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Introduccién

El ensamblaje de los virus bacteriofagos requiere que
los distintos componentes estructurales del mismo
interaccionen de forma secuencial y especifica. En
esle complejo proceso, las proteinas que forman la
region que conecta la cabeza con la cola del virus
(conectores) participan activamente en el ensamblaje
de las procabezas y, posteriormente, en ¢l reco-
nocimiento y empaguetamiento del DNA viral dentro
de la cabeza del fago (1).

l.a microscopia electrénica ha permitido obtener
amplia informacion estructural sobre el conector
del bacteriofago ®29 (2, 3). Sin cmbargo, las limi-
laciones técnicas de las rcconstrucciones tridimen-
sionales obtenidas por microscopia eléctronica no
han permitido obtencr informacidn detallada sobre
la topogralia de la superficic del conector, a pesar
de la importancia que esta informacion tendria para
entender ¢l proceso de intcraccion con DNA y los
otros ligandos que participan en el proceso de reco-
nocimiento y empaquetamicnto de DNA. El mi-
croscopio de fuerzas atomicas operando en liquidos
ha demostrade recientemente ser capaz de propor-
cionar imagenes topogriaficas con resolucion sub-
nanométrica de proteinas de membrana (4).

Figura 1. Topografia con alta resolucién de la superficie de
un cristal bidimensional de conectores de 29, Conectores
visualizados aplicando una fuerza de 50-100 pN (o) y de
150 pN (b). Las barras equivalen a 50 nm. La escala de gri-
ses abarca un rango de 4 nm .
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Ilemos utilizado esta técnica para cstudiar la su-
perficic de cristales bidimensionales de conectores
de @29 adsorbidos sobre mica. La nucva informa-
cion estructural adquirida complementa la obtenida
por crioelectromicroscopia.

Resultados

Se tomaron imégenes de la superficie de cristales bi-
dimensionales de conectores adsorbidos firmemente
sobre la superficic de mica y sumergidos en solucién
tampoén (5).

En la imagen presentada en la Figura | pueden ob-
servarse los detalles estructurales de la superficie de
cada conector. En las imagenes tomadas aplicando
menor fuerza (Figura la) se distinguen claramente
los extremos estrechos de los conectores sobresa-
liendo dc la superficie del cristal. Sélo pueden obser-
varse los detalles estructurales del extremo mads an-
cho cuando imperfecciones del cristal (circulo blanco
en la Figura la) permiten que la punta penetre hasta
ellos. 8i se aplica con la punta mayor fuerza sc des-
plazan reversiblemente los extremos estrechos de los
conectores y se distinguen entonces las doce subuni-
dades y el orificio central de la base mas ancha (Fi-
gura 1b).

Las imagenes obtenidas con microscopia de fuer-
zas confirman la localizacion de dos conectores por
celda unidad orientados en direcciones opucstas, tal
y como lo indica el grupo p42,2 descrito anterior-
mente (3). Permiten también determinar que la altura
minima del conector es de 7,6 £ (3,5 nm y estimar
que la altura del extremo estrecho es de 5,0 £ 0,6 nm
mientras que la del extremo mas ancho es de
2,6 +£ 0,6 nm. Se¢ observa también que la forma del
canal no es cilindrica sino tronco-cénica. Otra infor-
macion relevante obtenida es la vorticidad que pre-
senta la superficie de las doce subunidades dcl ex-
tremo ancho del conector, Estos datos contribuyen a
refinar el modelo tridimensional del conector exis-
tente (Figura 2c¢),
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Figura 2. a) Vista en perspectiva de
la imdgen promediada y simetriza-
da de la fopografia del cristal del
®29. La topografia se obtuvo a
partir de promedios simetrizados
del extremo estrecho y del extremo
ancho del conector. La celda uni-
dad (senalada por las cuatro es-
quinas blancas) mide 16,5 nm x
16,5 nm. b} Vista lateral de la re-
construccién tridimensional del co-
nector obtenida a partir de image-
nes inclinadas de cristales tefidos
negativamente {adaptado de (2)) <)
Vista lateral del modelo fridimen-
sional obtenidos de los datos en b)
después de combinar con la infor-
macién obtenida con el microsco-
pio de fuerzas atémicas.
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