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RESUMEN

El patogeno Piscirickettsia salmonis es el agente causal del sindrome rickettsial
del salmon (SRS), enfermedad que afecta en gran medida a la industria salmonera
nacional. Esta bacteria gram negativa ha sido descrita hasta ahora como intracelular
obligada y no métil, sin embargo existen evidencias recientes de nuestro laboratorio de la
presencia de genes flagelares en su genoma. Debido a esto se considero la posibilidad de
que P. salmonis pudiera expresar un flagelo funcional en respuesta a estimulos que
simulen sus estadios extracelulares, como seria su inmersion en agua de mar. En la
presente tesis se aislaron y secuenciaron los genes flagelares flgC y flgD a partir del
ADN gendémico de la bacteria. Ambos genes se expresaron en E. coli dando origen a las
proteinas recombinantes FlgC y FlgD, con las cuales se desarrollaron anticuerpos
monoclonales. Los estudios de expresion in vivo de los genes flgC y flgD, indicaron que
¢stos se transcriben como una sola unidad transcripcional, sin embargo no se pudo
detectar la presencia de las respectivas proteinas mediante anticuerpos monoclonales.
Igualmente, estudios de microscopia bajo diferentes condiciones de incubacion tampoco
detectaron la expresion de un flagelo. La falta de deteccion de las proteinas flagelares
FlgC y FlgD o de un flagelo en P. salmonis puede deberse a que las condiciones de
estimulacion no fueron las adecuadas para que este se expresara. Alternativamente, es
posible que a pesar que P. salmonis contiene la mayoria de los genes flagelares carece de
alguno que es vital para la formacion de la estructura. La funcidon de estos genes en P.
salmonis es mas bien incierta y se podria especular que tal vez forman parte de un
sistema de secrecion de tipo III, o que solo son evidencia de alglin resabio evolutivo o de

algin evento de transferencia horizontal.
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ABSTRACT

The pathogen Piscirickettsia salmonis is the causal agent of the salmon rickettsial
syndrome (SRS), a disease that greatly affects the Chilean salmon industry. This
bacterium has been characterized as obligate intracellular and non motile. However
recent evidence obtained in our laboratory indicates the presence of flagellar genes as a
part of its genome. Therefore, the possibility of the expression of a functional flagellar
system in P. salmonis as a result of stimulation by conditions similar to the extracellular
environment, such as sea water, has been considered. The flagellar genes flgC and flgD
were isolated from P. salmonis genomic DNA and sequenced. Both genes were expressed
as recombinant proteins in E. coli, and monoclonal antibodies produced. RT-PCR studies
of flgC and flgD expression in vivo indicate that these genes are being transcribed
together as a single transcriptional unit, but no flagellar proteins were detected using the
monoclonal antibodies. Similarly, observations made by microscopy indicate that there is
no visible flagellar structure in P. salmonis. The failure to detect these flagellar proteins
and the absence of a flagellum may be due to the inappropriate conditions tested. On the
other hand, in spite of having many flagellar genes, it is possible that P. salmonis lacks
another one of these genes that may be fundamental for the assembly of the structure.
Thus, the significance of the presence of these genes in P. salmonis genome remains
undilucidated. They may be part of a type III secretion system, or perhaps they are

evidence of an evolutionary remanent or the result of a horizontal gene transfer event.



I. INTRODUCCION

1. SALMONICULTURA EN CHILE

La salmonicultura comenz6 hace aproximadamente dos décadas en Chile,
destacando su explosivo crecimiento en la década de los noventa, que ha llevado a
nuestro pais a ocupar el segundo lugar a nivel mundial de la industria de los salmoénidos
después de Noruega. Las cifras actuales revelan este hecho, es asi como durante el afio
2003 la exportacion de salmonidos fue de cerca de 285 mil toneladas, las que dieron
origen a ventas por 1.147 millones de dolares (Industria del salmoén, 2004). Los
principales mercados de exportaciéon son Estados Unidos, Japon y Europa, donde la
tendencia de la industria es a seguir en alza con expectativas de duplicar sus nimeros de
aqui al 2015 y a mantener su posicion de lider a nivel mundial (ProChile New York,
2003). La salmonicultura se ubica geograficamente en la zona sur de Chile
principalmente en las regiones X y XI, donde el cultivo se centra en especies de salmon
coho (Oncorhynchus kitsutch), salmén del atlantico (Salmo salar), trucha arcoiris (O.
mykiss) y salmon chinook (O. tshawytscha). Los salmoénidos se cultivan en balsas jaulas
en condiciones de agua dulce y salada, para lo que se utilizan ovas importadas asi como
también ovas producidas en el pais, y son alimentados principalmente con harina y aceite
de pescado. El gran impacto econémico y social que ha generado el desarrollo de esta
industria, se ve afectado por un fuerte impacto ecoldgico y una serie de problemas de

enfermedades infecciosas que afectan la produccion. Dentro de estas enfermedades se



pueden encontrar las de origen viral como el IPN (necrosis pancredtica infecciosa), el
ISA (anemia infecciosa de salmoén) o el VHS (septicemia viral hemorragica); asi como
también existen las enfermedades de origen bacteriano como el BKD (enfermedad
bacteriana del rifion), la furunculosis, la vibriosis y el SRS (sindrome rickettsial
salmonideo). Todas ellas han perjudicado enormemente el desarrollo de la industria en
los ultimos afos, contaminando y arruinando la produccién (Fundacion Terram, 2001).
Esto ha creado un gran interés por parte de empresarios e investigadores por conocer mas
de estas enfermedades y sus patogenos, para lo que es necesario conocer la biologia de

los mismos y sus mecanismos de infeccion.

2. P. SALMONIS Y EL SINDROME RICKETTSIAL SALMONIDEO (SRS)

El Sindrome Rickettsial Salmonideo o SRS es una de las enfermedades que
produce mas pérdidas a la industria de la salmonicultura, las que se derivan de costos
asociados a la mortalidad de peces y tratamiento de la enfermedad (Aquanoticias, 2003;
Fryer y Hedrick, 2003). La patologia causada por la bacteria Piscirickettsia salmonis en
el sur de Chile fue descrita inicialmente en 1989 por Bravo y Campos (Bravo y Campos,
1989), y luego caracterizada mayormente por Fryer en 1990 (Fryer y col., 1990). Esta
enfermedad se caracteriza principalmente por producir anorexia, hemorragias y anemia
severa en los peces. Las lesiones se ubican en higado, rifiones, intestino y cerebro, con
gran porcentaje de necrosis. Ademas son frecuentes las lesiones en branquias y aletas,
ulceraciones, oscurecimiento de la piel, conductas letargicas de los peces y nado

superficial en el agua (Larenas y col., 1998; Mauel y Miller, 2002). El patégeno P.



salmonis fue descrito como una bacteria “de tipo rickettsial”, gram negativa, intracelular
obligada, no motil, pleomorfica pero predominantemente cocoide, de entre 0,5 a 1,5 um
de didmetro y que se agrupa ocasionalmente en forma de anillos o pares dentro de
vacuolas citoplasmaticas en las células hospedadoras (Fryer y col., 1992, 1997). Debido a
sus caracteristicas habia sido clasificada inicialmente como una rickettsia (en la categoria
de las a-proteobacterias, genero Rickettsiales), pero mas tarde por analisis filogenético
mediante la secuencia de su ARN 16S fue clasificada en la categoria de las y-
proteobacterias, donde se ubican las Legionellales, Aeromonadales, Vibrionales,
Enterobacteriales y Pseudomonadales (Mauel y col., 1999; Fryer, 2001). EI cultivo de
esta bacteria en el laboratorio debe ser realizado en lineas celulares embrionarias de
salmén como las células CHSE-214 (Chinook Salmon Embryo Cell), en condiciones de
esterilidad a 16°C. Hasta el momento no se sabe de ningiin medio de cultivo extracelular
en que estas bacterias puedan ser crecidas. Por otra parte, P. salmonis puede mantener su
infectividad hasta por un periodo de 14 dias en agua de mar, sin embargo en agua dulce,
el patdgeno pierde rapidamente su infectividad. La bacteria se puede tefiir con tincion de
Giemsa, azul de metileno y hematoxilina-eosina. Ademas se ha observado mediante
microscopia electronica en la que se denota una membrana externa muy ondulada y una
membrana interna citoplasmatica tipica de organismos rickettsiales. La transmision de la
bacteria podria ocurrir en forma vertical (de una generacion a otra) (Larenas y col., 2003)
o también en forma horizontal (de un pez infectado a otro) (Almendras y col., 1997), sin
embargo no son claros los mecanismos que puedan explicar estos fenomenos. Ademas no
se sabe si existe algun reservorio especial de la bacteria en la naturaleza o de algun vector

que ayude en su proceso de infeccion (Fryer y Hedrick, 2003).



Debido a que la distribucion de esta bacteria a través del mundo es sélo en
algunos lugares muy especificos donde se cultiva el salmon industrialmente, como en
Chile, Noruega o Canada, los estudios referentes a ella no han sido muchos. A esto se
suma su complicado cultivo, que ha dificultado la caracterizacion de esta bacteria y por lo
tanto se sabe muy poco de su biologia. Recientemente la Fundacion Ciencia para la Vida
en colaboracion con la empresa Incyte Genomics secuencio cerca del 95% del genoma de
P. salmonis, obteniendo un borrador en el que se identificaron aproximadamente 1.500
genes (Valenzuela y col., 2001). Dentro de los genes identificados se encontraron genes
relacionados con la formaciéon y funcionamiento de un flagelo. Estos genes flagelares
presentes en el genoma de P. salmonis permiten considerar la posibilidad de que esta
bacteria podria expresar una estructura flagelar, antes no descrita, que ayudaria a explicar
de alguna manera algunos fenomenos del ciclo de vida de la bacteria, asi como sus vias

de infectividad y también su virulencia.

3. FLAGELO: ESTRUCTURA Y FUNCION

El flagelo bacteriano es una estructura altamente compleja que da origen a la
motilidad de las células. La presencia de un flagelo confiere una gran ventaja a los
organismos en su adaptacion, dispersion por el medio, en la eficiencia de adquirir
nutrientes y evitar sustancias toxicas, sin embargo se requiere de un gran costo energético
para crearlo y hacerlo funcionar, asi como también implica la presentacion de estructuras
potencialmente antigénicas al sistema inmune del huésped (Ottemann y Millar, 1997;

McCarter, 2001). Ademas la motilidad generalmente va asociada a funciones de



adherencia e invasion al huésped, lo que aumenta la virulencia de la bacteria (Ormonde y
col., 2000).

