuamente
el ecosistema y la salud humana. Del mismo modoimg®rtante el desarrollo de
medicamentos que no impongan la presidbn de sefectila o muerte” para que
disminuya la aparicion de bacterias multirresigentue actualmente causan enormes

pérdidas humanas en especial a pacientes cotiezhaisnmunolégico comprometido.

El quorum quenching se plantea como una alterngtiwenetedora aplicable en multiples
areas (agricultura, acuicultura y medicina) ya tpgemicroorganismos que producen la
interrupcidn de la comunicacion celular estan aampéinte distribuidos en la naturaleza y
algunos de ellos como la bacteBa thuringiensisque produce la AHL-lactonasaiisie
estudiada en esta investigacion ya son usados coombroladores bioldgicos o
bioinsecticidas, que si son empleados de manepansable podrian reducir las pérdidas

causadas por las plagas en los cultivos y minimhiiadafios ambientales.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la enzima AHL-lactonasa de una cep tleuringiensis

4.2 Objetivos especificos
4.2.1 Evaluar la actividad hidrolitica de la enaiAHL-lactonasa de una cepa Ble
thuringiensis

4.2.2 Evaluar las propiedades enzimaticas de la enzim&-lAetonasa mediante
pruebas de estabilidad térmica y a diferentes pH.

4.2.3 Determinar el efecto de iones metdlicos divaleptexgentes quelantes en la
actividad de la enzima AHL-lactonasa.

4.2.4 Evaluar la cinética y especificidad de la enzima Akctonasa.

16



5. MARCO TEORICO

5.1 Quorum sensing

Muchos organismos para colonizar e infectar supgetgsdependen y usan el sistema de
guérum sensing (QS) o sensacion de quérum, destubigcialmente en la bacteria
marina Vibrio fischeri en 1970, quien lo utiliza para regular la expneside
bioluminiscencia (Nealson et al., 1970). EI QS baaho es una estrategia de
comunicacion célula a célula que le permite libgrdetectar pequefias moléculas de sefial
gue se acumulan a medida que aumenta la densididatiomal y asi, poder responder de
forma individual y colectiva a cambios ambientaleademas de coordinar
sincronizadamente la expresion de algunos geneje@mplo, aparte de de la regulacién
de la bioluminiscencia eWV. fisheriy V. harvey,se ha descubierto que este tipo de
moléculas intervienen en la regulacion de otrosgsos bioldgicos en muchos organismos,
entre ellos, el intercambio genético en la conji@ade Enterobacter faecalisexpresion
de factores de virulencia y formacion de biopetisulen Pseudomonas aerugingsa
desarrollo de competencia genética y diferenciaaénesporas etmBacillus subtilis
desarrollo de cuerpos fructiferos pdyxococcus xanthugproduccion de antibiéticos por
Streptommycesp. y también, son secretadas por varias Protestzsc (Miller y Bassler,
2001; Lazazzera y Grossman, 1998; Lazazzera, 200@t al., 2003; Qin et al., 2007). El
fendmeno de QS no sélo esté limitado al reino pioizga hongos patégenos unicelulares
también usan sefiales de QS para coordinar funcibiodsgicas. Recientemente se ha
reportado que el patdégeno fungi€andida albicangproduce acido farsenoico (FA) para
regular la transicién de levadura a micelio, quéngsortante para la virulencia del hongo
(Oh et al., 2001; Hornby et al., 2001; Dong y Zh&2p5).

En las ultimas dos décadas se han descubierto fiesjn®oléculas de sefial que van desde
derivados de acidos grasos, oligopéptidos, furasomailhomoserina lactonas (AHL),
tiolactona ciclica (AIP), éster metilico del &cjplimitico (PAME), furanosylborato (Al-2),

methyl dodecenoic acid (DSF), entres otras masirdidl), muchas de las cuales estan

17



vinculadas en la regulacion de virulencia bacteriéDbong y Zhang, 2005; Dong et al.,

2007).
Sistema QS Estructura de la sefial Organismos represtativos
o

AHLs E 0 O Vibrio fischeri
{ \ Agrobacterium tumefaciens
f N Pectobacteium carotovorum
\ i 1 Pseudomonas aeruginosa

H Burkholderia cepacia
PAME OH 0O Ralstonia solanacearum
/\/\/\/\/‘\/\/J\/I\Df
DSF Xanthomonas campestris

Acido farsenoico

Farsenol )L%A
P v’%’xhx/kw EHJ 0H
Al-2 HO OH
(S-THMF-borato) "B’
0" "o
HO t@ CH,
O
HO
Al-2 HO CH,
R-THMF
( ) HO——{—OH
) %
0
HCI/J\/
AlP-| E;I]
Si—C—Ileet
Tyl - Ser - Thr - Cys - Asp - Phe - Ile
AlP-II
§—C —— Met - Phe

I I
Gly - Val- Asn- Ala- Cys - Ser - Ser - Leu
AIP-lII {P

S—{f:—Leu
| I
lle - Asn- Cys - Asp - Phe - Len
AlIP-1V 'ICI)
!’T L Mlet
Twr - Ser-Thr- Cys - Tyr - Phe - Ile
CsP

Glu-Met-Arg-Leu-5er-Lys-Phe-Phe-Arg-
Asp-Phe-Ile-Leu-Glo-Arg-Lys-Lys

Candida albicans

Candida albicans

Vibrio harveyi

Salmonella typhimurium

Staphylococcus aureugpas
grupo |

Staphylococcus aureugpas
grupo Il

Staphylococcus aureugpas
grupo Il

Staphylococcus aureugpas
grupo IV

Streptococcus pneumoniae

Figura 1. Sefiales microbianas de QS. Tomado de Dong @04l7).
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5.1.1 Mecanismos generales de quorum sensing

Existen diferentes tipos de sefiales de QS en kmctgrievaduras (figura 1), pero ellas
parecen adoptar solamente dos mecanismos genpaa#eta deteccion y respuesta a estas
sefiales. Un mecanismo general en bacterias Graativeeges el sistema QS dependiente
de acil-homoserina lactonas (AHL), en el cual laatele QS se detecta por un factor de
transcripcion citosolico (R); brevemente, la pnogel (AHL sintasa) produce moléculas de
AHL que son difusibles a través de la membranalaely a medida que alcanzan una
concentracion critica extracelular, ingresan nuerdma la célula y se unen a la proteina
R, formando el complejo R-AHL, que activa la expyasde algunos genes (figura 2A). En
el otro mecanismo, sistema de dos componentesefial fle QS es un péptido (PS)
producido por bacterias gram positivas cofn@ureus/ S. pneumoniague se detecta por
un sistema regulador de respuesta de dos compsrasteiados a la membrana (figura B).
La mayoria de las bacterias parecen usar uno wettos dos sistemas en la expresion de
genes, pero también hay agentes patégenos quéeestalbs dos mecanismos de QS para

el mismo propdsito; por ejempld, harvey(Waters y Bassler, 2005; Dong et al., 2007).
@)

O e e
A AHL o™ e

R L ——
O @)

o —»..O‘O
™ @ o °

Generacion de la sefial AHL Deteccion de la sefal y respuesta
5 0O O™ g U O
U U ¥
o O -
\4 ‘
—_—

— 1 }

Precursor PS Genes diana

Figura 2. Mecanismos generales de quorum sensing microb{A@QS mediado por AHL. (B) QS mediado
por un péptido (sistema de dos componentes); Metalle en el texto.
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El QS mediado por AHL es uno de los mecanismosodainicacion célula a célula mejor
caracterizados. Se conocen unas 70 especies baeteque producen sefiales de QS tipo
AHL (Williams et al., 2007). Entre ellas se encuanf bacterias gram negativas asociadas
a plantas comagrobacterium tumefacienBectobacterium carotovorum, P. chrysanthemi,
P. stewartiPseudomonas syringae, Ralstonia solanaceaRimzobium etli, Xanthomonas
campestris, Chromobacterium violacewentre otras Yy algunas de importancia clinica
como P. aeruginosa, Serratia liquefaciens, Yersinia pgduberculosisy especies de
Burkholderia. El sistema de QS tipo AHL puede dividirse en arpasos claves: (I)
generacion de sefial a un nivel basal, (ll) acunmubade la sefial, (lll) recepcion de la
sefial, (IV) autoinduccion de la sefial y activacifitngenes blanco y (V) descenso de la
sefial. Mientras los pasos del | al IV parecen sar daracteristicas mas o menos
conservadas (Whitehead et al., 2001), el paso §¥) s ha reportado eh tumefaciens
(Zhang et al., 2002; Zhang et al., 2004; Dong .e2807).

En el paso (), la densidad de la poblacion baameries baja y cada célula produce un nivel
basal de AHL. Las moléculas de AHL son sintetizapas la AHL sintasa (proteina-I)
codificada por el gen homdlodxI, usando cadenas acilo correspondientes derivadias d
ruta de biosintesis comun de &cidos grasos y Seaieetionina (SAM) (Moré et al.,
1996; Schaefer et al., 1996). En esta etapa ncegeiere el factor de transcripcion
(proteina-R) tipo LuxR. En el paso (ll), las seBale cadena corta de AHL son capaces de
difundirse pasivamente a través de la membrandacglDong et al., 2005), mientras la
salida de sefales de AHL de cadena larga pareegsbasn un mecanismo de transporte
activo (Pearson et al., 1999; Dong et al., 2008)bamba de salida multiple MexAB-OprM
esta involucrada en el transporte activo de lalsbao-dodecanoil homoserina lactona en
P. aeruginosgPearson et al., 1999), asi mismo, Aendekerk é2@02) reportaron que una
mutacién de la bomba de salida MexGHI-OpmDPeraeruginosaedujo drasticamente la
produccion de sefales de AHL y de factores deeniif. En el paso (lll), la proteina-R se
une a las sefiales de AHL en el citosol, incluso fegprtes que explican que esta unién
prolonga la vida media del factor de transcripalénunos pocos minutos, hasta mas de 30
minutos (Zhu y Winans, 1999). Ademéas, dado qualida de sefiales de AHL de cadena

larga requiere transporte activo, parece logicougusistema de flujo activo también podria
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existir. En el paso (IV), los componentes critisos el complejo R-AHL, la proteina-l y
también probablemente los factores de transcripagjde contribuyen al control de
regulones de QS. El complejo R-AHL, el cual es umeto, se une a secuencias
palindromicas conservadas de los promotores quéantrolados, incluyendo el promotor
del gen tipduxl, y aumenta la produccion de AHL (autoinducciond gxpresion de otros
genes en el reguldn de QS (Zhu y Winans, 1999eQal., 2000; Schuster et al., 2004). En
el paso (V), los componentes claves son uno o vddotores de transcripcion y una
enzima degradadora de AHL (AHL-lactonasa). Estanemzambién se ha identificado en
el fitopatdgencA. tumefaciengjue a su vez también produce 3-oxo-octanoil-horese
lactona (30C8-HSL), originalmente conocida comadacde conjugacion que regula la
transferencia del plasmido conjugativo Ti&ntumefaciensLa produccion de 30C8-HSL
es dependiente de la fase de crecimiento; la ctnaoédn de sefiales se incrementa en la
fase exponencial de las células bacterianas, pectind rdpidamente durante la fase
estacionaria (Zhang et al., 2002), lo cual es ain@l patrén de transferencia del plasmido
conjugativo Ti. La expresion de la AHL-lactonasadifioada por el genattM esta
suprimida por el factor de transcripcion negattt] en la fase exponencial, pero es
inducida en la fase estacionaria, explicando eataisminucion de 30C8-HSL y la
terminacion de la transferencia del plasmido caaijivg Ti QS-dependiente (Zhang et al.,
2002; Zhang et al., 2004; Dong y Zhang, 2005; Dengl., 2007). Aunque, esta hipotesis
fue refutada recientemente, mediante una mutacioel genattM (ahora llamaddlcC),

los autores sugieren gque este gen no estd invdlw@a la acumulacion de AHL ni en la

transferencia del plasmido (Khan y Farrand, 2009).

El sistema de dos componentes, mediado por péptidosido documentado tanto en
bacterias Gram positivas como Gram negativas (Mo®i@03; Waters y Bassler, 2005). En
este tipo de sistema de QS mediado por sefale&ligapt un precursor es cortado y asi
libera un péptido sefial (PS) llamado AIP &taphylococcus aureugue se transporta al

exterior de la célula por proteinas transportadod®C dependientes de ATP. La

concentracion de las sefiales de PS aumenta yaalzalcun punto critico se une a una
proteina sensor quinasa (SK) activandola, éstavastosforila a un regulador de respuesta

(RR) que esta en el citosol, quien activa la trapsion de algunos genes.
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Igual que con el sistema de QS tipo AHL, el procdsoQS tipo AIP también puede
dividirse en los pasos I-1V, es decir, la genenacé sefales a nivel basal, acumulacion de
la sefal, recepcion de la sefial, autoinducciéradeeiial y activaciéon del regulén de QS.
Sin embargo, no esta claro si el ultimo paso, d=weid de la sefal, existe o no en el
sistema QS tipo AIP (Dong et al., 2007).

5.2 Quorum quenching o inhibicién de la comunicadélular

Los seres vivos estan confinados en un ecosistemdeddesarrollan las actividades
biol6gicas que le permiten sobrevivir, pero éswsrscuentran rodeados de otras especies y
por lo tanto estan obligados a interactuar y deBarrmecanismos de competencia que les
permitan ampliar las posibilidades de éxito enitasracciones procariotas-procariota y
procariota-eucariota. Durante afios, microorganismagdgenos han causado enormes
pérdidas humanas y econémicas, pero con los avaia#fficos y mecanismos de defensa
del huésped, muchas de las enfermedades se hao wemitrolando con antimicrobianos y
agentes quimicos. Dada la presencia de moléculaefilizacion celular que permiten
entre otras funciones, la activacion de factoresvidgélencia, una gran diversidad de
organismos tienen estrategias que les permiterimbgir la comunicacion célula a célula
de sus invasores, ésta es conocida como quoruntigjugrn(Q-Q).

Con el descubrimiento de antibidticos y el perfesamiento de vacunas en los altimos 70
afos se controlaron la mayoria de las enfermedpdes,como en la mayoria de los casos,
éstos imponen una presion de seleccién sobre losonganismos, éstos desarrollaron
resistencia y mas aun, aparecieron bacterias esifitentes. Por lo tanto, el Q-Q se enfoca
como un mecanismo que al no imponer seleccion, giiser una interesante alternativa
para el control de enfermedades, aplicable a laiamag agricultura y acuicultura
(Defoirdt, et al., 2004; Rasmussen y Givskov, 20Déng et al., 2007).

En los dltimos 10 afios, los sistemas QS dependiel@@HLs llamaron la atencidén porque
estan involucrados en la regulacion de diversampmoitantes funciones bioldgicas y en

particular, en la expresibn de genes de virulemgavarios patégenos de animales
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(incluyendo humanos) y de plantas (Dong et al.12@bng et al., 2002). Hasta ahora, se
han identificado varios mecanismos anti QS, comexlatencia de moléculas antagonistas
de AHLs del tipo furanonas halogenadas, producmasla macro alga marinBelisea
pulchra que actuan compitiendo por los receptores deraigipas sefial (Hentzer et al.,
2002). Asi mismo, otro de los mecanismos de comp&econ AHLs son las
haloperoxidasas producidas por organismos mariqes, interrumpen la comunicacion
célula—célula catalizando la oxidacion de bromurolayuro con peroxido de hidrégeno
produciendo compuestos microbicidas de &cido hgubso o &cido hipocloroso,
respectivamente, los cuales han mostrado ser nil@g (tara el control de biopeliculas
(Borchardt et al., 2001), y también sustancias gasncomo el triclosan que inhibe la
enoil-ACP reductasa cuyo producto es el intermediesencial en la biosintesis de AHL
(Hoang y Schweizer, 1999), y el closantel que emhibidor potente de la histidina sensor
guinasa del sistema de dos componentes (Stephetsain 2000; Dong et al., 2007),

(figura 3).
AHL & Degradacion de la sefial
- A AHL-lactonasa

P & AHL-acilasa

R, - Paraoxonasas
_____.-o-"""-_'__ ' 1#"\—-.___\_\_\%\‘ o y B
AA Ao Inhibicién de generacion de la sefial
By, Biosintesis de acidos grasos
@ @ E \\ Inhibidor (Triclosan)

lII
{ ﬁ R .'I Degradacion de la proteina R
| = / Furanonas halogenadas
\ 4 —Pp—p

Figura 3. Modelo de interferencia de mecanismo de QS depetedde AHL, tomado de Zhang y Dong
(2004).

Ademas de las inactivaciones antagonicas y quingdeasritas anteriormente, la habilidad
de degradar moléculas de AHL también se logra \&#dsrale enzimas, las cuales estan
presentes tanto en eucariotas como procariotagrodde ellas esta la AHL-lactonasa

descubierta inicialmente en especieBdeillus AHL-acilasas ervariovorax paradoxuy
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paraoxonasas (PON) presentes en eucariotas (Doalg @000; Leadbetter et al., 2000;
Chun et al., 2003).

5.2.1 AHL-lactonasa

La N-acil homoserina lactona hidrolasa, es unane@mzspecifica que tiene como sustrato
moléculas altamente conservadas de N-acil homa@séationa, las cuales comparten un
anillo homoserina lactona pero difieren en la ltudyjide la cadena o en la sustitucion de la
posicion C3 de la cadena acilo; la AHL es hidralean la posicion 1 del anillo lactona

por la enzima (figura 4).

R 4] — S R

#{mﬁ,};ﬁ‘a'i-q*&r#n + HyD EE— -"{‘Iﬂhbh.:lnw-ihh'-&
' ' ' H

AHL Acil-HS

Figura 4. Estructura general de AHL y actividad AHL-lactoaasomado de Dong y Zhang (2005).

Estas enzimas degradadoras de AHL se han reporatdo en organismos procariotas
como eucariotas (tabla 1). Con la ayuda de andilisgenéticos se demostré que las AHL-
lactonasas de procariotas pueden ser agrupadagsseciusters, AiiA y AttM, donde las
pertenecientes al primer cluster comparten undigkshmayor del 90% de la secuencia de
la proteina, mientras que las de AttM comparten ideatidad entre el 30 y 58%. Pero
sorprendentemente, los clusters de procariotas tiea homologia proteica menor al 25%
(Dong et al., 2000; Dong et al., 2002; Zhang et2402). Por estudios de alineamiento de
secuencias y mutagénesis se identific6 que el mddXDH~H~D tiene importancia
catalitica y esta conservado en todas las lacterdsdos clusters AiiA y AttM, mientras
las del cluster PON, requieren iones dé*@ara su actividad biolégica (Dong et al., 2000;
Billecke et al., 2000).
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Tabla 1. Enzimas de quorum-quenching en procariotas y etaar GNR*, gen no reportado.

Especie Gen Enzima Referencia
Procariotas
Bacillus sp240B1 aiiA AHL-lactonasa Dong et al. 2000
B. thuringiensis aiiA AHL-lactonasa Dong et al. 2002
B. cereus aiiA AHL-lactonasa Dong et al. 2002
B. mycoides aiiA AHL-lactonasa Dong et al. 2002
B. anthracis aiiA AHL-lactonasa Ulrich, 2004
A. tumefaciens attM, aiiB AHL-lactonasa Zhang et al. 2002
ArthrobacterVAI-A ahlD AHL-lactonasa Flagan et al. 2003
Klebsiella neumoniae ahlK AHL-lactonasa Park et al. 2003
Rhodococcus erythropolid/2  gsdA AHL-lactonasa Uroz et al. 2008
RalstoniaXJ12B aiiD AHL-acilasa Lin et al. 2003
PseudomonaBAI-A pvdQ AHL-acilasa Huang et al. 2003
P. aeruginos®?AO1 pvdQ AHL-acilasa Huang et al. 2003
P. aeruginos?AO1 quiP AHL-acilasa Huang et al. 2006
Streptomyces sp. ahlM AHL-acilasa Park et al. 2005
V. paradoxud/Al-C GNR* AHL-acilasa Leadbetter y Greenberg, 2000
Eucariotas
Sus scrofa domesticaerdo) ACYL Acilasa | Xu et al. 2003
Homo sapienghumano) PONs Paraoxonasa Billecke et al. 2000
Oryctolagus cuniculugconejo) PONs Paraoxonasa Yang et al. 2005
Mus musculugraton) PONs Paraoxonasa Yang et al. 2005
Equus caballugcaballo) PONs Paraoxonasa Yang et al. 2005
Ovis aries(oveja) PONs Paraoxonasa Yang et al. 2005
Bovinae (bovinos) PONs Paraoxonasa Yang et al. 2005

Del grupo de las AHL-lactonasas, la enzima codificporaiiA de Bacillus thuringiensis

ha sido la mejor estudiada. Inicialmente Dong e¢2100), a partir del aislamiento 240B1
de Bacillus (AiiA 24087 plantearon que la enzima podria pertenecer aipariamilia 8-
metalo-lactamasas (MBL, siglas en inglés) porqumetmaron el motivo “Hi¥*X-His'
X-Asp'®®His'® el cual es muy similar al motivo HXHXDH de unién zinc de varias
metalohidrolasas (glioxilasa Il, arilsulfatasg3yactamasa). Posteriormente se establecio
que el motivo “His®®-X-Asp'®His'®-59X-His'*-21X-Asp"®” es esencial para la

actividad catalitica de la enzima (Dong et al., 20@espués de analisis bioquimicos y
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determinacion de estructura cristalina en la AHitdaasa deB. thuringiensissubsp.
kurstaki (AiiA gTk), Se establecio que la enzima contiene dos ioaesnd en el sitio activo
y que todos los residuos directamente involucrastoda coordinacion del metal estan
conservados en todas las AHL-lactonasas (Dong,e2@)2; Kim et al., 2005; Thomas et
al., 2005; Dong et al., 2007).

Pero luego, con base a datos no publicados de Wahgng, sino s6lo mencionados en la
revisién de Dong et al. (2007), dicen que confimnague al reemplazar H% con Ala en
AiiA 240815€ anula la actividad de la enzima y por lo taatdiferencia de lo que se habia
propuesto, AiiA40s1 NO €S Uuna metaloproteina y que la enzima tamtdrigpcontener los
iones de zinc. Ademas, sefialan que la homologémileoacidos de Aiisyos1 cOn AiilAgTk

es del 90% (Dong et al., 2000; Kim et al., 2005n®et al., 2007).

Por medio de andlisis de la estructura cristalipadstermin6 que AiiAx e€s una
metaloproteina de 250 aminoacidos con plegamietrfiffs. y con dos iones de zinc en el
sitio activo. Kim et al. (2005) también propuieran mecanismo catalitico en el que un
nucleofilico con los dos iones deZmtacan el carbono carbonilo del sustrato. El @i

la lactona y el oxigeno carbonilo de AHL interactieon los iones Znl y Zn2
respectivamente, resultando en una mayor poladaadel enlace carbonilo, haciéndolo
mas susceptible a un ataque nucleofilico. El atageteofilico en el carbono carbonilo del
sustrato resulta en la formacion de un intermedlie@rgado negativamente, que puede ser
estabilizado principalmente por las interaccionas €l ion Znl. El enlace C-O del anillo
de la lactona luego se rompe para dar el prodactidip-abierto; en este proceso T¥r
puede actuar como un &cido general para la pratomdel grupo saliente (figura 5), (Kim
et al., 2005, Momb et al., 2008).
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Figura 5. Mecanismo catalitico propuesto para A#Q por Kim et al. (2005). Para mayor detalle ver
explicacion en el texto.