La sintesis y funcion del flagelo estdn determinadas por una serie de factores
externos como temperatura, concentraciéon de sales, niveles de AMPc, transicion entre
superficies o liquidos, fase de crecimiento y control del ciclo celular, entre otros (Aizawa
y Kubori, 1998; Chicott y Hughes, 2000). Esto implica que el mecanismo por el cual
funciona el flagelo involucra una serie de proteinas regulatorias de su sintesis y actividad.

Se ha descrito que en general las bacterias que poseen flagelo utilizan alrededor
de 40 a 50 genes que participan en funciones de regulacién de la sintesis flagelar,
estructura flagelar, quimiotaxis, motor flagelar y exportacion de proteinas. Gran parte de
ellos han sido caracterizados individualmente describiendo su funcion, localizacion
subcelular y numero de copias por célula (Berg, 2003; Macnab, 2003).

El flagelo estd compuesto por un filamento rigido en forma de espiral, un codo
flagelar, y un cuerpo basal compuesto de un anillo L en la membrana externa, un anillo P
en el periplasma, un anillo MS en la membrana citoplasmatica y un eje o baston hueco
que une todos los anillos, y a través del cual se exportaran algunas proteinas (Kubori y
col., 1992; Morgan y Khan, 2001) (Figura 1). Unido al anillo MS se encuentra el motor
flagelar y el sistema de secrecion de proteinas tipo IIl. La estructura tridimensional,
organizacion y funcionamiento de este multicomplejo ha sido caracterizada mediante
microscopia electronica y debido a la generacion y caracterizaciéon de mutantes para cada

una de las proteinas involucradas (Kim y McCarter, 2000; Macnab, 2003).
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Figura 1. Esquema de un flagelo bacteriano junto con una fotografia del cuerpo basal del
flagelo hecho mediante microscopia electronica.

En el esquema de la izquierda se indica el nombre de las estructuras que
conforman el flagelo, la base, motor, gancho y filamento flagelar, asi como también el
nombre de las proteinas que las componen. En la fotografia de la derecha se ilustra la
estructura del cuerpo basal del flagelo de Salmonella typhimurium obtenido mediante
analisis y modelamiento con microscopia electronica (Berg, 2003).

El flagelo bacteriano funciona a través de un motor flagelar que obtiene su
energia a partir del gradiente electroquimico producido por el flujo de protones o iones

sodio a través de la membrana, y que estd compuesto por proteinas de anclaje ubicadas en



la membrana (Mot), proteinas que regulan el torque y sentido de la rotacion (FLiG, FliM y
FliN), y proteinas que activan y regulan el funcionamiento mediante sefiales de
quimiotaxis (Che) (DeRosier, 1998; Blair, 2003). Por el contrario, su homdlogo
eucarionte es un sistema basado en microtubulos y motores de dineina y que utiliza el
ATP como fuente de energia para su funcionamiento.

Los genes flagelares se encuentran agrupados en forma de operones, los cuales
ocupan una via regulatoria comun, conformando un regulén flagelar. Existen varios
operones en distintas regiones del cromosoma, en los cuales los genes se agrupan segin
el tiempo en el que se expresan, es decir tempranos, intermedios y tardios (Boyd y Gober,
2001; Dasgupta y col., 2003). A su vez estos se encuentran regulados por distintos tipos
de promotores (clase I, II y III), dentro de los cuales hay algunos regulados por el factor
o** especifico para los genes flagelares. Esta organizacién se mantiene a través de la
mayoria de las especies, sin embargo muchos de estos genes son expresados por mas de
un tipo de promotor, lo que implica que existe un complejo sistema de regulacion
(Kutsukake y col., 1990; Chilcott y Hughes, 2000)

Gran parte de los componentes del flagelo se exportan a través de la membrana
mediante un sistema de secrecion de tipo III (TTSS), para ser armados en la estructura
final (Minamino y Macnab, 1999; Hirano y col., 2003). Este sistema estd compuesto de
proteinas libres en el citoplasma asi como otras unidas al cuerpo basal del flagelo, que
exportaran algunos de los componentes mas distales a través de la estructura basal
previamente formada (Figura 1). Por su parte, los sistemas de secrecion de tipo III son
independientes de la presencia de un flagelo y son de gran importancia en la

patogenicidad de las bacterias, ya que son responsables de la secrecion de una serie de



factores de virulencia y componentes en la célula huésped (Hueck, 1998; Kubori y col.,
1998). Parte de los componentes de ambos sistemas presentan un cierto nivel de
homologia estructural y funcional, por lo que se especula su posible origen comun en
términos evolutivos (Gophna y col., 2003).

Debido a las evidencias de la presencia de genes flagelares en P. salmonis, y la
amplia informacion en la literatura de organizacion de genes flagelares, estructuras y
funcionamiento, hemos propuesto en este trabajo la hipdtesis de la posible existencia de
un flagelo en alguna etapa del ciclo de vida de esta bacteria. Esto explicaria una serie de
eventos que son de vital importancia en la interaccion del patdgeno con el huésped. Para
este trabajo de tesis se ha elegido aislar y estudiar la expresion de dos genes flagelares
estructurales, flgC y flgD. Ambos genes forman parte de un operdén que contiene los
genes flgB, flgC, flgD, flgE, flgF, flgG, flgH, flgl, flgd, flgK, mayoritariamente
estructurales y que se clasifican como genes intermedios en su tiempo de expresion. La
eleccion se hizo en base a que ambos dan origen a proteinas estructurales, que son
fundamentales en el funcionamiento y formacién de un flagelo, al igual que las demas
proteinas que forman la estructura.

El gen flgC codifica para una proteina estructural del eje proximal del cuerpo
basal del flagelo (Ran y Haeng, 2003; Saijo-Hamano y col., 2004). La proteina FIgC se
localiza en el espacio periplasmico, interactuando con las proteinas FlgB y FlgF (Figura
1), las cuales son partes del eje proximal que sustenta al complejo.

El gen flgD codifica para una proteina encargada del ensamblaje y estabilizacion
del codo flagelar al exterior de la bacteria (Kutsukake y Doi, 1994; Ohnishi y col., 1994).

La presencia de FlgD se ha descrito como esporadica ya que solo estaria presente cuando



el cuerpo basal ha sido finalizado, formando una especie de sombrero o tapén en el
extremo distal del mismo, estabilizando la estructura, similar a lo que ocurre con FIiD en
el filamento flagelar. Luego participaria de la misma forma en la sintesis del gancho
flagelar, y finalmente seria reemplazada para dar paso a la formacion del filamento
flagelar. De esta manera FlgD no es parte de la estructura final del flagelo y su presencia

(mayoritariamente extracelular) seria necesaria solo para la sintesis del flagelo.
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4. HIPOTESIS

La bacteria P. salmonis tendria una fase motil en su ciclo de vida, en la que
expresaria las proteinas necesarias para la formacion de un flagelo funcional, que
participaria en la adhesion y penetracion de la bacteria a la célula huésped, y que seria un

posible mecanismos de transmision horizontal.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las regiones codificadoras de los genes flgC y flgD y estudiar la
expresion in vivo de las proteinas FlgC y FlgD bajo diferentes condiciones de incubacion,

y la posible presencia de un flagelo funcional en P. salmonis.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar y secuenciar los genes estructurales flgC y flgD de P. salmonis.

e Clonar los genes flgC y flgD en vectores de expresion en E. coli con el fin de
obtener proteinas recombinantes.

® Obtener sueros policlonales y anticuerpos monoclonales contra las proteinas
recombinantes.

e Analizar la expresion de los genes flgC y flgD in vivo mediante las técnicas de

RT-PCR y Western blot.
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II. MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES

Los ratones Balb/c utilizados en este trabajo se obtuvieron del vivero de

BiosChile IGSA.

2. CELULAS

Las células CHSE-214 (linea celular embrionaria de salmén chinook
Oncorhynchus tshawytscha) ATCC CRL 1681 y la cepa de P. salmonis ATCC VR 1361
se obtuvieron de BiosChile IGSA. Las células de Escherichia coli competentes Novablue

y BL21 (DF3) se adquirieron en la empresa Novagen.

3. REACTIVOS

Las sales, acidos, bases, glucosa, bromuro de etidio y solventes utilizados de
grado analitico o de biologia molecular, se obtuvieron en Merck y Sigma. Las enzimas de
restriccion, Taq ADN polimerasa, T4 ADN ligasa, M-MLV transcriptasa reversa,
RNAsin, fosfatasa alcalina de ternero, X-GAL, IPTG, ADN ladder, dATP, dGTP, dCTP,
dTTP se obtuvieron de Invitrogen y Promega. Los sistemas de purificacion de productos
de PCR, de purificacion de ADN plasmidial y de extraccion desde geles se obtuvieron de
Qiagen. La triptona, extracto de levadura y agar se adquirieron en Difco Laboratories. La

agarosa se obtuvo de GibcoBRL y Biowhittaker Molecular Applications. El reactivo
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MicroBCA para cuantificar proteinas se obtuvo en Pierce. El anticuerpo anti IgG de raton

hecho en cabra se obtuvo en Kirkegaard & Perry Laboratorios (KPL).

4. OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleétidos utilizados para las reacciones de PCR varian entre 18
y 25 bases y su temperatura de hibridacion se calculd de acuerdo a la formula Tm
=2(A+T) + 4(C+G), segin la cual la mayoria de los oligos utilizados tiene una Tm
de 60°C a 64 °C. La notacion Fw indica que es un partidor en el sentido directo y Rv
indica que es un partidor inverso. En azul se destacan los sitios de restriccion BamHI de
los partidores directos, y en rojo se destacan los sitios de restriccion ECORI de los

partidores inversos. La secuencia de cada partidor se indica a continuacion.

FlgC Fw: 5’- GTCGGATCCTCGGTGTTTATGTTTTCAGTGT-3’

FlgC Rv: 5’- GTCGAATTCCTACTGCTGCGCCAACCGT-3’

FlgD Fw: 5’- CAGGGATCCATGGCAGAGATTAATTCAACCGA - 3’

FlgD Rv: 5- GTCGAATTCTTATCCAAGCTGTTTAATTCCTGA-3’

FlgDF: 5’- ATGGTGAATATGATCTCAGCATC-3’

FIgE rv: 5> CATCTTCCATGGATTATTAACCG 3’
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PUC/M13 fw: 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC - 3'
PUC/M13 rv: 5'- CAGGAAACAGCTATGAC - 3
5. VECTORES

El vector pGEM-T, especialmente disefiado para clonar productos de PCR se
obtuvo de Promega. Este vector posee una timidina en el extremo 3" de cada una de las
hebras en el sitio de insercion lo que facilita la ligacion a segmentos de ADN obtenidos
por PCR que tienen una adenina en el extremo 3" de cada hebra. Ademas se utiliz6 el
vector pET32a(+), obtenido de Novagen, para expresar las proteinas recombinantes en E.
coli. Este vector produce proteinas recombinantes fusionadas a una tioredoxina de E. coli
y a un péptido de polihistidinas que facilita su posterior purificaciéon. Finalmente se
utilizo el vector pET21a, también obtenido de Novagen, el cual produce proteinas
recombinantes sin fusién a tioredoxina y sélo unidas a un péptido del fago T7 de 14
aminoacidos. Las estructuras de estos plasmidos se presentan en la Figura 2.