5.2.2 AHL-Acilasas

La AHL-acilasa es otra enzima interruptora del Q8roliza el enlace amida de la N-acil-
homoserina lactona para liberar acidos grasos yokerima lactona (figura 6). Esta acilasa
fue descubierta eY. paradoxusuna bacteria Gram negativa que utiliza AHL commtae
de energia y nitrégeno. Recientemente también sen&d en especies dealstonia,
ArthrobacterVAI-A, Pseudomonayg Sreptomyceg¢leadbetter y Greenberg, 2000; Lin, et
al., 2003; Flagan et al., 2003; Park et al., 20Q8hla 1).
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Figura 6. Estructura general de AHL y actividad AHL-acilaaong y Zhang, 2005).
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Hasta ahora no se conoce el mecanismo enzimatitasdecilasas respecto a su sustrato,
pero si se tiene informacion sobre la especificidadas diferentes AHL-acilasas. La AiiD
de Ralstoniasp. XJ12B tiene preferencia por cadenas largagtasde AHLs, aunque en
las ultimas tiene menor eficacia; PvdQ Bleaeuruginosa?AO1 no degrada AHLs con
cadenas menores de ocho carbonos (Huang et aB); 280IM de Streptomycesp. tiene
preferencia por AHLs menores de ocho carbonos (Ba., 2005). Hasta ahora no se

conoce el gen involucrado en la sintesis de asilas¥. paradoxus

Las enzimas AHL-acilasas AiiD, PvdQ y AhlM compart@uchas caracteristicas con las
hidrolasas Ntn y son muy similares estructuralmeatda acilasa cefalosporina de
Pseudomonas diminutgCAD), (Lin et al., 2003; Park et al., 2005), loeqsugiere que
podrian compartir una estructura tridimensionalilaimademas, por los alineamientos de
secuencias se establecié que hay diferenciasmosieién de dos residuos @ifey Ser’ en
AiiD, Leu®® y Asp’’ en PvdQ, Let? y SeP’ en AhIM y GIn° y Arg®” en CAD). También
hay reportes de acilasas con capacidad para degratlbioticos como es el caso de la
AhIM que hidroliza penicilina G, mientras que Aiilb tiene actividad biologica sobre
penicilina G y ampicilina, esto sugiere que estadmas tienen especificidad por varios
sustratos (Lin et al., 2003).

Las acilasas también se han encontrado en célulzwietas, la acilasa | (EC.3.5.14)
aislada a partir del rifidon de cerdo, hidrolizé C8tHy C8-HSL, la enzima parece preferir
cadenas cortas de AHL pero su actividad puedeusstionable ya que tiene baja actividad
sobre C4-HSL a pH neutros y acidos (Xu et al., 2@&g et al., 2007). Todavia faltan

investigaciones que permitan aclarar el mecanisespgcificidad de la enzima.

5.2.3 Paraoxonasas

Las paraoxonasas (PON) son enzimas dependienteslcle que entre otros sustratos
también hidrolizan el anillo de la homoserina lactae las sefiales de AHL (figura 3); las

PON (PON1, PON2 y PON3), participan en actividaflsmlégicamente importantes

como, metabolismo de drogas, desintoxicacién detageneurotoxicos y organofosfatos,
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hidrélisis de ésteres de acidos carboxilicos aroost ésteres de carbonatos ciclicos,
lactonas arométicas y lactonas alquilo (Billeckalat2000; Draganov y La Du, 2004; Ozer
et al., 2005). Estas enzimas se encuentran ampiterdestribuidas en los mamiferos, entre
ellos, humanos, conejos, ratones, bovinos, caballavejas (Yang et al.,, 2005). La
actividad de PON de células epiteliales humanasesdétHlLs de P. aeruginosafue
reportada por primera vez por Chun et al. (2004puy actividad contra AHL es

preferiblemente con moléculas de cadenas largasdq3=12HSL).

Andlisis de la estructura cristalina de una vaeate PON1 (rePON1) muestra seis h@jjas
con dos iones de €a uno mas al interior que el otro, donde el mésrint se presume,
tiene funcidn estructural, mientras el otro estacienado con la catalisis del sustrato. Al
parecer estos iones de’Cinteractian con una molécula de agua, un atonuxigeno, un
i6n fosfato y cinco residuos aminoacidicos “Aéh Asrt’®, Asn®® Asp?®®y GIUP*'. Como
mecanismo enzimatico se propone la desprotonacdnnad molécula de agua por los
residuos His™-His'** (también usados para la hidrélisis de fenil aceyaparaoxon) para
generar un anion hidroxido, luego un ataque nuitieofal éster carbonilo produciendo un
intermediario oxianidnico y se presume que la carggativa de los intermediarios esta
estabilizada por el calcio catalitico y finalmeeteenlace C-O del éster intermediario se
rompe (Harel et al., 2004; Dong et al., 2007).

Las enzimas PON, (PON1, PON2 y PON3) compartenideraidad peptidica del 60%.
Estudios de alineacién de secuencias mostraronlagueesiduos “GIt?, His''® His™*,
Asn™®® Asrf?* Asp®®y Asr?’™ estan totalmente conservados en las tres enzirdasndo
gue podrian compartir el mismo mecanismo catalifiaadavia faltan mas estudios que

permitan determinar mejor la especificidad y locamésmos enzimaticos.

5.3 Aplicaciones de quérum quenching.

Después de la elucidacion de los mecanismos dau®8mplean algunos microorganismos
patdgenos para atacar a su huésped se ha pensadel dQ puede proporcionar

herramientas esenciales para evaluar la viabildachuevas estrategias aplicables a la
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agricultura y la medicina. La primera evidenciaed&a aplicabilidad la aporté un estudio en
el que la expresion daiA enE. carotovora llamada ahor&@ectobacterium carotovorym
(patégeno de plantas) disminuyd la expresion dererzdegradadoras de la pared celular
(enzimas peptinoliticas) alrededor de un 10% y a&demtenud los sintomas de la pudricion
blanda en las plantas inoculadas (Dong et al., XOD@mbién se desarrollaron plantas
transgeénicas de tabaco y papa con elai@ndonde éstas fueron resistentes a la infeccion
por E. carotovora, mientras que plantas control no transformadasaro#kron la
enfermedad (Dong et al., 2001). Estas expresioanétigas también se han realizado en
microorganismos que son usados como controladeo&syizos; B. thuringiensisel cual
produce la AiiA que reduce significativamente ladpcion blanda en papa cuando fue
coinoculada coff. carotovora el control deB. thuringiensisnutante, con delecion aiA
mostré menos o escaso efecto en el control deindsnsas de la enfermedad (Dong et al.,
2004). Los mismos resultados se encontraron erciespee Arthrobactery P. fluorecens

las cuales expresaban aiiA (Molina et al., 2003k laal., 2003).

Las acilasas también han servido como mecanisn@-Qe Lin et al. (2003), expresaron
aiiD en el patégeno oportuniska aeruginosaPAO1 y encontraron que disminuyeron las
sefiales de AHL y la mortalidad del neméatdkenorhabditis elegansomparadas con el
tipo silvestre de PAOL, ya que la expresién de emt@ma disminuyd la capacidad de
formar biopeliculas y la produccion de elastasaogignina atenuando asi la paralizacion

del neméatodo.

La paraoxonasa PON1 se expresOPeraeruginosaun patdégeno oportunista que ataca
principalmente a pacientes con fibrosis quisticagnggduras severas, enfermedades
repiratorias cronicas o inmunocomprometidos, yrsmetré que en el suero de ratdon que
contenia PON1 se degradaron las AHL y se previrforfaaciénin vitro de biopeliculas
(Ozer et al., 2005). Recientes estudios han deadsstjue la expresion de PONs humanas
disminuye la resistencia d@. aeruginosaa los antibiéticos gentamicina y ceftazidima
(Fhang et al., 2009).
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Otros ensayos, como el tratamiento de pulmoneatda mfectados coR. aeruginosaon
derivados de las furanonas naturales producidasepalga D. phulchrg mostraron
disminucion en el nimero de células del patégehoamso de los sintomas (Hentzer et al.,
2002).

Aunque existen muchas expectativas con las futpisaciones del Q-Q, todavia faltan

estudios que determinen los efectos que puedarcasisamecanismo de interrupcion de la
comunicacion celular en bacterias benéficas querhparte de la microbiota, ademas de
definir las condiciones que garanticen su efecidjdestabilidad, toxicidad y efectos

secundarios en la agricultura, algunas de estasidsyaciones también aplican a

innovaciones farmaceuticas, aunque respecto aateanativas el Q-Q podria tener menos
barreras ya que estas moléculas inhibidoras dentauigicacion celular también son nativas
del cuerpo humanao.

31



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas bacterianas y medios de cultivo

Como cepas reporteras se utilizafgrobacterium tumefacied$TL4 y Chromobacterium
violaceumCV026 donadas por el doctor J. Fugua de la Unidadsde Indiana, USA vy el
Instituto de Infeccion Inmunidad e Inflamacién ddJniversidad de Nottingham, Inglaterra
respectivamente. La primera lleva una fusiénad@ contral, que produce una coloracion
azul en presencia de 5-bromo-4-cloro-3-indpilD-galactopirandsido (X-Gal) en respuesta
a AHLs. La cepa d€. violaceumCV026 regula la produccion o inhibicién de un péymo
cuando esta en presencia de AHLs (Ravn et al.,)2Q@E anteriores se cultivaron en
medio Luria Bertani (LB) (1% peptona, 0.5% extracte levadura, 1% de NacCl)
solidificado con 1.0% de agar y suplementado cos dmtibidticos apropiadosA(
tumefaciensen tetraciclina 4.5 pg/ml y espectinomicina 50 /pd; y C. violaceumen

kanamicina 20 pg /ml).

Para la valuacion del efecto de los iones en levidatl AHL-lactonasa se usaron ocho
soluciones de sales marca Merck (Mg@acCp, MnCl,, Pb(NQ),, CuCh, AICIl;, FeC}y
KCl ), donadas por el doctor Orlando Simén Ruizadgniversidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin.

Para el cumplimiento de los objetivos propuestossa investigacion, previamente el gen
aiiA del aislamiento deB. thuringiensis(147-11516) con actividad AHL-lactonasa fue
subclonado en el vector pCold IV. Las células dpresion ArticExpress (DE3) fueron

transformadas con el plasmido AiiA-pCold IV. Lapeasion de la proteina fue analizada
por SDS-PAGE vy teiida con azul de Coomassie. Hlesalolante obtenido del lisado de
bacterias contenia las proteinaRlethuringiensis De un cultivo de 1 litro se purifico la

proteina por una columna de Ni, varias fraccioreesnezclaron y dializaron contra PBS

1X. Luego la proteina blanco fue distribuida enofebas, cada una con 2 mg de proteina
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en 2.6 ml de PBS 1X a pH 7.4 y posteriormente ifofdizada. Se obtuvo un porcentaje de
pureza superior al 85%inalmente se obtuvieron 4 mg de la proteina AHitelaasa del

genaiiA deB. thuringiensicepa 147-11516.

6.2 Fase |. Determinacion de condiciones genedsdéa AHL-lactonasar.11s1¢del gen
aiiA de B. thuringiensis

Para establecer condiciones previas que permitisetectcionar los ensayos a cuantificar
por medio de HPLC acoplado a espectrometria desnasgahicieron ensayos de actividad
enzimatica con medicién semicuantitativa con ladayde la cepa reporte@ violaceum

CV026 que produce violaceina en presencia de lasilLse observa una disminucion o

pérdida del pigmento es una medida indirecta detisidad de AHL-lactonasa.

6.2.1 Deteccion de actividad bioldgica de la enzimaficada

Dos miligramos de AHL-lactonasa.i1s16del genaiiA de una cepa dB. thuringiensisse
resuspendieron en 1 ml de agua destilada estépihrte de esta solucidon se obtuvo una
concentracion de 35.6 mM de la enzima. La mezclaedecion contenia 35.6 mM de
AHL-lactonasa, 2QuM de N-hexanoil-DL-homoserina lactona (C6-HSL) amdtanoil-DL-
homoserina lactona (C8-HSL) resuspendida en PB$HX7.4), terminados los periodos
de incubacién de 30, 60 y 120 minutos a 30°C cata@gn suave, el producto de
hidrolisis se analiz6 mediante las cepas report€ragolaceumCV026 yA. tumefaciens

NTL4. Los experimentos se realizaron por triplicado

6.2.2 Determinacion del efecto de la temperatwstbdidad térmica y pH en la actividad

de la enzima AHL-lactonasa.11s16

6.2.2.1 Efecto de la temperatura

Para evaluar el efecto de la temperatura, unaiéolae 287.2 pl de Tris HCl 100 mM (pH

7.4) se mezcld con 12 pl de C6-HSL a una concedatrdnal de 20 uM y se incubo a
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diferentes temperaturas (0, 15, 26, 30, 40, 50y 80 °C) por 30 minutos, luego de este
tiempo, la reaccion se inicio al agregar AHL-laegtea a una concentracion final de 100
MM, después de 120 minutos la reaccion se par&alon. Los productos de hidrdlisis se
analizaron con la cepa reportéZa violaceumCV026. Los tratamientos se realizaron por

duplicado con sus respectivos controles.
6.2.2.2 Estabilidad térmica

Los ensayos de estabilidad térmica se realizarord & | de enzima a una concentracion
final de 100 uM se resuspendieron en 670 pl enH@E100 mM (pH 7.4) y se incubaron
a diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60 y 701€arde cinco horas, después de varios
tiempos (2, 3, 4 y 5 horas) se adicionaron 20 pMsdstrato (C6-HSL) y se dejaron 120
minutos MAas en incubacion en agitacion suave pagae diera la hidrolisis. Los productos
de hidrdlisis se analizaron con la cepa repor@eraiolaceumCV026. Los tratamientos se

hicieron por duplicado con sus respectivos corgrole
6.2.2.3 Efecto del pH

Para determinar el efecto del pH en la actividadadenzima, una suspension 300 ul de
buffer Tris HCI 100 mM a diferentes valores de @gHg, 6, 7, 8 y 9) y 11(M de lactonasa
se mezclaron con 12 pl de C6-HSL a una concentrd@l de 20uM. La mezcla de
reaccion se incubo durante 60 y 120 min en agitasitave a 32 °C. Los productos de
hidrdlisis se analizaron con la cepa report€raviolaceumCV026. Los tratamientos se
montaron por duplicado con sus respectivos corgtrole

6.2.3 Efecto de iones y agente quelante en la Addtehasa.11516

Se valuaron ocho iones (Ffg C&*, Mn**, PE*, CU/*, AI**, F¢"y K*), cada uno en
diferentes concentraciones (0.2 y 2.0 mM), duraGfe y 120 minutos a 32 °C
resuspendidos en PBS 1X (pH 7.4), se usaron caacesties de 120 uM y 20 pM de

enzima y C6-HSL respectivamente. Algunas soluciatee®mnes (Mf", PF*, Cuf*, Al**y
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Fe?"), contenian EDTA (4cido etilendiaminotetraacétiao)na concentracién final de 10

mM para evitar que se precipitaran.

Para determinar el efecto de agentes quelantes actiVidad de la enzima se us6 EDTA
(10, 25 y 50 mM) en las mismas condiciones descataiba pero sin solucion de iones.
Los productos de hidrdlisis se analizaron meditmtzepa reporter€. violaceumCV026.

Los tratamientos se realizaron por duplicado ca@rsspectivos controles.

6.3 Fase Il. Cuantificacion y caracterizacion dadavidad AHL-lactonasar-11s16del gen
aiiA deB. thuringiensis

6.3.1 Evaluacion de la actividad de hidrdlisis déLApor la enzima AHL-lactonasaz-11s16

A un buffer de Tris HCI 100 mM (pH 7.4) se le adiwaron 3.37 pl (120 uM) de la enzima
purificada AHL-lactonasa del gemiA de una cepa dB. thuringiensisy se mezclé con
0.25 mM de C6-HSL, la mezcla de reaccion con unmeh final de 1 ml se incub6 a 32°C
por 10 minutos a 250 rpm. Cumplido el tiempo daubacion y para terminar la reaccion
enzimatica, la suspension fue expuesta a 100 °C9fosegundos. Posteriormente los
remanentes de la hidrdlisis fueron analizados wtifigados por cromatografia liquida de
alta eficacia acoplada a espectrometria de madak@HIS). Todos los tratamientos se
realizaron por triplicado con sus respectivos adesr negativos: (sustrato y buffer sin
enzima) y control de temperatura (buffer con ststgn calor y enzima). El control
positivo tenia una concentracion final de la enzikhH_-lactonasa de 1 mM. La actividad
AHL-lactonasa se defini6 como la cantidad en miot@® de AHLs hidrolizados por

minuto por miligramo de AHL- lactonasa.
6.3.2 Extraccion y cuantificacion de AHLs por HPMS
Terminada la hidrdlisis enziméatica, la digestior &xtraida tres veces con medio volumen

de acetato de etilo (Carlo Erba), cada fase orgasecsepard por centrifugacion (11.000

rpm por 2 minutos), posteriormente la mezcla deekisactos se secO en un concentrador
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eppendorf vacufuge a 30°C. Los residuos del sesmdalisolvieron en metanol-agua
(50:50, v/v) para su posterior analisis por HPLC:MS

Para el analisis de HPLC se emple6d un Cromatodrazfoido Agilent Serie 1200. Dos
microlitros de solucién de metanol-agua fueron atgdos dentro de una columna de fase
reversa Gg (Zorbax XDB, 4.6 x 150 mm, tamafio de particulan®) pEl procedimiento de
elucion consistié en un perfil isocratico de metaagua (50:50, v/v) con acetato de amonio
y &cido trifluoroacético (TFA) (5 mM y 0.05% respgamente) a un flujo de 0.8 ml/min
usando una micro-valvula divisora (Upchurch ScfentiUSA). Los componentes
separados por cromatografia liquida fueron inyestgzhra su deteccion y cuantificacion
en un espectrometro de masa (ESI-MS) con cuadrufotdelo V1, Agilent) bajo
condiciones de idn-positivo, se uso nitrégeno cga® de nebulizacion (1 p.s.i = 6894.76
Pa). El sustrato no hidrolizado se cuantifico caseba curvas de calibracion realizadas con
soluciones de patrones a concentraciones conoddasos diferentes sustratos. Las
condiciones de optimizacion de espectrometria @sas por ionizacién electrospray
(siglas en inglés ESI-MS) estdn mencionadas eabla 2.

Tabla 2. Condiciones de optimizacion de ESI-MS para la tifieacién de N-acil-homoserina lactonas.

Parametros en N-acil-homoserina lactona
(ESI-MS) C4-HSL Ces-HSL Cs-HSL Cg-HSL

Voltaje capilar (V) 2500 2700 2700 4000
Voltaje de fragmentacion (V) 70 90 90 110
Flujo de gas secante (L/min) 12.0 12.0 12.G 12.0
Presion de nebulizacion (p.s.i) 60 60 60 60
Temperatura de gas de secado 350 ¢C 350 9C 350 °@50 °C
Rango de detecciomy(2 100-200 100-220 100-24Q 100-250

6.3.3 Evaluacion de la estabilidad térmica de lAarea AHL-lactonasa7.11516
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Para analizar esta propiedad, la enzima AHL-lag@r(@20 uM) se incubé a diferentes
temperaturas (20, 30, 40, 50, 60 y 70 °C) en T@$ H00 mM (pH 7.4) durante dos horas y
luego de transcurrido este periodo, la solucibmesgbd con C6-HSL a una concentracion
final de 0.25 mM por 10 minutos. Terminado el tiemge incubacidn la suspension se
expuso a calor (100 °C) por 90 segundos para paraaccion enzimatica. Posteriormente
los remanentes de la hidrolisis fueron analizadosantificados por HPLC-MS. Todos los

ensayos se hicieron por triplicado con sus resgetiontroles.
6.3.4 Evaluacion de la estabilidad de la enzima A&tltonasay7.11516a diferentes pH

Para determinar el efecto del pH en la actividadLA&ttonasa se siguid el mismo
procedimiento descrito anteriormente, excepto guadzcla de hidrdlisis se incubo6 a 32°C
en buffer Tris HClI 100 mM a diferentes pH (5, 6,87y 9). Luego las soluciones de
actividad residual fueron analizadas y cuantifaisagor HPLC-MS. Todos los ensayos se

hicieron por triplicado con sus respectivos coesol

6.3.5 Efecto iones metalicos divalentes y de agemielantes en la actividad de la enzima

AHL-lactonasau7.11516

A una solucion de PBS 1X (pH 7.4) se adicionarod 1Rl de AHL-lactonasa y 0.25 mM
de C6-HSL junto con diferentes soluciones de iqvg’, C&£*, Mn**, PE*, CU*, AI*Y,
Fe*, y K') en dos concentraciones (0.2 y 2.0 mM). La susipande reaccién con un
volumen final de 500 pl se incubd por 30 minut®2&C. La mezcla de reaccion se paro
con calor como se mencioné antes. Las solucionescqatenian los iones (K P,
CU', AI**y F€") se mezclaron con EDTA 10 mM (pH 8.0) para e\itae se precipitaran
apH7.4.

Como agente quelante se us6 EDTA 10 mM sin soluciénion, con las mismas
condiciones de ensayo y concentraciones de enzsnatyato descritas anteriormente. Las
lactonas residuales de la hidrdlisis enziméticadineuantificadas por HPLC-MS. Todos

los ensayos se hicieron por triplicado con suse@sms controles.
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6.3.6 Cinética y especificidad de la enzima AHUda@S247.11516

Para determinar la cinética enzimatica a un bufierTris HCI 100 mM (pH 7.4) se
adicion0 AHL-lactonasa a una concentracion finallde UM y se mezclé con diferentes y
varias concentraciones de sustratos (N-decand#noi, heptanoil, hexanoil y butanoil-
DL-homoserina lactona) (20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0,&231 y 0.16 mM) con un volumen final
de 500 pl. Las reacciones se incubaron a 30°C pasaron con calor antes que se

consumiera aproximadamente el 10% de cada sustrato.

En los ensayos de especificidad se evaluaron vaussratos (N-decanoil, octanoil,
heptanoil, hexanoil y butanoil-DL-homoserina la@pncon una concentracion final de 3
mM y 120 uM de sustrato y enzima respectivamentelo$ los ensayos se incubaron a

32°C y después de 10 minutos las reacciones separan calor.

Las lactonas residuales de la hidrolisis enzimétieaon cuantificadas por HPLC-MS.

Todos los ensayos se hicieron por triplicado canrsspectivos controles.

6.4 Analisis estadistico

Los datos resultantes de los ensayos en determdmalal efecto de los iones y agente
guelante (EDTA) en la actividad AHL-lactonagaisi6 Se analizaron con el programa
estadistico SigmaStat, mediante un andlisis deavaai de dos factores y la prueba de

Tukey para comparacion multiple de medias.

Los ensayos de especificidad fueron analizadostarismo paquete estadistico mediante

un analisis de varianza de un factor y la pruebaudey.

Para los resultados de cuantificacion para activighl y temperatura se calcul6 la media y

la desviacion estandar para todos los datos tosnaaiotriplicado.
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7. RESULTADOS

7.1 Fase |. Determinacion de condiciones genedada AHL-lactonasaz.11s:¢del gen

aiiA deBacillus thuringiensis

7.1.1 Deteccion de actividad bioldgica de la enzimificada

La enzima AHL-lactonasay-11516 codificada por el gemiiA de B. thuringiensismostro
actividad biologica frente a los sustratos C6-HSC8¢HSL evidenciada en la ausencia de
pigmentacion en la cepa reportera CV026 y una disadn en la coloraciéon de NTL4
(figura 7). La medicidn indirecta de la actividadil&lactonasa con las cepas reporteras
expuso una posible preferencia por el sustrato SB-ifa que no se observo ningun halo
alrededor de los tratamientos, considerando quangmas mediciones se emplearon las
mismas concentraciones de enzima y sustrato; perason y para facilitar la selecciéon de
condiciones a evaluar y cuantificar por HPLC-MS awdos posteriores ensayos se

continuaron sélamente con la cepa CV026.

Posteriormente, en experimentos no descritos emdtodologia, se determind que la
concentracion minima de enzima capaz de hidroBzasustrato y de mostrar actividad
detectable con las cepas reporteras estuvo er@r@2M M. Del mismo modo se escogio

al buffer Tris HClI 100 mM para evaluar la hidrdigile las lactonas porque los buffer

fosfatos inhibieron considerablemente la actividada AHL-lactonasa.

Figura 7. Evaluacién de la actividad de AHL-lactonasaisigcon cepas reporterad. Actividad lactonasa
con C6-HSL y la cepa reporte@a violaceumCV026.B. actividad lactonasa coh. tumefacien®dNTL4 con
C8-HSL. (C-): control negativo (sustrato y buffer enzima).
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7.1.2 Determinacion del efecto de temperatura, icores de estabilidad térmica y pH en

la actividad de la enzima AHL-lactonasa; 1516

El efecto de la temperatura en la actividad AHltdaasa evaluada con la cepa CV026
mostro inhibicidn a bajas temperaturas, pero estgportamiento cambio positivamente a
medida que se aumentO la temperatura; estos mssiltaeron corroborados con los
ensayos de estabilidad térmica donde la enzimarénosta gran estabilidad cuando se
incubd a 60°C hasta por cinco horas (Tabla 3). &#epa los controles negativos, éstos
mostraron una leve hidrélisis del sustrato a 60%4Liy a 70°C solo hubo una hidrdlisis del
13 % (figura 8).

Tabla 3. Efecto de temperatura y evaluacién de estabiliadica de la enzima en presencia de C6-HSL y la
cepa reportera CV026. Escala de evaluacion detibiceal AHL-lactonasg;;.11516de acuerdo al tamafio del
area coloreada alrededor del pozo. Didmetros d® @ain (Actividad +++), 2-3.5 mm (Actividad ++), 3.6
5.0 mm (Actividad +) y5.1 mm (Actividad -).