El vector pGEM-T se compone de un sitio multiple de clonamiento para
productos de PCR; Amp, gen de resistencia a ampicilina; f1 ori, origen de replicacion
para producir ADN de hebra simple; ori, origen de replicacion y lacZ, region codificante
para la -galactosidasa interrumpida por el sitio de clonamiento. El vector pET32a(+) de
expresion en E. coli se compone de ori, origen de replicacion bacteriano derivado de

pBR322; Amp, resistencia a ampicilina; f;, origin origen de replicacion del fago fi; lac/
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represor del operon lac; promotor de T7; Tras, gen de tioredoxina A de E. coli; sitio de
corte con enteroquinasa y un péptido de polihistidinas. El vector pET21a se compone de
ori, origen de replicacion bacteriano derivado de pBR322; promotor de T7; Amp,
resistencia a ampicilina; T7 oligo, péptido de 14 aminoacidos; f; origin, origen de

replicacion del fago fi; lac/, represor del operdn lac y un sitio de clonamiento multiple.

ori_
_f1 origin

___Sitio de clonamiento
Sitio enteroquinasa
“Polihistidinas

pET-32a(+)
5900 bp

XA

" Promotor T7

/

/

lacl
. . Sitio de clonamiento
itio de clonamiento

~_lacz

T7 oligo

f1 ori Promotor de T7
Q

~ori

Amﬁ

ori pBR322

Figura 2. Esquema de los vectores pGEM-T, pET32a y pET21a.
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6. CULTIVOS DE CELULAS CHSE-214

Inoculos de células CHSE-214 (ATCC 1681), mantenidos en N, liquido se
descongelaron y se cultivaron en frascos T175 en medio MEM a 16°C por 7 dias o hasta

que las células llegaron a confluencia.

7. CULTIVO DE P. SALMONIS

Se usaron indculos de 1 ml de P. salmonis, que contienen al menos un titulo de 1
x 10® bacterias/ml, en cada uno de los frascos T175 con células CHSE-214. Al dia
siguiente, se retird el medio y se agregd 50 ml de medio MEM-completo fresco. El
cultivo se mantuvo a 16°C por 10 a 14 dias, observandose periodicamente el grado de
lisis de las células CHSE-214 provocada por la infeccién bacteriana mediante un
microscopio de contraste de fases. Cuando el efecto citopatico fue cercano al 100% de las
células, el cultivo de P. salmonis se considero listo para ser cosechado o para su posterior
propagacion. Las bacterias se cosecharon utilizando un raspador de células. Una vez
colectado, el lisado se centrifug6 (200 x g por 10 min). El sobrenadante corresponde a la

fraccion semipurificada de P. salmonis.
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8. INCUBACION DE CULTIVOS DE P. SALMONIS EN CONDICIONES SALINAS
Y A DISTINTAS TEMPERATURAS

Con el fin de asemejar las condiciones naturales de P. salmonis en agua de mar,
fracciones semipurificadas de P. salmonis se incubaron con agua de mar filtrada y con
PBS salino (NaCl 200 mM). En cada caso se incub6 a dos temperaturas, 8°C y 16°C, por
tiempos de 30 min, 60 min y 4 h. La fraccion semipurificada proveniente de 2 botellas de
cultivo se resuspendi6 suavemente en 4 ml de agua de mar o PBS salino, y ambas se
dejaron incubando a 8°C y 16°C. Todo el proceso se realizé en condiciones de esterilidad
y las centrifugaciones para obtener el semipurificado se realizaron en frio para evitar
efectos de temperatura en las bacterias. Se obtuvieron muestras a los distintos tiempos,
las que se centrifugaron a 3.000 x g para obtener un sedimento bacteriano. La pella luego
se resuspendid en solucion tampdn PBS para ser utilizado en experimentos de extraccion

de ARN, preparacion de proteinas para Western blot y microscopia.

0. PURIFICACION DE P. SALMONIS

La fraccion semipurificada de P. salmonis se sometiéo a una centrifugacion en
gradiente de densidad, obteniéndose una banda mayoritaria cerca del fondo del tubo de
centrifuga. Esta banda se colect6 y se lavo dos a tres veces mediante centrifugacion en
una solucion tampodn. El sedimento o pella final constituye la fraccion purificada de P.
salmonis que sera utilizada para obtener ADN genomico de la bacteria. Este

procedimiento se hizo en colaboracion con Alvaro Miquel de BiosChile IGSA.
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10. PREPARACION DE EXTRACTOS DE PROTEINAS DE P. SALMONIS

Los extractos de proteinas de P. salmonis se prepararon para ser analizados
mediante Western blot, inmunoprecipitacion y ELISA con anticuerpos monoclonales
especificos contra las proteinas de la bacteria. El primer protocolo consistid en
resuspender la fraccion semipurificada de P. salmonis en solucion tampon PBS con
Triton X100 al 1% en presencia de inhibidores de proteasas (PMSF 1mM, aprotinina 1
pg/ml, leupeptina 1 pg/ml y pepstatina 1 pg/ml). Luego, la muestra se sonico y centrifugo
a 3.000 x g por 15 min, luego el sobrenadante nuevamente centrifugado a 13.000 x g
durante 20 min a 4°C. Asi se separaron fracciones de pella y sobrenadante que se
cargaron en un gel de poliacrilamida. La segunda aproximacion experimental se obtuvo
con un extracto en presencia de lisozima, que digiere el peptidoglicano, y que podia ser
de utilidad para liberar las proteinas que se encuentren en el espacio peripldsmico. El
protocolo a seguir fue muy similar al anterior, solo que esta vez la soluciéon tampon
incluyé concentraciones crecientes de lisozima (desde 10 pg hasta 200 pg por ml de
extracto de P. salmonis). Se incubd con la solucion tampon con lisozima durante 30 min
a temperatura ambiente y luego la muestra se sonicod y centrifugd como se describid
anteriormente. Estas preparaciones se utilizaron para ensayos de Western blot y ELISA

posteriormente.
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11. PREPARACION DE ADN GENOMICO DE P. SALMONIS

La fraccion purificada de P. salmonis se lavé con tampon PBS, se le agrego 20 ul
de una solucion de 10 mg/mL de DNasa [ y se incub6 a 37°C durante 30 min. Luego de
una centrifugacion para eliminar el sobrenadante, la pella se resuspendié en 500 uL de
PBS mas 100 uL de EDTA 0,1 M para detener la actividad de DNasa I. La suspension se
agitd suavemente por inversion, se volvio a centrifugar y la pella exenta de DNasa I se
resuspendi6 en 1 mL de tampdn de lisis (sacarosa 0,75 M, NaCl 400 mM, EDTA 20 mM,
SDS 0,2%, 1 mg/ml de Proteinasa K, Tris-HCI 50 mM pH 9). Se agité suavemente por
inversion y se incubd a 58°C durante 1 h con agitacion suave. Una vez terminada la
incubacion con la proteasa, la solucidon se extrajo con un volumen de fenol saturado con
Tris-HC1 (pH 8) y luego se extrajo 2 veces con una mezcla de cloroformo-alcohol
isoamilico 24:1. Posteriormente, el ADN se precipitdé con 0,4 volimenes de acetato de

amonio 5 M y 2,5 volimenes de etanol absoluto a -20°C durante 30 min.

12. PREPARACION DE ARN TOTAL DE P. SALMONIS

Para esto se utilizé el método del fenol caliente (Guiliani y col., 1997). En breve,
la fraccion semipurificada de P. salmonis se resuspendi6é en 500 ul de tampoén de lisis
(EDTA 1 mM, acetato de sodio 20 mM, SDS 0,5%, pH 5,5). Luego, se agreg6 1 volumen
de fenol saturado en agua y se incubd a 60°C por 7 min con agitacién por inversion para

posteriormente centrifugar y rescatar la fase acuosa. La extraccion con fenol se repitio en



19

iguales condiciones rescatdndose la fase acuosa. E1 ARN se precipité con 1 ml de etanol
absoluto y 36 ul de KCI 1 M durante toda la noche a -20°C. Se agreg6é un lavado
adicional para limpiar el ARN de sales e impurezas con una solucion de LiCl 10 M en
relacion 1:4 con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) por toda la noche a -20°C.
Finalmente el ARN se lavo con etanol 70% a -20°C durante 1 h, luego se centrifugo y el
ARN se dejo secando a temperatura ambiente. Este se resuspendié en 50 - 100 ul de agua
DEPC, para luego ser cuantificado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y por

medicidn de su absorbancia a 260 nm.

13. AMPLIFICACION DE ADN POR REACCION DE LA POLIMERASA EN

CADENA (PCR)

La reaccion de PCR se llevo a cabo en tubos Eppendorf autoclavados de 500 pL.
en los que se agregaron los siguientes componentes: 5 uL de tampon PCR 10X sin Mg,
1,5 uL. de MgCl, 50 mM, 4 uL de mezcla de NTP 2,5 mM, 2,5 uLL de una solucién 10
uM de cada uno de los oligonucledtidos, 50-200 ng de ADN templado, 0,5 uL de Taq
ADN polimerasa 5 U/uL y se completé a un volumen final de 50 pL con agua miliQ
estéril. Los oligonucleotidos utilizados como partidores se disefiaron de acuerdo a las
secuencias a amplificar. Luego, los tubos se incubaron en un termociclador (modelo
PTC-200 M1J Research) con el siguiente programa: una etapa inicial de desnaturacion de
5 min a 95°C; 30 ciclos de desnaturacion de 1 min a 95°C, 1 min a 54°C para

apareamiento y 1-3 min a 72°C para extension. El tiempo de la etapa de extension varia
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segun el tamafio del fragmento que se quiera amplificar. Finalmente se realiz6 una etapa
de elongacion durante 10 min a 72°C.
La purificacion de los productos de PCR se realizé mediante el kit Qiaquick de

Qiagen de acuerdo al protocolo recomendado por el fabricante.

14. SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO A PARTIR DE ARN MENSAJERO

MEDIANTE LA TECNICA DE RT-PCR

Para la reaccion de transcripcion reversa se utilizd una mezcla con hexameros de
secuencia al azar obtenidos de Invitrogen. En algunos casos se utilizd partidores
especificos de cada gen. E1 ARN de P. salmonis se tratdé con la enzima DNasa I para
eliminar la contaminacién de ADN. En 20 ul totales se agreg6 1 U de DNasa I en su
respectiva solucion tampoén por cada 1 ug de ARN. La reaccion se incubd 50 min a 37°C
y al término, se agregd 1 pl de solucion de detencion (EGTA 20 mM pH 8) para inhibir la
actividad de la DNasa 1.