Efecto de temperatura en la actividad Estabilidad térmica de la enzima
enzimética

Temperatura (°C) Actividad Temperatura/tiempo (UCAs) Actividad
0 - 30/5 +++
15 - 40/ 5 +++
26 ++ 50/ 5 +++
30 +++ 60/ 5 +++
40 +++ 70/2 ++
50 +++ 70/3 +
60 +++ 70/4 +
70 +++ 70/5 +

La AHL-lactonasa no tuvo actividad biolégica detbde con la cepa reportera CV026 a pH
acidos, pero si a pH neutro y béasicos. Los cordrakegativos de pH 4, 5, 6, 7y 8 no

tuvieron lactondlisis, pero el control negativoffbuy sustrato) de pH 9.0 mostro un 50 %

de lactondlisis, interfiriendo esto con la evaldacilel comportamiento de la enzima a este
pH (Tabla 4).
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En todos estos ensayos la actividad AHL-lactonasarfedida por el diametro de los halos
coloreados alrededor del pozo con la cepa repdBté26, después de la incubacién de las
cajas de petri a 30°C por 16 horas. Asi mismoya&ué la actividad enzimatica teniendo
en cuenta que el tamafio del area coloreada fuesaowente proporcional a la actividad de
la AHL-lactonasa, debido a que la degradacién derlaléculas de AHLs por accién de la
AHL-lactonasa hizo que las cepas reporteras n@ulaeran detectar y por lo tanto no
produjeron el color. De acuerdo al tamafio del loblgervado, en milimetros, éstos fueron
clasificados en intervalos de la siguiente mangead a 1.9 mm (+++), que corresponde a
una alta actividad AHL-lactonasa, de 2 a 3.5 mn) @etividad media, de 3.6 a 5.0 mm (+)

actividad baja y mayor a 5.1 mm (-) actividad nula.

.
Figura 8. Evaluacion de estabilidad térmica en la actividstdL-lactonasa. El comportamiento de la
actividad se evalu6 a 20 y 100 uM de C6-HSL y eazigspectivamente en diferentes temperaturas (80, 4
50, 60 y 70°C) en tiempos de incubacién hasta pmochoras. (C-): control negativo s6lo conteniéfeésu
Tris HCI 100 mM (pH 7.4) y C6-HSL.

Tabla 4. Efecto del pH en la actividad de la enzima AHLté®m@sa47.115:6€N presencia de C6-HSL evaluados
con la cepa reportera CV026. Escala de evaluaada dctividad AHL-lactonasa de acuerdo al tamagio d
area coloreada alrededor del pozo. Diametros d® @ain (Actividad +++), 2-3.5 mm (Actividad ++), 3.6
5.0 mm (Actividad +) y5.1 mm (Actividad -).

Efecto del pH en la actividad de la enzima

pH Actividad 60 min Actividad 120 min
4 - -

5 - -

6 + +

7 +++ +++

8 +++ +++

9 +++ +++
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7.1.3 Efecto de iones y del agente quelante entigidad de la enzima AHL-lactonasa

11516

Los iones Af* y CU*, resuspendidos en PBS 1X (pH 7.4) inhibieron totate la

actividad de la enzima en las dos concentraciona@si@das (0.2 — 2.0 mM). Asimismo, al
incrementar las concentraciones de los ioné% Fn?*, C&*y Mg?* a 2.0 mM se afectd
parcialmente el desempefio de la AHL-lactonasa. tiéierque a 0.2 mM en los iones’Pb

y K* no se observé ningiin cambio negativo (figura 9).

El agente quelante EDTA no perturbé negativameatenzima en ninguna de las tres
concentraciones evaluadas. Pero los controlesimeganostraron que inhibié un poco el
crecimiento de CV026 (figura 10).

Figura 9. Efecto de iones en la actividad de la enzima Abittdnasa. En la foto, algunos de los iones
evaluados (Mff, F&*, C&") a dos concentraciones (0.2 y 2.0 mM) resuspesddd®BS 1X y C6-HSL, las
evaluaciones se terminaron después de 60 y 12@denieaccion. C+, control positivo. C-, control riega

Figura 10. Efecto de agente quelante en la actividad dezara. El EDTA se evalu6 en concentraciones de
50, 25 y 10 mM durante 30, 60, 90 y 120 minutos):(€olucién de PBS 1X con EDTA y C6-HSL, las
reacciones se terminaron a los 30, 60, 90 y 12@tmsnde reaccién. C-PBS, solucién de PBS 1X con C6-
HSL sin EDTA.
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7.2 Fase Il. Cuantificacion y caracterizacion dadtévidad AHL-lactonasa del gen aiiA de

la cepaB. thuringiensigsz-11516

7.2.1 Evaluacion de la actividad de hidroélisis de dnzima AHL-lactonass 11516

recombinante

Para el cumplimiento de este objetivo primero seerdend el tiempo de reaccion
enzimatica (10 min) de acuerdo a los resultadosrgrexdos después de determinar que en
este tiempo soélo se habia consumido cerca del A6l %ustrato. La AHL-lactonasa del gen
aiiA deB. thuringiensiscepa 147-11516 tuvo una actividad de 0.8 umol‘mig* con el
sustrato C6-HSL. La actividad lactonasa se defocdto la cantidad en micromoles de
AHLs hidrolizados por minuto por miligramo de AH&aetonasa. La cuantificacion del

sustrato en los controles negativos fue del 98%.
7.2.3 Extraccién y cuantificacion de AHLs por HPMS

En ensayos preliminares, se probaron dos solvéditderometano y acetato de etilo) con
el fin de seleccionar el solvente con el que sevabta la mejor extraccion de AHLSs, para
asi cuantificar el sustrato no hidrolizado por fima; de ellos se escogidé al acetato de
etilo porque permitié extracciones superiores a¥/®fientras con el diclorometano sélo se
alcanz6 un 90%. Del mismo modo se optimiz6 la ekt de tal manera que se pudo
omitir la adicion de MgS® quien se hidrataba con la fase acuosa despuésadie c

extraccion.

La cuantificacion de las AHLs no hidrolizadas pardnzima AHI-lactonasa 11516 S€

realizé mediante HPLC-ESI-MS, se seleccionaroridoss de cada sustrato (C4-HSL, C6-
HSL, C7-HSL, C8-HSL y C10-HSL) que se encontrabanmmayor abundancia (tabla 5),
pero C10-HSL se precipitdé demostrando poca sotlddlicon la fase movil (metanol:agua,

TFA y acetato de amonio).
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Posteriormente, con los iones seleccionados y dasliciones optimizadas de ESI-MS
(tabla 2), se logré separar todos los sustratos geeserminaron los tiempos de retencion
para cada uno de ellos (C4-HSL: 2.3 min; C6-HSB:min; C7-HSL: 8.4 min y C8-HSL:

16 min), los cuales aumentaban de acuerdo al pekrutar del sustrato. Las figuras 12 y

13 muestran los respectivos cromatogramas.

Tabla 5. lones seleccionados para cuantificar la actividaitual de la enzima AHL-lactonasay1sisS0bre
N-acil homoserina lactonas.

N-HSL lonesm/z
[C4H/NO, + H] M+ H]* [M + H -CH/NO,]*
C4-HSL 102 172.2
C6-HSL 102 200.2
C7-HSL 102 214.3 113.3
C8-HSL 102 127.3

Para cuantificar las AHLs se graficaron curvas @dbracion con concentraciones
conocidas de cada sustrato las cuales tenian ieveéis de correlacion mayores a 0.995,

gue aumento a medida que se disminuia el volumémydecion.

Los andlisis de ESI-MS muestran la abundanciaivelate los iones seleccionados para
cada sustrato (ver literal A de las figuras 14-COn la finalidad de comprobar la presencia
del producto de hidrélisis enzimatica de la AHLttamsa, se aumentd el rango de
deteccion in/2 y se detectaron todos los iones correspondiehtesoducto, comprobando
asi la incorporacién de una molécula de agua #dbammoserina lactona resultado de la
actividad catalitica que genera como productolamihoserina (figura 11), (ver literal B de

las figuras 14-17).

R JrJ: — 'y i RN
, ¥ 5 J | f LM
| O+ H = g g
.-jl'l'_\""ﬂ-\._.j-'l'_'lﬂ“'ﬁ,_.-- -ﬁ-"ﬁ“xr_.-' -"JI 1-\'“'\a.,-cl"l':lﬂ""‘\-\.--' ;"u. ﬂ"i_—l Wi
i .:".
AHL [M+H+H,0]" = Acil-HS

Figura 11. Hidrdlisis de AHL por actividad AHL-lactonasa. Eldrogeno corresponde a una protonacién por
el acido presente en la fase mavil.
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Figura 12. Cromatograma de butanoil homoserina lactona i@k homoserina lactona (C4-HSL y C6-
HSL) con sus respectivos tiempos de retencion emutos. Las condiciones cromatograficas e iones
seleccionados estan descritas en el texto y tatdagectivamente.
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Figura 13. Cromatograma de heptanoil homoserina lactona ynodthomoserina lactona (C7-HSL y C8-
HSL) con sus respectivos tiempos de retencion emutoé. Las condiciones cromatograficas e iones
seleccionados estan descritas en el texto y tatdagectivamente.
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Figura 14. Espectro de masas ESI-MS de N-butanoil homosddngna. (A) lones presentes en las
fracciones de HPLC a los 2.3 min. (B) El ién comumzde 190.2 corresponde al producto de hidrélisis de
AHL-lactonasa sobre C4-HSL.
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Figura 15. Espectro de masas ESI-MS de N-hexatmmoserina lactona. (A) lones presentes en las
fracciones de HPLC a los 4.3 min. (B) El iébn comumzde 218.2 corresponde al producto de hidrélisis de
AHL-lactonasa sobre C6-HSL.
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Figura 16. Espectro de masas ESI-MS de N-heptahoinoserina lactona. (A) lones presentes en las
fracciones de HPLC a los 8.4 min. (B) El i6bn comumzde 232.3 corresponde al producto de hidrélisis de
AHL-lactonasa sobre C7-HSL.
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Figura 17. Espectro de masas ESI-MS de N-octardwimoserina lactona. (A) lones presentes en las
fracciones de HPLC a los 16 min. (B) El ibn con amade 246.3 corresponde al producto de hidrélisis de
AHL-lactonasa sobre C8-HSL.
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7.2.4 Evaluacion de la estabilidad térmica de lamnea recombinante

Después de dos horas de incubacion en condicionesroladas y a diferentes
temperaturas, la AHL-lactonasa recombinante mostayor estabilidad a 30°C, no
obstante, a 40 y 50°C conservo el 64 y 60 % resaacente de su actividad bioldgica,
mientras que a 20 y 70°C la AHL-lactonasa hidro#z0y 60% respectivamente de la C6-
HSL (figura 18). No se observo hidrolisis causada la temperatura en los controles

negativos, excepto a 70 °C donde se observo umaategon del 20%.

1.8 -
1.5~
1.2
0.9
0.6 -

0.3

Actividad AHL-lactonasa
(umol.min “.mg™)

O T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80

Temperatura (C)

Figura 18. Evaluacién de la estabilidad térmica de la AHttdmasa,.11516 Fecombinante. La enzima
hidrolizé C6-HSL a diferentes temperaturas (20, 48D, 50, 60 y 70°C) durante 10 minutos. El tiemgo d
incubacion de la enzima en Tris HCI 100 mM (pH 7u®) de 2 horas.

7.2.5 Evaluacion de la estabilidad de la enzimarmdxgnante a diferentes pH

El pH para actividad de la AHL-lactonagai1s16S€ determind utilizando soluciones con un
rango de pH entre 5.0 y 9.0 usando C6-HSL comoragostLa actividad enzimatica
aumento con el incremento del pH y alcanz6 su maéiatividad a pH 8.0, luego declind a
pH 9.0. En condiciones &cidas la actividad de ld A&ttonasas7-11516S€ redujo a un 28%
(figura 19). Los controles negativos mostraron unarcada lactonolisis a pH 9.0,

confirmando los resultados encontrados con la cgpartera CV026.
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Figura 19. Efecto del pH en la actividad AHL-lactonagasisfrecombinante. La actividad fue evaluada con
el buffer Tris HCI 100 mM a diferentes valores d¢ (®, 6, 7, 8 y 9) usando C6-HSL como sustrato mhera
un tiempo de reaccién de 10 minutos a 32°C.

7.2.6 Efecto de los iones metdlicos y del agentelagte en la actividad de AHL-

lactonasau7-11516

El efecto de los iones y del agente quelante EDit Aaeactividad de la AHL-lactonaga
11516 S€ determind con la ayuda del programa estadiSigmaStat, mediante analisis de
varianza de dos factores y con la prueba de Tuiey gomparacion multiple entre medias
de los diferentes tratamientos (Anexo 1). Todos itoges monovalentes, divalentes y
trivalentes evaluados (figura 20), mostraron difei@s estadisticamente significativas
respecto al control, compuesto por PBS 1X, C6-HSizima y con ausencia de iones y
EDTA (tabla 6).

Los resultados muestran que en mezclas de reagnimatica a concentraciones 0.2 mM
de los iones, la actividad de la enzima AHL-lacBapa.11516eStuvo entre 0 y 82%, siendo
completamente abolida por el €udel mismo modo al aumentar la concentracion de lo
iones a 2.0 mM, la actividad enzimatica disminuyd ®dos los tratamientos
determinandose ésta en un rango entre 0 y 32%arange completamente en las

soluciones que contenian Ty Mn?* (figura 20).
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Figura 20. Efecto de los iones en la actividad de la enzid&a-lactonasay7.11516recombinante. Se evalu6 el
efecto de dos concentraciones (0.2 y 2.0 mM) déoloss en la hidrélisis del sustrato. La activithadia C6-
HSL (1.065 pmol.mitt.mg*) fue definida como un 100%.

Tabla 6. Comparaciones estadisticas del efecto de ioned gg&nte quelante EDTA en la actividad de la
enzima AHL-lactonasa.11516 Si el valor P es menor que 0.05 hay diferencitedésticamente significativas.

Comparaciones Diferencia de medias P P < 0.050
PBS 1X vs. CtI 1.605 <0,001 Si
PBS 1X vs. At 0.996 <0,001 Si
PBS 1X vs. MA' 0.916 <0,001 Si
PBS 1X vs. F& 0.829 <0,001 Si
PBS 1X vs. M§" 0.696 <0,001 Si
PBS 1X vs. C& 0.670 <0,001 Si
PBS 1X vs. K 0.550 <0,001 Si
PBS 1X vs. PB 0.510 <0,001 Si
PBS 1X vs. EDTA 0.0454 <0,001 No

De los ocho iones evaluados en la actividad AHLela@sau7.11516 Seis de ellos mostraron
diferencias estadisticamente significativas ersecbncentraciones 0.2 y 2.0 mM, excepto
en los iones Cii y C&", es decir las dos concentraciones de estos des icausan el

mismo comportamiento negativo en la AHL-lactonasasis(tabla 7).

La comparaciones en la actividad de la AHL-lactanassisentre mezclas de reaccion
con los diferentes iones evaluados a 0.2 mM mastraliferencias estadisticamente
significativas, excepto entre los iones’Pp K*, Mg** y F&*, C&* y Mn**, Mn®* y AI*",
ademas de Af y CU#* (anexo 1).
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Tabla 7. Comparaciones estadisticas del efecto de ionée &ctividad AHL-lactonasa 11516 Si el valor P
es menor que 0.05 hay diferencias estadisticansagitdicativas.

Comparaciones Diferencia de medias P P < 0.050
0.2 mM vs. 2.0 mM de Af 0.139 <0,001 Si
0.2 mM vs. 2.0 mM de Cii 7.633E-017 <0,001 No
0.2 mM vs. 2.0 mM de M 0.297 <0,001 Si
0.2 mM vs. 2.0 mM de EBé 0.255 <0,001 Si
0.2 mM vs. 2.0 mM de Bb 0.416 <0,001 Si
0.2 mM vs. 2.0 mM de Mg 0.221 <0,001 Si
0.2 mM vs. 2.0 mM de G4 0.0717 <0,001 No
0.2 mMvs. 2.0 mM de K 0.720 <0,001 Si

Del mismo modo, al usar soluciones de reaccionn@&racciones finales de iones 2.0 mM,

la mayoria de las reacciones enziméticas mostratdarencias estadisticamente

significativas en la actividad de la AHL-lactonagaisisexcepto entre Gay Mg?*, Mg?*

y F€”, conjuntamente con *Ky Mn**, por lo tanto, causarian el mismo efecto en la
actividad de la enzima si se usa esta concentraeiire cualquiera de los iones

mencionados anteriormente (anexo 1).

La AHL-lactonasgz.11s16€n presencia de EDTA 10 mM tuvo una actividad 3elF %
respecto al control y no mostro diferencias estiadimente significativas indicando que no

tiene ningun efecto negativo en la actividad denaima AHL-lactonasar-11sis(tabla 6).
7.2.7 Cinética y especificidad de la enzima AHLtd&a@sau7-11s516recombinante

Los pardametros cinéticos de la enzima AHL-lactonasais se determinaron segun la
ecuacion de Michaelis-Menten y la representaci@ifigx de Lineweaver-Burk. La AHL-
lactonasay7.11516MoOstro actividad hidrolitica contra AHLs con cadgracilo de diferentes
longitudes con valores dexKentre 0.5 y 8.84 mM, que sefalan una gran afind@da
enzima por los diferentes sustratos, sin embargsepta constantes de afinidad y eficacia
bajas (Tabla 8).
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Los valores de la hidrélisis de C8-HSL podriana®rsiderados como un estimado porque
este sustrato mostré poca solubilidad a conceotrasi mayores de 2.5 mM en el buffer

Tris HCI 100 mM (pH 7.4) usado para estos ensayos.

Tabla 8. Parametros cinéticos de AHL-lactonasa;sisrecombinante usando AHLs de diferentes longitudes
de cadena acilo.

AHLs Km (mM) K cat (S5 K cal Km (MM /s
C4-HSL 0.50 5.49 x 10 1.09 x 10°
C6-HSL 0.86 1.02 x 18 1.19x 10
C7-HSL 8.84 2.35x 10 2.66 x 10°
C8-HSL 3.81 4.46 x 10 1.17 x 10°

Para evaluar la especificidad de la enzima tamlsiénusaron N-decanoil, octanoll,
heptanoil, hexanoil y butanoil-DL-homoserina la@pfas cuales tienen cadenas acilo de
diferentes longitudes sin sustituciones (figura 2h)enzima AHL-lactonasa-1151éMOStrd

su mayor actividad sobre C4-HSL, resultado quecadnayor degradacion del sustrato a
medida que disminuye la longitud de la cadena aeaillemas se observd que no existen
diferencias estadisticamente significativas en®8eHSL y C7-HSL, pero si existen entre
los demas sustratos probados (tabla 9; anexo 2)seNtogré determinar la actividad
enzimatica sobre C10-HSL y la de C8-HSL podria ictamarse un estimado debido a la

poca solubilidad de estos sustratos en el buffdapara la reaccién enzimatica.

Tabla 9. Comparaciones estadisticas de sustratos con ritifsréongitudes de cadena acilo en la actividad
AHL-lactonasay7.11516 Si el valor P es menor que 0.05 hay diferencssesdésticamente significativas.

Comparaciones Diferencias de medias P P < 0.050
C8-HSL vs. C7-HSL 25.163 <0.001 Si
C8-HSL vs. C6-HSL 23.437 <0.001 Si
C8-HSL vs. C4-HSL 17.520 <0.001 Si
C4-HSL vs. C7-HSL 7.643 <0.001 Si
C4-HSL vs. C6-HSL 5.917 <0.001 Si
C6-HSL vs. C7-HSL 1.727 0.285 No
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AHLs Estructura Actividad (%)

C4-HSL o 190.3 (0.767)*
"}\'\.-“'”"H o ( )
o
C6-HSL . 100 (0.374)
M,JLH o
[+]
C7-HSL 0 73.7 (1.748)
AA./JLH o
o
C8-HSL oo 457.6 (0.984
a
C10-HSL o ND
w
H’%’

Figura 21. Especificidad de la enzima AHL-lactonasasigpor el sustrato. La actividad determinada con el
sustrato C6-HSL (6.554 pmol.mimg") fue definida como un 100 %. ND, indica actividaa determinada
por poca solubilidad del sustrato. * Los datos aréptesis muestran la desviacion estandar de ldiomes
realizadas por triplicado.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Existen varias publicaciones que muestran el p@kde la actividad enzimatica de la
AHL-lactonasa del gerailA de B. thuringiensiscomo estrategia para el control de
enfermedades causadas por fitopatdgenos, pero ea @ informacidon sobre la
caracterizacion bioquimica de esta enzima inhibiddel quorum sensing. La AHL-
lactonasay7.11516d€e este estudio es una proteina de 250 aminoagigosontiene el motivo
“His'%%-X-Asp'®® His'*%-59X-His'®%-21X-Asp ***" y sélo se diferencia de la caracterizada
por Kim et al. (2005) en el aminoacido valina epdsicion 9 en vez de isoleucina (acesso
a GeneBank AAM92140). Del mismo modo, difiere es dminoacidos en la posiciones 9
y 237 (valina e isoleucina respectivamente) en dezsoleucina y treonina en la AHL-
lactonasgyos: estudiada bioguimicamente por Wang et al. (2004)e®bargo, hasta ahora
no hay investigaciones que reporten alguna impoidade estos aminoacidos en la
actividad catalitica de la enzima, aunque existéerahcias entre las publicaciones de
ambos grupos en aceptar si la AHL-lactonasa eanetaloenzima a pesar de tener sitios

de unién para dos iones de zinc.

La AHL-lactonasa7.11516 tuvo un pH optimo de 8.0 pero la actividad catalide ésta se
redujo al disminuir el pH, aunque a pH 5.0 tuvoaneitividad que la AHL-lactonasas:.

A diferencia de los resultados mostrados por Warad. €2004), los controles negativos a
pH 9.0 evidenciaron una notable lactondlisis atealgue posiblemente interfirid con la
evaluacion del desempefio de la enzima AHL-lactarasaisa este pH; consistente con lo
observado en los bioensayos con la cepa report¥f@26 Esta alcandlisis ha sido
reportada por varios autores, e incluso hay obsemeas de plantas que al ser atacadas por
E. carotovora(Pectobacterium carotovorunincrementan el pH en las zonas de infeccion
para defenderse del atacante (Byers et al., 2p@29; la lactondlisis puede revertirse a pH
acidos (Camara et al., 2002). El comportamientalitigo de la AHL-lactonasa;-1isiea
bajos pH es consistente con los resultados deisenék dicroismo circular realizado por

Wang et al. (2004) los cuales muestran el dras@eobio de la estructura conformacional
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de la enzima a bajos pH, ademas sugieren que adceste ionizacion de las cadenas
laterales y puentes de hidrégeno tienen un papebriante en el mantenimiento de la
estructura conformacional de la proteina, de igo@hera sefialan que el rango de pH de
5.0 a 6.0 es el rango de ionizacion de la caddaealade las histidinas presentes en el sitio

activo y esenciales para la actividad de la enZiviang et al., 2004).

La AHL-lactonasa7.11516 €n presencia de C6-HSL exhibié estabilidad térnacaltas
temperaturas, indicado por la actividad biolégicee gnostré a 40 y 50°C, 64 y 60 %
respectivamente. Los resultados sefialan que lananaumentd significativamente la
velocidad de reaccién y la frecuencia de colisicer@se moléculas de la enzima y la C6-
HSL. Este comportamiento enzimatico a altas tentpes quizd puede superar la
actividad la AHL-lactonasaos1 ya que esta enzima quedo inactiva a 45°C (Wardl. et
2004). A pesar de conservar actividad biologicaess sustrato a altas temperaturas, ésta
disminuyé a un 33% al incrementarse la temperaauf0°C, mientras que a 70°C la
actividad enzimética fue practicamente nula. Esteportamiento revela una reduccién de
la velocidad de reaccion, posiblemente a causaadedtura de los enlaces covalentes
dentro de la enzima y a la desnaturalizacion deisma. La AHL-lactonasa;-11s516tuvo su
mayor actividad a 30°C concordando con la tempexatiptima de crecimiento del
microorganismo del que proceds, thuringiensisy con los ensayos realizados con la cepa
reporteraC. violaceumCV026, aunque en los ensayos preliminares con C¢@2éhservo

un 100% de actividad de la AHL-lactonagasisis sobre C6-HSL en las mezclas de
reaccion incubadas hasta 60°C, esta hidrolisisbfmmaente se produjo por el prolongado

tiempo de incubacion (120 minutos) de la enzimastosustrato.