Para la reaccion de transcripcion reversa se incubd 1 ug de ARN con 0,25 pg de
partidores al azar o de partidor especifico antisentido en un volumen final de 15 pl
durante 10 min a 65°C. Luego de incubar en hielo por 5 min, la mezcla de reaccion se
completd a un volumen de 25 pl con 5 pl tampoén de reaccion 5X (Tris-HC1 250 mM pH
8,3, KC1 375 mM, MgCl, 15 mM, DTT 50 mM), 5 ul de una mezcla de dNTP’s 10 mM,
1U de RNasin inhibidor de RNasas, 200 U de M-MLV transcriptasa reversa y agua

DEPC para completar. La reaccion se incuboé 60 min a 37°C para partidores de secuencia
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al azar y a 42°C para partidores especificos. Del producto de esta reaccion se utiliz6 3 a 4

pl como templado para realizar la reacciéon de PCR como se describe anteriormente.

15. CLONAMIENTO DE FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR PCR EN LOS

VECTORES pGEM-T Y pET32A

A. Digestion del plasmido pET32a con enzimas de restriccion

Dos pg de ADN del vector pET32a se digirieron con 2 pL. de EcoRI (10 U/uL) en
50 ul del tampon correspondiente durante 90 min a 37°C. Luego se agreg6d 2 pL de
BamHI (10 U/uL) vy se incubd a 37°C por 90 min adicionales. Luego, la mezcla se
incub6 con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP) para remover los fosfatos 5" y
prevenir la religacion del plasmidio. A los 50 ul de mezcla se agregé 1 ul de fosfatasa
alcalina, 10 pl de tampén 10x (0,5 M Tris-HCI1 pH 8,5, 1 mM EDTA, pH 8,5), y 40 uL de
agua miliQ, y se incub6 a 37°C durante 1 h. A continuacion se agregd EDTA a una
concentracion 10 mM final y se incubo 80°C por 10 min para inhibir la actividad de la
fosfatasa alcalina. E1 ADN se purifico de la mezcla de reaccion mediante el kit Quiaquick
de Qiagen, y se extrajo con un volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico en una
razon 25:24:1 y luego con 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico en razén 24:1. El
ADN se precipitd con 1:10 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5) y 2 volumenes de
etanol absoluto, y la cantidad e integridad del plasmidio se comprobd en un gel de

agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio 0,3 pg/ml.
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B. Ligacion de fragmentos de ADN a vectores

Los fragmentos de ADN obtenidos por amplificacién por PCR o los fragmentos
obtenidos por digestiéon con enzimas de restriccion se ligaron a los distintos vectores de
clonamiento o expresion. La reaccion de ligacion se realizo en 10 pl con 1 U de ligasa T4
Gibco en el tampdn de ligacion correspondiente, manteniendo una relacion molar de al
menos 1:10 de vector/inserto. La reaccidon se incubd por 16 h a 14°C. El producto de

ligacion se uso para transformar células competentes Novablue.

C. Preparacion de células de E. coli competentes

Las células de E. coli Novablue se cultivaron en el medio Luria-Bertani (LB) (5
g/L de triptona, 10 g/L de extracto de levadura (Difco Lab), 10 g/L de NaCl, esterilizado
en autoclave). Inicialmente se prepard un inoculo de bacterias en 5 ml de medio LB que
se incubo toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se agregaron estos 5 ml a 500 ml de
medio LB y se incub6 por 2 h aproximadamente hasta alcanzar una densidad optica a 650
nm de 0,6-0,8. El cultivo se centrifug6 a 3.500 x g durante 10 min a 4°C y las células se
resuspendieron en 250 ml de NaCl 10 mM frio. Se volvid a centrifugar y las células se
resuspendieron en 250 mL de CaCl, 75 mM frio. Se dejé en hielo durante 30 min y se
volvio a centrifugar resuspendiendo las células en 30 mL de CaCl, 75 mM frio. Para
aumentar la eficiencia de transformacion las células se dejaron 3 h en hielo en presencia

de 14 % de glicerol estéril y se congelaron en mezcla de hielo seco etanol y se
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almacenaron a —80°C (BioFreezer Forma Scientific) hasta su uso. Todo el proceso de

preparacion se realizé bajo campana para mantener la esterilidad del proceso.

D. Transformacion de E. coli y seleccion de colonias

Un volumen de 100 pL de células competentes (1 x 10® celulas/ml) (Novablue o
BI21) y 10 pl del producto de ligacion o 10 ng del ADN plasmidial purificado se incubd a
4°C por 30 min. Luego se sometio las bacterias a un shock térmico de 1 min a 42 °C y se
dej6 reposar 3 min en hielo. Se agregaron 800 puL. de medio SOC estéril y se incubo con
agitacion durante 1 h a 37 °C. El cultivo se centrifugd a 900 x g por 2 min y las bacterias
se resuspendieron en aproximadamente 200 pl del mismo cultivo. Placas A100 (agar al
1,5 % en medio LB y ampicilina 100 pg/mL) se sembraron con esta suspension y se
incubaron a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente se seleccionaron colonias de cada
placa y se dejaron creciendo en 5 mL de medio LB con ampicilina 100 pg/mL durante la
noche con agitacion a 37°C. Se seleccionaron colonias por a complementacion cuando la
transformacion se realizo con el vector pPGEM-T, picando asi las colonias blancas que se
dejaron creciendo como se describi6 anteriormente. En este caso las placas debieron ser
preparadas agregando sobre su superficie 100 ul de IPTG 100 mM y 20 ul de X-gal 50

mg/ml.
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E. Purificacion del ADN plasmidial

El ADN plasmidial presente en los clones seleccionados se purificé mediante el
kit Qiaprep de Qiagen, utilizando el protocolo recomendado por el fabricante, que se basa

en el protocolo para obtener ADN plasmidial de Sambrook (Sambrook y col., 1989).

F. Analisis de ADN por electroforesis en geles de agarosa

El andlisis de los productos derivados de la amplificacion por PCR, de las
digestiones con enzimas de restriccion, de la purificacion de ADN plasmidial, de las
preparaciones de ADN gendémico, de las preparaciones de ARN total y de las
preparaciones de plasmidios linearizados, se realiz6 mediante electroforesis en geles de
agarosa GibcoBRL al 1 o0 2 % en TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mM, BrEt [0,3
pg/mL]. Para esto, las muestras se prepararon con 1:10 de volumen de una solucion de
carga que contiene azul de bromofenol 0,42% y glicerol 50%. Como patron de tamafio de
ADN se utilizo 1 pg de una mezcla de estdndar de [HindIll-A/Hae III®X174], que
contiene fragmentos que van desde los 70 pb hasta 23 Kb. Las bandas de ADN en el gel
se visualizaron bajo luz ultravioleta y se fotografiaron con una camara digital. En los
casos de digestiones preparativas para purificar un fragmento a partir de su extraccion del
gel se utilizd6 una agarosa de mayor pureza Seakem GTC agarose (Biowhittaker

Molecular Applications).
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G. Digestion con endonucleasas de restriccion

Para comprobar la presencia de los genes clonados en los respectivos plasmidios,
el ADN plasmidial se sometid a digestion con las enzimas de restriccion especificas para
las secuencias que bordean los genes en cada vector y el producto se analizd por
electroforesis en geles de agarosa. En este caso las enzimas utilizadas fueron ECORI,
BamHI, Notl y Ncol obtenidas de Gibco BRL. La digestion se realizd en 20 pl totales
agregando aproximadamente 500 ng de ADN plasmidial y 5 U/ug de la enzima de
restriccion en su correspondiente tampon de reaccion. La mezcla se incubo 1 h a 37°C
para cada enzima, y si ambas enzimas ocupan la misma solucion tampon se pudo incubar
con ambas simultdneamente. Para la digestion preparativa se utilizo 5 pg de ADN
plasmidial en un volumen final de 100 pL en las mismas condiciones anteriormente

descritas.

H. Purificacion de los fragmentos de ADN desde geles de agarosa

Los fragmentos de ADN resultantes de las digestiones con enzimas de restriccion
se analizaron en geles de agarosa al 1% Seakem GTC agarose. El segmento del gel
correspondiente al fragmento de ADN de interés se cortd y separd del resto del gel, y
luego se purificé mediante el Kit Concert Rapid Gel Extraction de acuerdo al protocolo

recomendado por el fabricante.
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I. Secuenciacion del ADN

Las muestras purificadas de ADN se secuenciaron utilizando el Kit comercial
Bigdye 2.0 fabricado por Perkin Elmer y un secuenciador automatico ABI PRISM 310
Genetic Analizer fabricado por Applied Biosystems. Para esto se utilizaron partidores
especificos para las secuencias que flanquean el inserto como los partidores PUC/M13
Fw y PUC/M13 Rv propios del vector pGEM-T. En algunas ocasiones se utilizaron

también los partidores propios de cada gen.

16. ANALISIS BIOINFORMATICO DE SECUENCIAS

Para su analisis, las secuencias se alinearon y revisaron con el software Vector
NTI suite 6.0 obtenido de Invitrogen. La comparacidon de las secuencias con la base de
datos del NCBI se realizd mediante el algoritmo BLASTX (compara la secuencia
nucleotidica traducida en todos sus marcos de lectura contra una base de datos de
proteinas), restringiendo la busqueda en el reino bacteria y utilizando los demas
parametros predeterminados por el programa. En el andlisis de la base de datos de contigs
de P. salmonis, se tomo el 100% de la secuencia de cada contig, y luego de identificar
aquellos contigs que presentaban homologia con algun gen flagelar, estos se analizaron
con mayor detalle, para lo que se hizo blast con la parte inicial, central y final de la
secuencia. Se tomd como limite de resultados un valor minimo de e-value de 1 x 107 , el

que a pesar de ser tan bajo fue lo suficientemente significativo para determinar el orden
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de los genes y la presencia de partes de ellos en los extremos de los distintos contigs. Los
alineamientos multiples a nivel de aminodcidos se realizaron mediante el software
Multalin obtenido del sitio Web del INRA (Instituto Nacional de Investigacion

Agronémica de Francia) (http://prodes. toulouse.inra.fr/multalin/ ), segiin los pardmetros

predeterminados por el programa.

17. PREPARACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN E. COLI

A. Induccion de la sintesis de proteinas

La expresion de las proteinas de fusion FIgC y FlgD se realizd en células de E.
coli BL21 previamente transformadas con los vectores recombinantes pET32a-FlgC y
pET32a-FIgD. Para inducir la expresion de las proteinas, 50 mL de medio LB-Amp
(ampicilina 100 pg/mL) se inoculd con 1,5 ml de cultivo fresco de la cepa de E. coli BI21
crecida durante la noche, y se incub6d a 37°C con agitacion hasta alcanzar una densidad
optica de 0,5 a 0,7 a una longitud de onda de 600 nm. Luego se tom6 1 ml
correspondiente al tiempo 0 de induccion y al resto del cultivo se le agregd IPTG a una
concentracion final de 1 mM. Hecho esto, se tomd una alicuota a cada hora durante las
siguientes 3 h. Las alicuotas de 1 ml se centrifugaron y la pella se resuspendié en 200 pL.
de tampon PBS. Las muestras se sonicaron tres veces durante 15 s a intensidad media,

manteniendo los tubos en frio para evitar la degradacion de la muestra. Luego de sonicar,
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la suspension se centrifugé a 13.000 x g por 10 min, separandose la fraccion proteica

soluble de las proteinas insolubles y los restos celulares.

B. Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind con el kit Micro BCA protein assay
de Pierce. La deteccion se hizo en placas de ELISA utilizando 200 ul de reactivos del kit
y 10 ul de muestra, agregando también muestras de BSA de concentracién conocida para
obtener una curva de calibracién desde 0,05 — 0,8 mg/ml. La placa se incub6 a 37°C por
30 min y luego se ley6 en un lector de ELISA ELX 800 (Biotek Instruments Inc) a 490

nm.

C. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida en

condiciones desnaturantes

Las muestras a analizar se prepararon mezcldndolas con 1 volumen de tampén de
corrida 2X que contiene Tris 62,5 mM (pH 6,8), SDS 2%, glicerol 10%, azul de
bromofenol 0,02% y B-mercaptoetanol 50 mM. En el caso de las fracciones proteicas
insolubles, éstas se resuspendieron directamente en 60 pl de tampdén de corrida. Las
muestras se calentaron a 100°C durante 5 min antes de cargar los geles. Los geles de

poliacrilamida se prepararon de acuerdo a Laemmli (1970). El gel concentrador es al

4,5% de acrilamida : bisacrilamida (30:1) en Tris 0,125 mM (pH 6,8), SDS 0,1%,
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TEMED 0,1% y persulfato de amonio al 0,13%. El gel separador es al 12,5% de
acrilamida : bisacrilamida (30:1), en Tris 0,375 mM (pH 8,8), SDS 0,1%, TEMED 0,25%
y persulfato de amonio al 0,037%. El tampén de corrida corresponde a Tris-glicina (Tris-
base 25 mM; glicina 190 mM; SDS 0,1%, pH 8,3). La electroforesis se realizd a un
voltaje constante de 100 a 110 V hasta que el frente de corrida cayd del gel.
Posteriormente el gel se tiid con una solucion que contiene azul de Coomassie 0,5%,
metanol 45% y acido acético al 10%, durante aproximadamente 30 min con agitacion, y
se destifid con la misma solucidon sin colorante. Los geles se secaron en un secador
modelo 543 Gel Dryer de la marca Bio-Rad a 80°C durante 1 h en condiciones de vacio.
Como patron de tamafios moleculares se utilizd el estandar de Invitrogen BenchMark

Prestained Protein Ladder que incluye tamafios de proteina de 8,4 KDa hasta 176,5 KDa.

D. Purificacion de las proteinas recombinantes

El cultivo bacteriano se centrifugd a 4.000 x g a 4°C durante 10 min, se elimino el
sobrenadante y el sedimento bacteriano se resuspendio en 4 mL de Tris 50 mM (pH 8) en
presencia de PMSF 1 mM. Este se sonico 4 veces durante 25 s manteniendo los tubos en
hielo. Luego se centrifugd por 10 min a 9.000 x g a 4°C y se separ6 la fraccion proteica
soluble del material insoluble. La purificacion de las proteinas recombinantes se realizd
utilizando la resina de afinidad niquel-agarosa Ni-NTA que se acopla a las histidinas
presentes en la proteina de fusion. El procedimiento utilizado con esta resina varia segun
la proteina sea soluble o se encuentre en la fraccion insoluble. En el caso de la proteina

soluble, se eluyd incrementando la concentracion de imidazol en las soluciones de los
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lavados, siguiendo el protocolo entregado por el fabricante (Novagen) para la
purificacion de proteinas nativas.

En el caso en que la proteina se encontraba principalmente en la fraccion
insoluble, ésta se debid resuspender en urea, determinando primero la concentracién
Optima de urea en la que la proteina se solubilizaba con soluciones de urea 1 M hasta 6 M
en Tris 50 mM (pH 8,0). Luego de que la proteina se solubiliz6 se procedié a purificarla
con la resina de afinidad de Ni-NTA segun el protocolo entregado por el fabricante para
su purificacion en condiciones desnaturantes con la misma concentracion de urea usada

para solubilizarla.

E. Digestion de proteinas de fusion mediante enteroquinasa

Las proteinas de fusion recombinantes Trx-FlgC y Trx-FlgD se digirieron con la
enzima enteroquinasa, que es una proteasa que tiene un sitio de corte que escinde las
proteinas recombinantes de su fusion a tioredoxina.

La digestion se realizo por 16 h a 20°C en un volumen final de 100 - 200 pl
utilizando 1 U de enteroquinasa de Novagen, por cada 25 pg de proteina en el tampon de
reaccion suministrado en el kit. La eficiencia del proceso se analizd mediante geles de
poliacrilamida en las condiciones desnaturantes anteriormente descritas.

En el caso que la proteina a cortar haya sido solubilizada en urea, esta se debio
dializar hasta una concentracion méaxima de 2 M urea en Tris 20 mM pH 7,5 para no

inhibir la actividad de la enteroquinasa.
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18. INMUNIZACION DE RATONES CON LAS PROTEINAS RECOMBINANTES Y

OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Para ambas proteinas recombinantes se siguid el mismo protocolo de
inmunizacion. Para cada proteina se usaron 3 ratones Balb/c los que se inyectaron
intraperitonealmente con aproximadamente 50 pg de proteina en 200 pl de una emulsion
con adyuvante de Freund. La primera inyeccion se realizd con adyuvante de Freund
completo y los refuerzos a los 14 y 28 dias se realizaron con adyuvante de Freund
incompleto. La sangria se realizé 10 dias después de la tltima inyeccion y se evalud la
produccion de anticuerpos contra la proteina recombinante en el suero del ratdn,
mediante las técnicas de ELISA y Western Blot. Para hacer la fusion y producir los
anticuerpos monoclonales se eligi6 aquel raton que presentd el mejor titulo. El
procedimiento basado en el método de Kohler y Milstein (Kohler y Milstein, 1975), se

realiz6 en colaboracioén con Adolfo Jamett y Juanita Bustamante de BiosChile IGSA.

19. ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE MEDIANTE ELISA

Se utilizaron placas de 96 pocillos, las que se activaron agregando 50 uL. de una
solucion con 10 pg/ml de la proteina de interés en PBS por pocillo. Esto se incubd por 90
min a temperatura ambiente, luego se elimino el exceso de la proteina recombinante y la
placa se tratd con 350 uL/pocillo de una solucion de bloqueo que contiene caseina-

sacarosa al 2% por 1 h a temperatura ambiente. A continuaciéon se agreg6d 50 puL de los
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sueros a analizar a cada pocillo en diluciones seriadas en base 2, con solucion de bloqueo,
partiendo por una dilucion de 1:4 en el primer pocillo. La mezcla se incubd durante 90
min a temperatura ambiente. Luego la placa se lavo tres veces con 350 ul de PBS-Tween
20 al 0,02% durante 5 min cada una. Se incubd con el segundo anticuerpo anti-IgG de
raton conjugado con fosfatasa alcalina desarrollado en cabra (KPL), el cual se agregd
diluido 1/1000 en solucion de bloqueo en un volumen de 50 ul por pocillo. La placa se
incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. Luego se realizaron 4 lavados con PBS-
Tween 20 al 0,02% por 5 min cada uno. El revelado de color se realizé incubando a 37°C
con 50 pL/pocillo de una solucién 1 mg/ml de paranitrofenilfosfato (PNPP) en tampon
FAL (100 mM NaCl, 100 mM Tris, 5 mM MgCl,; pH 9,5) por 30 min. El revelado se
detuvo agregando 50 pL por pocillo de NaOH 3N. Finalmente la placa se leyo a 405 nm

en un lector de ELISA ELX 800 de Biotek Instruments Inc.

20. ANALISIS DE PROTEINAS POR LA TECNICA DE WESTERN BLOT

Para la deteccion de las proteinas recombinantes purificadas o de las proteinas
presentes en los extractos celulares de P. salmonis se utilizaron los sueros policlonales y
los anticuerpos monoclonales obtenidos contra FlgC y FlgD. Las muestras se sometieron
a una electroforesis en condiciones desnaturantes en un gel de poliacrilamida al 12,5% y
luego se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 pm, durante 1 h a
100 V en tampodn de transferencia (Tris-base 25 mM; glicina 190 mM; SDS 0,1%, pH 8,

metanol al 20%). La membrana se bloqued con leche descremada al 5% en TBS-Tween
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20 al 0,02% durante 1 h. Luego se incubd con el primer anticuerpo diluido 1/500 si el
suero era policlonal y 1/1000 si el anticuerpo era monoclonal. Estos se diluyeron en leche
descremada al 5% en TBS-Tween 20 al 0,02% y la mezcla se incub6 durante 1,5 h a
temperatura ambiente con agitacion. Luego se lavo 3 veces durante 10-15 min cada una
con TBS-T 0,02% y agitacion.

Como segundo anticuerpo se usaron anti-IgG de raton conjugados a dos enzimas
diferentes, debido principalmente a la diferente sensibilidad de ellos: el primero
correspondié a un anti IgG de raton desarrollado en cabra conjugado con fosfatasa
alcalina, y el otro correspondi6 a un anti IgG de raton desarrollado en cabra conjugado
con peroxidasa. Ambos se utilizaron a una dilucion 1/1000, en leche descremada al 2,5%
en TBS-Tween 0,01%, y se incubd con ellos por 60 min a temperatura ambiente con
agitacion. Luego la membrana se lavo 3 veces por 10 min con TBS-Tween al 0,02%.