La actividad de la AHL-lactonasa.11516fue disminuida significativamente por todos los
iones metalicos en las dos concentraciones evapapero el Ct en las dos
concentraciones evaluadas abolié completamentenigidnalidad biologica de la enzima
sobre C6-HSL, posiblemente debido a la reacciogrdpos sulfidrilos de la enzima con el
CU?*. A diferencia de la AHL-lactonasags, que no fue inhibida por iones divalentes como
Mg, Ca y Mn, la AHL-lactonasa;.11516Si 10 estuvo y en varios de ellos como se muestra

la figura 20, ya que a concentraciones 2.0 mM dé*Ma actividad desaparecié por
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completo, aunque en los ensayos de las cepasesmon Mg sélo se detecté una leve
sombra alrededor del pozo indicando una buenaidativbiologica. Es posible que esta
inconsistencia sea debido a que el tiempo de @acon las cepas reporteras fue hasta de
dos horas, mientras que la cuantificacion se @daérminando la reaccion de la enzima
sobre C6-HSL a los 30 minutos. El efecto inhibiiotie C&" y Mn** concuerda con lo
observado con la cepa reportera CV026, aunque ybotéatura que explique el efecto del
Mn®* en la actividad AHL-lactonasa, si los hay sobrelésestabilizacién de un tipo de
topoisomerasas causada por el’M(Sissi et al., 2005). Los experimentos con la AHL-
lactonasa7.11516c0nN los iones F& PE* y CU** mostraron el mismo comportamiento que
la AHL-lactonasauggs1Yy los ensayos con CV026 (Wang et al., 2004); eileogque el F&
quiza tenga las mismas consecuencias que en lsayrea la que acelera la oxidacion de
grupos tioles (Tirrell y Middleman., 1978). Hastaoea no hemos encontrado reportes del
efecto de iones de’ky AI** en la actividad AHL-lactonasa. Es importante memai que

en recientes estudios con paraoxonasas (PON1 y P@¥8riben como los aminodacidos
histidina, acido aspartico, fenilalanina, entreostrtienen la habilidad de unirse a metales,
por esto se debe considerar que estos aminoactirs reportados como esenciales en la
actividad catalitica de las AHL-lactonasas, pormg®, el acido aspartico (en las
posiciones 50 y 108) y varias histidinas (en lasgiones 104, 106, 109, 169, y 235) estan
involucrados en la interaccion con el anillo HSLdemas de la coordinacion y
estabilizacion con el zinc. Del mismo modo [&’Pparticipa en la unién de la cadena acilo
en el canal hidrofébico del sitio activo (Pla et 2007; Kim et al., 2005).

El agente quelante EDTA no afecté negativamengeti@idad de la AHL-lactonagg-11516
tanto en evaluaciones con el biosensor CV026 camlosensayos de HPLC-MS, aunque
se evaluaron concentraciones muy altas de estevedtO, 25 y 50 mM). Esto concuerda
con el comportamiento de la AHL-lactonagg;. La excelente actividad de la enzima
AHL-lactonasau7-11516S0bre el sustrato C6-HSL, aun en presencia dg @itacentraciones
de EDTA, es muy interesante porque a pesar de feeemismo motivos propios de
metaloenzimas, éstas se caracterizan por ser dasibpor el agente quelante EDTA

(Copeland, 2000, Bebrone, 2007), por lo tanto, germmferir que a pesar de tener el
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motivo catalitico **HXDH®[H*®° la AHL-lactonasa.11516 posiblemente no es una

metaloenzima, como lo han sefialado Wang et al4{200

La AHL-lactonasaz-11516 MoOstro una gran afinidad por los sustratos, pasocbnstantes
cataliticas y de eficacia fueron bajas comparadadas resultados de Wang et al. (2004),
aungue tuvo mejor afinidad por los sustratos evlsajue la AHL-lactonasag:. Este
comportamiento cinético puede explicarse por la leancentracion de sustrato usada en
los ensayos, donde en la concentracion mas akamtraba en una relacién milimolar
1:167 de enzima:sustrato, mientras que, en losriexgetos de la AHL-lactonasag: en
una proporcion 1:20.000. A pesar que la enzima d&icel mismo comportamiento
propuesto por Michaelis-Menten para todos los ategr el no usar condiciones
completamente saturantes de sustrato afecta lacidatb de la reaccidon y como
consecuencia las constantes cataliticas y de &fjgacque se espera que la velocidad de la
reaccion sea proporcional a la concentracion dajptgjo ES (enzima-sustrato); es decir, a
bajas concentraciones de sustrato la concentrad®nES podria ser directamente
proporcional a la concentracion de sustrato, masntjue a altas concentraciones de S,
practicamente toda la enzima podria estar presene forma del complejo ES y bajo estas
condiciones la velocidad depende de la tasa dsftranaciones quimicas que convierten el
complejo ES a EP (enzima-producto) y posteriormdibierar el producto para que la
enzima quede disponible nuevamente y aunque sédédiema mas sustrato é€sto ya no
afectaria la velocidad de la reaccion (Copelan@020También es importante sefialar que
ademas de la concentracion del sustrato, nuestpEsimentos de cinética se realizaron a
30°C mientras que los Wang et al. (2004) a 22dC€ual también pudo favorecer una

mejor afinidad.

Los resultados encontrados con los ensayos deifisipgad concuerdan con los parametros
cinéticos. Del mismo modo, comparado con los ersdgdVNang et al. (2004), la condicién
de saturacion usada (1:6.000), fue superior adatra; sin embargo, la especificidad por la
C4-HSL (12.47 pmol.mihmg?) superé a la actividad de 10.04 pmol.thing® lograda
por la AHL-lactonasaos:. Del mismo modo, la AHL-lactonasaiis16 tuvo una actividad

de 6.554 pmol.mimg® sobre C6-HSL, la cual representa un poco mas detél de la
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actividad de la AHL-lactonasagicon este mismo sustrato. Es importante sefialasgue
realizé un ensayo en la mismas condiciones de Véarg. (2004) (saturacion en una
relaciéon 1:6000) y se encontré que la actividadiredética fue 31 veces mayor que la
determinada en condiciones inferiores de saturagiosuperd significativamente la
reportada para este sustrato por la AHL-lactonasa Estos resultados sugieren que la
AHL-lactonasas;.11516ademas de tener mejor afinidad por los sustratalsi@dos, también
podria mostrar mejor comportamiento respecto atetante catalitica y de eficacia. Esta
tltima afirmacion podria comprobarse o0 descartazea nuevos experimentos en
concentraciones de saturacion mayores a las deserntla metodologia. Por otra parte, en
la hidrdlisis del sustrato C7-HSL la enzima AHL{@tasay7-11516tUv0 Un comportamiento
parecido al mostrado con C6-HSL, posiblemente posiiilaridad del tamafio en la
longitud de la cadena acilo, aunque hasta el mamenhay reportes que indiquen que este
sustrato se produce en la naturaleza (Morin et28D3); en cambio, si los hay sobre la
actividad de paraoxonasas con C7-HSL, lo cual andige este sustrato es susceptible a la
hidrdlisis enzimatica (Draganov et al., 2005). lta actividad hidrolitica (29.99 pmol.min

! mgh) de la AHL-lactonasa;.11s16con C8-HSL es cuestionable, ya que este sustrato
presentd muy poca solubilidad a la concentracié@ueda y por lo tanto la cuantificacion
puede estar sesgada por la precipitacion. Adensis, ancuerda con los resultados
observados con la cepa reportera NTL4 que dete®tdSL residual, mientras que con las
mismas condiciones experimentales pero con eladas6-HSL, el biosensor CV026 no

indic6 sustrato residual.

Los resultados experimentales del estudio de la-fddtonasa.11516 la cual es estable a
altas temperaturas y en condiciones de pH alcalkdemas de tener afinidad por los
diferentes sustratos evaluados, podria ser unaarhimta viable y aplicable en la
agricultura en cultivos que estén expuestos a cmrdis ambientales similares y afectados

por fitopatdgenos que utilicen AHLS en su sistema&amunicacion bacteriana.

61



9. CONCLUSIONES

La AHL-lactonasa7-11516 recombinante del geaiiA de Bacillus thuringiensig7-11s16 €S
una enzima con actividad biologica sobre AHLs derdntes longides de la cadena acilo y
con mayor afinidad por sustratos de cadena codmbién es una enzima cataliticamente
activa a altas temperaturas y en soluciones akslipero es inhibida por varios iones
divalentes como Cu, Mn, Fe, Pb, Mg y Ca; del misnmalo por iones monovalentes (K) y
trivalentes (Al).

La actividad de la AHL-lactonaga.11516N0 fue afectada por el agente quelante EDTA, lo
gue sugiere que quiza no hace parte de las metaloes) a pesar de tener los motivos de

unién a zinc en su secuencia peptidica.

AHL-lactonasau7-11516 podria ser una enzima potencial para controlapditbgenos que
utilicen AHLs en su sistema de comunicacion ceJulaun mas si la cepa dB.
thuringiensisde la que procede produce cristales involucradodaetoxicidad contra
lepiddpteros.
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10. RECOMENDACIONES Y PROYECCIONES

Evaluar la actividad de la AHL-lactonasaiisis usando mayores concentraciones de
sustratos y menores intervalos de pH y temperagtdeterminar la actividad lactonasa con

soluciones de iones de zinc.

Desarrollar formulaciones con base en AHL-lactonasa;s0 de la cep®. thuringiensis
gue permitan disminuir la patogenicidad de fitogattios que afecten cultivos de interés

agricola.

Usar la enzima AHL-lactonasaiis16 para el desarrollo de productos farmacéuticos
aplicable a humanos y animales para el controlnfeEcciones ocasionadas por bacterias

Gram negativas que hayan presentado resistentca&ahiento con antibiéticos.
Utilizar el genaiiA de la cepa dB. thuringiensigara el desarrollo de plantas modificadas

genéticamente que expresen la AHL-lactonasasispara contrarrestar la comunicacion de
las células de patégenos y de esta forma interrushproceso de virulencia.
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ANEXO 1

Andlisis estadistico de efecto de iones y agentestpnte en la actividad AHL-
lactonasaaz-11516

Two Way Analysis of Variance

Data source:Data 1 in Notebook 1

General Linear Model

Dependent Variable: Col 3 = datos
Normality Test: Failed (P <0,050)

Equal Variance Test: Passed (P =0,105)

Source of Variation DF SS MS F P

Col 1 =ion 9 7,375 0,819 236,133 <0,001

Col 2 = concentraciones 1 0,683 0,683 196,812 <0,001
Col 1 xCol 2 9 0,704 0,0782 22,539 <0,001
Residual 41 0,142 0,00347

Total 60 8,968 0,149

The difference in the mean values among the diftdevels of Col 1 is greater than would be expa:tie

chance after allowing for effects of differencegCiol 2. There is a statistically significant diéace (P =

<0,001). To isolate which group(s) differ from thitners use a multiple comparison procedure.

The difference in the mean values among the diftdisels of Col 2 is greater than would be expetie

chance after allowing for effects of difference<Ciol 1. There is a statistically significant diface (P =

<0,001). To isolate which group(s) differ from thihers use a multiple comparison procedure.