Para el revelado se siguieron protocolos diferentes dependiendo del conjugado del
segundo anticuerpo usado. Para la fosfatasa alcalina, las membranas se sumergieron en
una solucién tampoén que contenia 33 pul de BCIP (50 mg/ml) y 66 ul de NBT (50
mg/ml) en tampén FAL, hasta que se vieron las bandas, luego se sumergieron en tampon
de detencion (EDTA 2 mM, Tris 20 mM pH 7,4) y las membranas se lavaron con agua
destilada. Como sustrato para la peroxidasa se utilizo un kit Super signal® West Pico
chemiluminiscent de Pierce segun las indicaciones recomendadas por el fabricante. En
un cuarto oscuro se incubd la membrana con sustrato durante 5 min y luego se expuso a
la placa autoradiografica durante 1 a 10 min segln fue necesario. Posteriormente la placa
se revelo utilizando revelador fotografico Kodak, se lavo con agua y luego se fijo con

solucion fijadora Kodak.
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21. INMUNOPRECIPITACION

Los extractos de P. salmonis se resuspendieron en tampén de lisis PBS triton X-
100 al 1% con lisozima (10 ug/ml), se incubd por 20 min y luego se agregd una mezcla
de inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM, aminopterina lug/ml, leupeptina Img/ml,
pepstatina 1mg/ml, aprotinina 1mg/ml). Las muestras se sonicaron y se determind la
concentracion de proteinas mediante el Kit de MicroBCA. El proceso se dividié en dos
partes: A) Prelimpieza: se centrifugd a 3.000 x g por 2 min para eliminar desechos
insolubles y restos celulares. El sobrenadante se incubd con proteina G-Sefarosa 4 Fast
Flow (Amersham Bioscience) y con suero normal de conejo, durante 2 h a 4°C con
agitacion. Se utilizé 60 pl de proteina G-Sefarosa y 30 pl de suero normal de conejo por
cada 1 mg de extracto de proteina, estando la proteina G en un exceso relativo. La
proteina G-Sefarosa se lavo previamente con el tampén de lisis PBS Triton X-100 al 1%
3 veces por 2 min. B) Inmunoprecipitacion: la suspension se centrifugd a 5.000 x g por 2
min y al sobrenadante se agregd 5 ug de anticuerpo monoclonal. La mezcla se incubd
toda la noche a 4°C con agitacion. Luego se agregaron 25 pl de proteina G-Sefarosa y se
incubd 30 min a 4°C con agitacion. Se centrifugd a 3.000 x g por 5 min y la pella se lavo
4 veces con 1 ml de tampon de lisis PBS Triton X-100 al 1% con inhibidores de proteasas.
Se hizo un ultimo lavado con PBS, se centrifugd y la pella se disolvié en 20 ul de
solucidn de carga 3X en presencia de inhibidores de proteasas. Las muestras se incubaron
a 100°C por 5 min y se cargaron en un gel de poliacrilamida SDS al 15 %. Se continu6
con el protocolo de Western blot en las mismas condiciones antes descritas y la presencia

de bandas proteicas se revel6 mediante quimioluminiscencia.
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22. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y ELECTRONICA.

Para la microscopia electronica, las células de P. salmonis provenientes de
cultivos incubados con agua de mar y en condiciones control se semipurificaron y se
llevaron al laboratorio de microscopia electronica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile para ser analizadas. Las bacterias se fijaron en Glutaraldehido al 2.5
% en buffer cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,4 a 4°C por toda la noche. Luego se
postfijaron en tetréxido de osmio al 1% por 1 h, y se deshidrataron en diluciones
crecientes de etanol. Finalmente las muestras se incluyeron en resina Epon 812 y cortes
de las muestras fueron analizados mediante microscopia electrénica de transmision.
Ademas las muestras fueron observadas mediante microscopia electrénica de transmision
con tincidn negativa, para lo que se utilizaron grillas de 400 mesh las se pusieron sobre
una gota de suspension de P. salmonis durante 3 minutos. Luego las grillas se colocaron
en una solucion de tincion de acetato de uranilo al 1% en agua bidestilada durante 15
minutos, y se observaron al microscopio electronico.

Para la microscopia de fluorescencia, las muestras de P. salmonis fueron
observadas utilizando tincién con Nanorange (Molecular Probes) basada en el protocolo
de Grossart (Grossart y col., 2000). Para esto se tomaron 10 pl de cultivo de P. salmonis
al que se le agregd 1 pl de dilucion 1:20 de solucién concentrada de Nanorange. Las
muestras fueron montadas y observadas en un microscopio de fluorescencia Zeiss MC-80
con filtro azul en un aumento de 100X. Las imagenes fueron obtenidas con una camara
fotografica analoga acoplada al microscopio. La imagen del control positivo de

Nanorange con Vibrio Ordalli, fue obtenida con un microscopio de epifluorescencia
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Olympus modelo IX70 acoplado a una camara digital Sony CXC-390 3CCD, utilizando
el objetivo PLAN 100X/1,25 oil y el filtro UN31001, lo que se realizd en el laboratorio

de Fisiologia y Genética Molecular Vegetal de la Universidad de Chile.
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III. RESULTADOS

1. ANALISIS BIOINFORMATICO DEL GENOMA E IDENTIFICACION DE

GENES FLAGELARES DE P. SALMONIS.

A partir de la secuenciacion del genoma de P. salmonis se obtuvo un borrador que
se ordend en 2143 contigs o secuencias contiguas. Estas se crearon a partir de la
secuencia de uno o mas clones que se superponen entre si al ser alineados por un
determinado algoritmo bioinforméatico de identidad de secuencias. Esta base de datos de
2143 contigs se analizé comparando las secuencias contra la base de datos del NCBI y asi
se identificaron el o los posibles genes codificados por cada contig. Cada uno de estos
contigs puede contener mas de un gen o parte de ellos en su secuencia. A partir de esta
informacion se identificaron todos lo contigs que contenian secuencias de genes que en
otras bacterias tuvieran alguna relaciéon con la estructura y funcionamiento de un flagelo.
Este estudio se realiz6 en colaboracion con Rodrigo Briicher y Estaban Engel, tesistas del
laboratorio. Un resumen de estos contigs, y el resultado de su anotacion se presentan en
la Tabla 1. Al hacer un andlisis de la posible funcién codificada por cada uno de estos
genes para el desarrollo de un flagelo, estos se pueden agrupar en 3 grandes categorias
(Tabla 2). Estas son, a) genes que codifican para proteinas estructurales, ya sea del
cuerpo basal o del filamento; b) genes involucrados en la biosintesis y formacion del
flagelo; ¢) genes que tienen que ver con la quimiotaxis y el funcionamiento del motor
flagelar. Cabe destacar que el nimero de genes encontrados fue de 36, lo que es cercano a

lo esperado si se considera que en general la cantidad de genes necesarios para formar un
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flagelo va desde 40 a 50 genes. Esto considerando que la secuencia analizada no

corresponde al 100% del genoma.

Tabla 1

Contig Nombre del Gen | E-value Organismo al que se asemeja Funcion que se le atribuye

253 cheW 1E-29 Pseudomonas syringae Transmite la sefial de los quimioreceptores al motor flagelar
614 cheV 6E-14 Pseudomonas syringae Transmite la sefial de los quimioreceptores al motor flagelar
822 motA 4E-25 Vibrio parahaemolyticus Transportador de protones componente del motor

822 motB SE-20 Vibrio parahaemolyticus Transmite el torque del motor a la pared celular

842 motY 1E-13 Vibrio cholerae Estabiliza la fuerza generada por el motor en la pared celular
953 fliM 1E-102 Vibrio parahaemolyticus Parte del complejo de switch de direccion de rotacion flagelar
1230 fliG 9E-66 Vibrio parahemolyticus Parte del complejo de switch de direccion de rotacion flagelar
1234 MCP 1E-29 Vibrio vulnificus Receptor de quimiotaxis, aceptor de metilos

1234 fliy 3E-09 Alteromonas sp Parte del complejo de switch de direccion de rotacion flagelar
2132 cheZ 5E-09 Vibrio vulnificus Regula la rotacion flagelar interactuando con CheY
2132 cheY 2E-15 Vibrio vulnificus Transmite la sefial de los quimioreceptores al motor flagelar
502 flhB 1E-29 Pseudomonas aeruginosa Biosintesis y exportacion de proteinas flagelares

502 flhA 2E-08 Shewanella oneidensis Biosintesis y exportacion de proteinas flagelares

582 fliP 2E-48 Pseudomonas aeruginosa Componente de la via de sintesis del flagelo

582 fliO 8E-07 Vibrio parahaemolyticus Proteina de ensamblaje flagelar

596 flhF 2E-33 Vibrio parahaemolyticus Proteina de sintesis flagelar de union a GTP

402 fliA 1E-72 Pseudomonas aeruginosa Factor sigma 28

641 flaM 1E-25 Vibrio cholerae Regulador de respuesta sigma 54 dependiente

1086 flik 6E-13 Vibrio cholerae Regula el tamafio del gancho flagelar

1086 fliJ 3E-05 Yersinia pestis Chaperona de la biosintesis flagelar

1230 flil SE-74 Legionella pneumophila ATP sintasa especifica de flagelo

1565 flmB SE-56 Aeromonas punctata Proteina modificadora de flagelina

1661 flmB 6E-21 Aeromonas punctata Proteina modificadora de flagelina

1704 fleN 1E-39 Pseudomonas flourecens Regulador de la sintesis de flagelo

1996 flil 6E-35 Pseudomonas aeruginosa ATP sintasa especifica de flagelo
2076 flhF 3E-12 Vibrio cholerae Proteina de union a GTP asociada a la biosintesis de flagelo
2128 fliR 6E-07 Pseudomonas aeruginosa Participa en la biosintesis del flagelo

no contig flg) 8E-15 Vibrio vulnificus Peptidoglican hidrolasa y chaperona flagelar

101 flgk. 8E-12 Pseudomonas putida Proteina asociada al gancho flagelar HPA1

237 flagelina 2E-07 Legionela pneumophila Proteina estructural del filamento flagelar

613 flgB 2E-05 Rhodobacter sphaeroides Proteina del eje proximal del cuerpo basal del flagelo
613 flgC 1E-34 Pseudomonas putida Proteina del eje proximal del cuerpo basal del flagelo
613 flgD 8E-06 Rhodobacter sphaeroides Proteina estabilizadora del ensamblaje del codo flagelar
641 fliE 6E-10 Pseudomonas syringae Proteina del eje proximal del cuerpo basal del flagelo
863 flagelina 4E-26 Pseudomonas oleovorans Proteina estructural del filamento flagelar

996 flgE 3E-15 Bordetella parapertussis Proteina estructural del codo flagelar

996 flgF 1E-42 Vibrio cholerae Proteina del eje proximal del cuerpo basal del flagelo
996 fleG 9E-35 Pseudomonas aeruginosa Proteina del eje distal del cuerpo basal del flagelo

1230 fliF 7E-86 Pseudomonas putida Proteina estructural del anillo M del cuerpo basal del flagelo
1384 flgl 7E-26 Vibrio parahaemolyticus Proteina estructural del anillo L del cuerpo basal del flagelo
1384 flgH 3E-37 Vibrio cholerae Lipoproteina del anillo L del cuerpo basal del flagelo
1565 flagelina 1E-30 Caulobacter crescentus Proteina estructural del filamento flagelar

1930 flagelina 1E-22 Pseudomonas stutzeri Proteina estructural del filamento flagelar

2097 fleG 3E-30 Pseudomonas aeruginosa Proteina del eje distal del cuerpo basal del flagelo

Tabla 1. Lista de los genes relacionados con el flagelo, encontrados en el borrador del
genoma de P. salmonis.