The effect of different levels of Col 1 dependswdrat level of Col 2 is present. There is a stiatidity
significant interaction between Col 1 and Col P.<<0,001)

Power of performed test with alpha = 0,0500: fof C: 1,000
Power of performed test with alpha = 0,0500: fof £: 1,000
Power of performed test with alpha = 0,0500: fot Cx Col 2 : 1,000

Least square means for Col 1 :

Group Mean SEM

Al 0,0694 0,0225
Cu -2,637E-016 0,0240
Mn 0,149 0,0240
Fe 0,236 0,0240
Pb 0,555 0,0240
Mg 0,369 0,0240
Ca 0,395 0,0240
k 0,515 0,0240

7C



PBS 1,065
EDTA 1,020

Least square means for Col 2 :

Group Mean

0,2 mM 0,543
2 mM 0,331

0,0240
0,0240

SEM
0,0108
0,0106

Least square means for Col 1 x Col 2 :

Group

Al x 0,2 mM
Al x2 mM
Cux0,2mM
Cux2mM
Mn x 0,2 mM
Mn x 2 mM
Fe x 0,2 mM
Fex2 mM
Pb x 0,2 mM
Pb x 2 mM
Mg x 0,2 mM
Mg x 2 mM
Cax0,2mM
Cax2mM
kx 0,2 mM
kx2mM
PBS x 0,2 mM
PBS x 2 mM

EDTA x 0,2 mM

EDTAXx2 mM

All Pairwise Multiple Comparison

Mean
0,139
-2,810E-016
-3,018E-016
-2,255E-016
0,297
-3,365E-016
0,363
0,108
0,763
0,347
0,480
0,259
0,431
0,359
0,875
0,155
1,065
1,065
1,020
1,020

Comparisons for facto€ol 1

Comparison
PBS vs. Cu
PBS vs. Al

PBS vs. Mn
PBS vs. Fe
PBS vs. Mg
PBS vs. Ca
PBS vs. k

PBS vs. Pb

PBS vs. EDTA

EDTA vs. Cu
EDTA vs. Al

EDTA vs. Mn
EDTA vs. Fe
EDTA vs. Mg
EDTA vs. Ca
EDTA vs. k

Diff of Means

1,065
0,996
0,916
0,829
0,696
0,670
0,550
0,510
0,0454
1,020
0,950
0,871
0,784
0,650
0,625
0,504

SEM

0,0340
0,0295
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340
0,0340

Procedures (TuRest):

p q
10 44,285
10 42,758
10 38,105
10 34,488
10 28,921
10 27,864
10 22,864
10 21,201
10 1,888
10 42,397
10 40,808
10 36,217
10 32,600
10 27,033
10 25,975
10 20,976

P
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,939
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

P<0,050

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
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EDTA vs. Pb 0,464 10 19,313 <0,001 Yes

Pb vs. Cu 0,555 10 23,083 <0,001 Yes
Pb vs. Al 0,486 10 20,861 <0,001 Yes
Pb vs. Mn 0,407 10 16,904 <0,001 Yes
Pb vs. Fe 0,320 10 13,287 <0,001 Yes
Pb vs. Mg 0,186 10 7,720 <0,001 Yes
Pb vs. Ca 0,160 10 6,662 0,001 Yes
Pb vs. k 0,0400 10 1,663 0,972 No
kvs. Cu 0,515 10 21,421 <0,001 Yes
k vs. Al 0,446 10 19,144 <0,001 Yes

kvs. Mn 0,367 10 15,241 <0,001 Yes
k vs. Fe 0,280 10 11,624 <0,001 Yes
k vs. Mg 0,146 10 6,057 0,004 Yes

kvs. Ca 0,120 10 5,000 0,031 Yes
Cavs. Cu 0,395 10 16,421 <0,001 Yes
Cavs. Al 0,326 10 13,981 <0,001 Yes
Cavs. Mn 0,246 10 10,242 <0,001 Yes
Cavs. Fe 0,159 10 6,624 0,001 Yes
Cavs. Mg 0,0254 10 1,058 0,999 No
Mg vs. Cu 0,369 10 15,364 <0,001 Yes
Mg vs. Al 0,300 10 12,888 <0,001 Yes

Mg vs. Mn 0,221 10 9,184 <0,001 Yes

Mg vs. Fe 0,134 10 5,567 0,010 Yes
Fe vs. Cu 0,236 10 9,797 <0,001 Yes
Fe vs. Al 0,166 10 7,139 <0,001 Yes
Fe vs. Mn 0,0870 10 3,617 0,270 No
Mn vs. Cu 0,149 10 6,180 0,003 Yes
Mn vs. Al 0,0792 10 3,403 0,349 No

Al vs. Cu 0,0694 10 2,979 0,534 No

Comparisons for factoCol 2
Comparison Diff of Means p q P P<0,050
0,2 mMvs. 2 mM 0,212 2 19,840 <0,001 Yes

Comparisons for facto€ol 2 within Al
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
0,2 mMvs.2 mM 0,139 2 4,361 0,004 Yes

Comparisons for facto€ol 2 within Cu
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
2mMvs. 0,2 mM 7,633E-017 2 2,244E-015 1,000 No

Comparisons for facto€ol 2 within Mn
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
0,2 mMvs.2 mM 0,297 2 8,739 <0,001 Yes

Comparisons for facto€ol 2 within Fe
Comparison Diff of Means p q P P<0,05



0,2 mMvs. 2 mM 0,255 2 7,497

Comparisons for facto€ol 2 within Pb
Comparison Diff of Means p q
0,2 mMvs.2 mM 0,416 2 12,217

Comparisons for facto€ol 2 within Mg
Comparison Diff of Means p q
0,2 mMvs.2 mM 0,221 2 6,513

Comparisons for factoCol 2 within Ca
Comparison Diff of Means p q
0,2 mMvs.2 mM 0,0717 2 2,107

Comparisons for facto€ol 2 within k
Comparison Diff of Means p q
0,2 mMvs.2 mM 0,720 2 21,176

Comparisons for facto€ol 2 within PBS
Comparison Diff of Means p q
0,2 mMvs.2 mM 0,000605 2 0,0178

Comparisons for facto€ol 2 within EDTA
Comparison Diff of Means p q
0.2 mMvs. 2mM 0,000 2 0,000

Comparisons for facto€ol 1 within 0,2 mM

Comparison Diff of Means p q
PBS vs. Cu 1,065 10 31,323
PBS vs. Al 0,927 10 27,244
PBS vs. Mn 0,768 10 22,584
PBS vs. Fe 0,702 10 20,647
PBS vs. Ca 0,635 10 18,658
PBS vs. Mg 0,585 10 17,203
PBS vs. Pb 0,302 10 8,892
PBS vs. k 0,190 10 5,588
PBS vs. EDTA 0,0457 10 1,344
EDTA vs. Cu 1,020 10 29,979
EDTA vs. Al 0,881 10 25,900
EDTA vs. Mn 0,722 10 21,240
EDTA vs. Fe 0,657 10 19,303
EDTA vs. Ca 0,589 10 17,314
EDTA vs. Mg 0,539 10 15,859
EDTA vs. Pb 0,257 10 7,548
EDTA vs. k 0,144 10 4,244
kvs. Cu 0,875 10 25,735
kvs. Al 0,737 10 21,655

<0,001

<0,001

<0,001

0,144

<0,001

0,990

1,000

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,010
0,994
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,111
<0,001
<0,001

Yes

P<0,05
Yes

P<0,05
Yes

P<0,05
No

P<0,05
Yes

P<0,05
No

P<0,05
No

P<0,05
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
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kvs. Mn
k vs. Fe
kvs. Ca
k vs. Mg
kvs. Pb
Pb vs. Cu
Pb vs. Al

Pb vs. Mn

Pb vs. Fe
Pb vs. Ca

Pb vs. Mg
Mg vs. Cu

Mg vs. Al

Mg vs. Mn

Mg vs. Fe

Mg vs. Ca

Cavs. Cu
Cavs. Al

Cavs. Mn

Cavs. Fe
Fe vs. Cu
Fe vs. Al

Fe vs. Mn

Mn vs. Cu

Mn vs. Al
Al vs. Cu

0,578
0,512
0,445
0,395
0,112
0,763
0,624
0,466
0,400
0,332
0,283
0,480
0,341
0,183
0,117
0,0495
0,431
0,292
0,134
0,0677
0,363
0,224
0,0659
0,297
0,158
0,139

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Comparisons for facto€ol 1 within 2 mM
Comparison
PBS vs. Mn
PBS vs. Al

PBS vs. Cu

PBSvs. F
PBS vs. k

e

PBS vs. Mg
PBS vs. Pb
PBS vs. Ca

PBS vs. EDTA

EDTA vs.
EDTA vs.
EDTA vs.
EDTA vs.
EDTA vs.
EDTA vs.
EDTA vs.
EDTA vs.
Cavs. Mn
Cavs. Al

Cavs. Cu
Cavs. Fe
Cavs. k

Cavs. Mg
Cavs. Pb
Pb vs. Mn
Pb vs. Al

Mn
Al
Cu
Fe
k
Mg
Pb
Ca

Diff of Means

1,065
1,065
1,065
0,957
0,910
0,806
0,717
0,706
0,0451
1,020
1,020
1,020
0,911
0,865
0,761
0,672
0,661
0,359
0,359
0,359
0,251
0,204
0,100
0,0117
0,347
0,347

p
10

10
10
10
10
10
10
10
10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10
10
10

10

10
10

10

10

16,995
15,059
13,070
11,615
3,304
22,431
18,352
13,692
11,755
9,766
8,311
14,120
10,041
5,381
3,444
1,455
12,665
8,586
3,926
1,989
10,676
6,597
1,937
8,739
4,660
4,079

q
31,305
33,467
31,305
28,126
26,746
23,698
21,091
20,747
1,326
29,979
32,049
29,979
26,800
25,420
22,371
19,765
19,421
10,558
11,287
10,558
7,379
5,999
2,950
0,344
10,214
10,919

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,389
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,015
0,333
0,989
<0,001
<0,001
0,179
0,918
<0,001
0,001
0,930
<0,001
0,056
0,143

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,994
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,004
0,547
1,000
<0,001
<0,001

Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Yes
Yes
No
Do Not Test
Yes
Yes
Do Not Test
Yes
No
No

P<0,05
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
No
Do Not Test
Yes
Yes
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Pb vs. Cu
Pb vs. Fe
Pb vs. k
Pb vs. Mg
Mg vs. Mn
Mg vs. Al
Mg vs. Cu
Mg vs. Fe
Mg vs. k
kvs. Mn
k vs. Al
kvs. Cu

k vs. Fe
Fe vs. Mn
Fe vs. Al
Fe vs. Cu
Cu vs. Mn
Cuvs. Al
Al vs. Mn

0,347 10
0,239 10
0,192 10
0,0886 10
0,259 10
0,259 10

0,259 10
0,151 10
0,104 10

0,155 10
0,155 10

0,155 10
0,0469 10
0,108 10
0,108 10

0,108 10

1,110E-016 10
5,551E-017 10
5,551E-017 10

10,214
7,035
5,655
2,606

7,607

8,133
7,607
4,429

3,048

4,559

4,874
4,559
1,380
3,179

3,398
3,179
3,264E-015
1,745E-015
1,745E-015

<0,001
<0,001
0,009
0,705
<0,001
<0,001
<0,001
0,083
0,502
0,067
0,039
0,067
0,992
0,443
0,350
0,443
1,000
1,000
1,000

Yes

Yes

Yes
Do Not Test
Yes

Yes

Yes

No

Do Not Test

No

Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Test
Do Not Tes
Do NottTes
Do NottTes

A result of "Do Not Test" occurs for a comparisohem no significant difference is found between two
means that enclose that comparison. For exanipleuihad four means sorted in order, and found no
difference between means 4 vs. 2, then you wouldesb 4 vs. 3 and 3 vs. 2, but still test 4 vantl 3 vs. 1
(4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed by 4 vs. 2: 483 Note that not testing the enclosed meangpi®eedural
rule, and a result of Do Not Test should be treated there is no significant difference betwelea ineans,
even though one may appear to exist.
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ANEXO 2

Andlisis estadistico de especificidad de la AHL-lagnasa47-1151400r €l sustrato.

One Way Analysis of Variance
Data source:Data 1 in Notebook 1
Normality Test: Passed (P =0,435)

Equal Variance Test: Passed (P =0,192)

Group Name N Missing Mean Std Dev  SEM

C4-HSL 3 0 12,470 0,767 0,443

C6-HSL 3 0 6,554 0,374 0,216

C7-HSL 3 0 4,827 1,748 1,009

C8-HSL 3 0 29,990 0,984 0,568

Source of Variation DF SS MS F P
Between Groups 3 1189,371 396,457 333,704 <0,001
Residual 8 9,504 1,188

Total 11 1198,875

The differences in the mean values among the tevdtgroups are greater than would be expected dyoeh
there is a statistically significant difference £0,001).

Power of performed test with alpha = 0,050: 1,000

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (TuKest):

Comparisons for factor:
Comparison Diff of Means p q P P<0,050

C8-HSL vs. C7-HSL 25,163 4 39986 <0,001 Yes
C8-HSL vs. C6-HSL 23,437 4 37,243 <0,001 Yes
C8-HSL vs. C4-HSL 17,520 4 27,841 <0,001 Yes
C4-HSL vs. C7-HSL 7,643 4 12,145 <0,001 Yes
C4-HSL vs. C6-HSL 5,917 4 9,402 <0,001 Yes
C6-HSL vs. C7-HSL 1,727 4 2,744 0,285 No
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