Aqui se especifican los contigs, el gen al que se asocian y el e-value entregado

por el andlisis bioinformatico que sefiala el grado de identidad. Ademads se incluye la
posible funcion de cada uno de estos posibles genes. El gen flgJ no se encontraba en los
contigs y se identifico posteriormente en fragmentos amplificados mediante PCR.
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Tabla 2

Quimiotaxis y Motor 11
Estructural 12
Exportacion y Ensamblaje 13
Total 36

Tabla 2. Resumen del total de genes flagelares ordenados en categorias segin su posible
funcion.

2. ORGANIZACION DE LOS GENES FLGC Y FLGD EN P. SALMONIS

Como el objetivo central de este trabajo es comprobar la existencia de un posible
flagelo, la idea fue poder clonar algunos de estos genes flagelares a partir del genoma de
P. salmonis y demostrar su expresion in vivo. Se seleccionaron los genes flgC y flgD, por
codificar para proteinas estructurales del flagelo, las cuales son esenciales para la
formacion del mismo. Ambos genes son parte de un operdn de genes estructurales que va
generalmente desde flgB hasta flgK, todos genes de clase 11 o de expresion intermedia, es
decir que son expresados en un tiempo medio en relaciéon con los demas genes. Las
secuencias de los genes flgC y flgD se encuentran parcialmente en el contig 613 de
P. salmonis, por lo que para obtenerlos completamente sera necesario flanquearlos con
secuencias de contigs de genes adyacentes segun el modelo de operdon propuesto a
continuacion.

Un andlisis mas detallado de los genomas de distintos organismos como
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Pseudomonas putida, Pseudomonas

syringae, Salmonella typhimurium, Bacillus subtillis, Bordetella pertussis, Vibrio
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cholerae, Vibrio anguillarum, Vibrio parahaemolyticus, Yersinia pestis y otros, indico
que gran parte de los genes flagelares se encuentran presentes en grupos de operones, 0
“clusters” muy compactos de genes, con un minimo de secuencia intergénica. Se
encontro que existe mas de un operdn de genes flagelares y que estos se componen por
genes de funcidén similar, y que ademas sugieren un orden cronoldgico de expresion
particular. Basado en esta informacion y utilizando el programa Vector NTI suite se
construyd un modelo de la organizacion de este operén en P. salmonis (Figura 3). Este
modelo se basa en las secuencias del mismo operon de P. aeruginosa, en la que se
incluyeron todos los contigs de P. salmonis que presentaban homologia con los distintos

genes de esta bacteria.

flgl
flgB  flgD regulador sigma 54

flgC/ figE flgF flgG figH| flgd figk floL flic ~ fliD fliefliF  fliG

P' aerug inosa [} »ﬁ P! )| 2 P )| Pl ) p o p 1 1
Contigs L] = 1 n B H N

P. salmonis

Contig 613  Contig 996 Contig 1384  Contig 101 contig 863 contig 641  contig 1298

23260 pb

Figura 3. Modelo de la posible organizacion de los genes flagelares estructurales en P.
salmonis en base a la organizacion presente en P. aeruginosa.

Se alinean las secuencias de los contigs obtenidos de P. salmonis con los genes
flagelares de P. aeruginosa.
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3. AISLAMIENTO Y SECUENCIACION DE LOS GENES FLAGELARES FLGC Y

FLGD DE P. SALMONIS

A. Aislamiento y secuenciacion de flgC

Al analizar la secuencia completa del contig 613 se determind que este contenia la
totalidad de flgC, asi como el extremo carboxilo terminal de flgB y el extremo amino
terminal de flgD (Figura 4). Para aislar flgC a partir del ADN genomico de P. salmonis
se disenaron los partidores FlgC Fw y FlgC Rv con sitios de restriccion BamHI y Ecor Rl

respectivamente (ver secuencias en Materiales y Métodos).

flgB 405 pb flgC 441 pb flgD 714 pb

ﬂﬂ"
[
[

\contig 613

FlgC Fw FlgC Rrv
-— um
I

Figura 4. Esquema de los genes flagelares y contigs, para la amplificacion del gen flgC.
En negro se representa el contig 613 el que se encuentra alineado con la secuencia
consenso. En verde se representa el fragmento final de flgC completo amplificado con
sitios de restriccion.
El fragmento obtenido por la reacciéon de PCR con estos partidores se analizo en
geles de agarosa, lo que indico un tamafio de aproximadamente 400 pb (Figura 5A). Este

fragmento se purifico y posteriormente ligo6 al vector pPGEM-T. Las células competentes

Novablue se transformaron con el producto de ligacion y los plasmidios de los clones
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positivos obtenidos se analizaron mediante digestion con endonucleasas de restriccion
(Figura 5B). Una vez confirmada la insercion del gen flgC en pGEM-T, éste se secuencio
usando los partidores PUC/M13 propios del vector pGEM-T, que flanquean ambos
extremos del inserto. La secuencia nucleotidica confirm¢ la integridad del gen de 426 pb,
que codifica para una proteina de 141 aminoacidos (Ver Anexo secuencias). Al comparar
la secuencia obtenida con la base de datos del NCBI mediante el algoritmo BLASTX, se
obtuvo un valor maximo (56%) de identidad con flgC de Microbulbifer degradans. Un
alineamiento multiple a nivel aminoacidico con las secuencias de mayor identidad de la

base de datos se presenta en la Figura 6.

Mo

6557 6557

2322

1353
872

figC 603
426 pb

pGEM -T
2322 <

872

flgC
603 <™

Figura 5. Analisis electroforético de los fragmentos de ADN resultantes de PCR y de
fragmentos de ADN resultantes de la digestion de los plasmidios que contienen flgC.

En A se observa la banda que corresponde al amplificado de flgC obtenido por
PCR de un tamano aproximado de 400 pb. En B se observa la digestion del vector
pGEM-T-flgC con EcoRl y BamHI. Se emplearon geles de agarosa al 1% tefiidos con
bromuro de etidio [0,3pug/mL].
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Figura 6. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de FlgC de P. salmonis
con las secuencias de FlgC de P. aeruginosa, M. degradans, A. hydrophila, S. oneidensis

y V. cholerae.

B. Aislamiento y secuenciacion de flgD

Para aislar flgD solo se disponia de una secuencia de 170 pb del extremo amino
terminal presente en el contig 613. En teoria, flgD deberia ser de un tamafio aproximado
de 600 pb en comparacion con otros flgD conocidos, por lo que faltaba obtener mas de
2/3 del gen. De acuerdo a la organizacion de los genes flagelares en otros organismos
(modelo de la Figura 3), el contig 996 que codifica el extremo 3" de flgE se encontraria
a continuacion de flgD. Se disend un partidor antisentido, FIgE Rv, basado en una
secuencia obtenida previamente en el laboratorio que codifica la mitad carboxilo terminal
de flgE. El partidor directo denominado FIgDF se disefid en base a la secuencia del

extremo 3" de flgC (Figura 7).
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figB 405 pb figD 741 pb

flgE 1389 pb flgF 750 pb

\

flgC 441 pb

Fﬁ)F FlgDr !

Contig 613 contig 996

FlgDr-fw o, <= FlgDrrv

Figura 7. Esquema de los genes flagelares y contigs, utilizados para la amplificacion de
1o En azul se representa el fragmento obtenido por PCR con partidores en base a la
secuencias de flgE. En verde se representa el fragmento correspondiente a flgD que
contiene los sitios de restriccion.

Usando estos partidores se obtuvo un fragmento de aproximadamente 1.8 Kb
(Figura 8A) que corresponderia a la totalidad de flgD y a la primera mitad de flgE. Este
fragmento se clondé en pGEM-T y secuencid. A partir de esta secuencia se disefiaron
partidores que contenian en sus extremos sitios de restriccion BamHI y EcoRI para
amplificar flgD completo (Figura 7). El resultado de este segundo PCR fue un fragmento
de 684 pb (Figura 8B). Este se clond en pGEM-T y secuencio (Figura 8C). La secuencia
obtenida codifica para una proteina de 227 aminoacidos (ver Anexo secuencias). Al
comparar la secuencia obtenida con la base de datos del NCBI, se obtuvo un valor
maximo (46%) de identidad con flgD de P. aeruginosa. Al igual que para flgC, se hizo

un alineamiento multiple a nivel de aminoacidos con las secuencias de flgD de otras

bacterias (Figura 9).
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A: producto de PCR obtenido con los partidores flgDF y fIgE rv. B: fragmento

completo de flg

D de aproximadamente 660 pb, con partidores FlgDr Fw y FlgDr Rv.

C: digestion con enzimas de restriccion ECORlI y BamHI de uno de los clones que
contiene el vector pPGEM-T con el inserto de flgD. Se emplearon geles de agarosa al 1%
tefiiddos con bromuro de etidio [0,3pg/mL].
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con las secuencias de FlgD de P. aeruginosa, M. degradans y V. cholerae.
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Los resultados obtenidos confirman que los genes flgC y flgD se encuentran
ordenados segtin el modelo propuesto en la Figura 3. Esto indica que la organizacioén de
los genes flagelares en P. salmonis, al menos en este operdn, seria similar a la de otras
especies. Finalmente se comprob6 la homologia de FlgC y FlgD con las mismas proteinas
de otros organismos flagelados (Figuras 6 y 9). Como resultados complementarios a

estos, se sugiere ver el Anexo fliE y fliF al final de la tesis.

4. EXPRESION Y PURIFICACION DE FLGC Y FLGD RECOMBINANTES EN

ESCHERICHIA COLI.

Con el fin de producir las proteinas recombinantes FlgC y FlgD, y con estas
posteriormente producir anticuerpos monoclonales especificos, se utilizd el vector de
expresion pET32a. En este vector los genes se clonaron rio abajo del gen de tioredoxina
(Trx) de E. coli y como producto se obtiene la proteina de interés unida a tioredoxina
(Trx) de E. coli, que ademas posee un péptido de polihistidinas que facilita su posterior
purificacion. Un esquema del vector recombinante se presenta en la Figura 10. Para ello
se aislaron los genes flgC y flgD a partir de los vectores pGEM-T-flgC y pGEM-T-flgD
previamente descritos, utilizando las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. El
fragmento de ADN correspondiente al gen se purifico del gel y se ligd al vector pET32a
previamente digerido con ECORI y BamH]I. Estos sitios estan dispuestos de manera tal que
los genes quedan insertados en el vector en la orientacién correcta y en marco de lectura

del gen Trx. Para esto, células competentes Novablue se transformaron con las mezclas
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de ligacion, y los clones positivos se analizaron por digestion con enzimas de restriccion

(Figuras 10A y 10B).

Amp

pET32a(+) flgC o flgD
6326 / 6584 bp

BamHI

Polihistidinas

Digestion con 603
BamHI y EcoRI

Figura 10. Esquema representativo del vector recombinante pET32a con los insertos de
flgC o flgD y su analisis por electroforesis luego de la digestion con endonucleasas de
restriccion.

Los clones positivos se identificaron por digestion con enzimas ECoRI y BamHI.
A: banda de 5.9 Kb correspondiente al vector pET32a linearizado y fragmento de flgC de
426 pb. B: banda de pET32a y fragmento de flgD de 684 pb. Se emplearon geles de
agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Luego de identificar los vectores recombinantes pET32a-flgC y pET32a-flgD, se
usaron para transformar las células competentes BL21(DE3) especializadas para la
expresion de genes clonados en esta clase de vectores. Se seleccionaron clones BL21

recombinantes para cada uno de los genes y se indujeron con IPTG para expresar la

proteina recombinante segun estd descrito en Materiales y Métodos (Figura 11).
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Figura 11. Analisis de la induccion de proteinas recombinantes Trx-FlgC y Trx-FlgD
mediante geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes.

A: Analisis por gel PAGE-SDS al 12,5%, de las fracciones proteicas solubles e
insolubles luego de inducir E. coli BL21 transformadas con pET32a-flgC con IPTG. B:
Analisis por gel PAGE-SDS al 12,5%, de las fracciones proteicas solubles e insolubles
luego de inducir E. coli BL21 transformadas con pET32a-flgD con IPTG. Se analiz6 10
png de proteina total de forma soluble y 20 pul de la fraccion insoluble a los distintos
tiempos. t0: Pre-induccion, t1: 60 min, t2: 120 min, t3: 180 min post-induccién con
IPTG. St: estandar de peso molecular de proteinas en KDa.

El analisis por geles de poliacrilamida de los cultivos de bacterias que contienen
pET32a-flgC muestran que hubo una alta expresion de la proteina de fusion Trx-FlgC,

la que se encuentra principalmente como cuerpos de inclusion (Figura 11A). El tamafio

de la proteina de aproximadamente 33.5 KDa, corresponde al esperado para la suma de



49

FlgC de 15.5 KDa vy la tioredoxina de 18 KDa. Dado que la proteina es insoluble, esta
debid ser solubilizada con urea para su posterior purificaciéon. Se probaron varias
concentraciones de urea desde 1 M hasta 6 M y se estimd que la mayor solubilizacion se
obtenia con urea 6 M.

Las bacterias recombinantes con pET32a-flgD en cambio presentan una alta
expresion de la proteina de fusion Trx-FlgD en la fraccién soluble (Figura 11B). El
tamano de la proteina es de aproximadamente 43 KDa que corresponde a la suma de
FlgD de 24.9 KDa y la tioredoxina de 18 KDa.

Las proteinas de fusion se purificaron mediante una columna de afinidad de
niquel-agarosa de Qiagen (ver Materiales y Métodos) que tiene afinidad por el péptido de
polihistidinas presente en las proteinas recombinantes. Para esto se prepararon extractos
de las proteina totales de 50 ml de cultivo de las cepas de E. coli BL21 pET32a-flgC y
pET32a-flgD luego de inducir por 3 h la expresion de cada una de las proteinas
recombinantes con IPTG. Los resultados muestran que las proteinas de fusion se
purificaron eficientemente (Figura 12A y 12B). Gran parte de las otras proteinas
presentes en el extracto quedaron en la fraccion no retenida en la columna. La proteina de
fusion, retenida en la columna a través de su péptido de polihistidinas, se eluyd
aumentado la concentracién de imidazol desde 5 mM hasta 500 mM, el cual al competir
por el niquel con las histidinas libera las proteinas de fusion. En el caso de Trx-FIgC, las
principales fracciones con proteina purificada fueron W20-2 a W50-2 obteniéndose
alrededor de un 90% de pureza (Figura 12A). La recombinante Trx-FlgD eluyo6 en las
fracciones W50-1 a E100-2 (Figura 12B), sin embargo su pureza fue menor, presentando

algunas proteinas de menor tamafio a la proteina de fusion. Estas pueden ser productos
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incompletos de expresion, o tal vez productos de degradacion de la misma que contienen
el Trx por lo que tienen afinidad por la columna, o bien proteinas fuertemente asociadas a
la recombinante y que bajo estas condiciones de fuerza idnica no fue posible eliminar. A
pesar de esto, la proteina de fusion es considerablemente la mas abundante de estas

fracciones presentando un grado de pureza cercano al 70%.

Figura 12. Analisis por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,5% de las proteinas
recombinantes purificadas mediante columna de afinidad de niquel-agarosa.

A: purificacion de Trx-FIgC. B: purificacion de Trx-FlgD. St: estandar de peso
molecular de proteinas en KDa. NR: fraccion no retenido, BB: solucion de union, W:
solucion de lavado, E: solucion de elucion. Los nimeros anexos indican la concentracion
(mM) de imidazol utilizado en los 2 tubos de recoleccion (1 o 2) con cada solucion. Se
cargaron 20 pl de cada fraccion analizada.
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Para estimar la concentracion de las proteinas en las fracciones purificadas se
analizaron alicuotas de estas fracciones de elusion en un gel de poliacrilamida junto con
cantidades conocidas de BSA y se comparo¢ la intensidad de las bandas. Segun estos datos
se obtuvo una concentracion de Trx-FlgC de aproximadamente 0,4 pg/pl en la fraccion
W20-2, y una concentracion de Trx-FlgD de aproximadamente 0,8 pg/ul en la fraccion
W50-2.

Ademas, se produjeron otras proteinas recombinantes para FlgC y FlgD, con el
vector pET21a (datos no mostrados), con el que se obtuvo unas proteinas recombinantes
no fusionadas a tioredoxina y que no poseen el péptido de polihistidinas por lo que no
pueden ser purificadas mediante columna de niquel-agarosa. Estas se utilizaron con el fin
de comprobar la especificidad de los anticuerpos monoclonales producidos contra las

proteinas flagelares FlgC y FlgD libres de tioredoxina.

5. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

CONTRA FLGC Y FLGD DE P. SALMONIS.

Las proteinas recombinantes purificadas se usaron para inmunizar ratones Balb/c
con el fin de producir anticuerpos monoclonales (ver Materiales y Métodos). Luego de la
primera sangria se obtuvo un suero policlonal, el cual se prob6 mediante ELISA y
Western blot contra las proteinas purificadas (datos no mostrados). Asi se selecciono el
raton que presentaba el mejor titulo contra la proteina recombinante. Luego se hizo la
fusion celular y se obtuvieron hibridomas, los que posteriormente se seleccionaron. Asi

se obtuvo un anticuerpo monoclonal para FIgC (5E12) y tres anticuerpos monoclonales
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para FlgD (7B2, 7B3 y 6H7). De todos ellos se produjo liquido ascitico al cual, mediante
ELISA, se midi6 el titulo para su uso posterior (Figura 13). Los anticuerpos se probaron
con la respectiva proteina recombinante purificada (Trx-FIg), con la proteina
recombinante fusionada al péptido de T7 que se indujo en pET2la (Flg), y con una
proteina heterologa que contiene Trx, como un control negativo para descartar la posible
reaccion contra epitopos de este dominio.

Los resultados muestran un buen titulo de los anticuerpos por las
correspondientes proteinas recombinantes de fusion asi como también por las proteinas
fusionadas a T7. Se observa una pequefia diferencia entre la proteina de fusion purificada
y la proteina fusionada a T7 en extracto crudo. Sin embargo, para ambas la respuesta
presenta el mismo comportamiento a través de las diluciones. Ninguno de los anticuerpos
reconocid el control con las proteinas recombinantes intercambiadas, lo que demuestra
que los anticuerpos anti-FIgC y anti-FlgD no reconocen a Trx, y son especificas para sus
respectivas proteinas recombinantes. El titulo del anticuerpo SE12 contra FIgC se estima
de aproximadamente 1/1000 (Figura 13A). Para FigD so6lo se muestra el resultado del
ELISA del anticuerpo 7B2, pero con los otros se obtuvo un titulo muy semejante, de
alrededor de 1/20000 (Figura 13B).

La capacidad de los anticuerpos monoclonales de reaccionar con FIgC y FIgD se
confirmé luego mediante Western blot contra las mismas proteinas recombinantes
utilizadas en el ELISA, ademas se incluyd cada una de las proteinas de fusion digerida
con enteroquinasa (Figura 14). El producto de esta digestion son proteinas recombinantes
FlgC y FlgD escindidas de Trx. Los resultados del Western blot confirman la

especificidad de los anticuerpos por las proteinas flagelares FlgC y FlgD.
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Figura 13. Analisis por ELISA de la reactividad de los anticuerpos monoclonales SE12 y
7B2 contra FlgC y FlgD respectivamente.

A: reaccion del monoclonal SE12 contra las proteinas recombinantes Trx-FIgC,
T7-FlgC y Trx. B: reaccion del monoclonal 7B2 contra las proteinas recombinantes Trx-
FlgD, T7-FlgD y Trx. La dilucion de los anticuerpos es seriada en base 2 partiendo de
una dilucion 1:4.
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Al lado de cada membrana de Western se incluye un gel de poliacrilamida tefiido
con el mismo orden de carga para ver la correspondencia de las bandas. Se observa
mediante el Western blot que el anticuerpo monoclonal 5E12 contra FigC reconoce la
proteina de fusion de 34 KDa y la proteina fusionada al péptido de T7 en extracto crudo
cerca de los 15 KDa, lo que concuerda con lo esperado (Figura 14A). Ademas se puede
observar que el anticuerpo reconoce la proteina recombinante FIgC digerida con
enteroquinasa que migra aproximadamente a los 15 KDa, pero no asi la proteina Trx
escindida que migra aproximadamente en los 18 KDa, confirmando asi la especificidad
del anticuerpo contra FIgC. En el caso de FlgD el anticuerpo 7B2 reconoce la proteina
fusionada a Trx que se encuentra alrededor de los 40,5 KDa, y la proteina que contiene el
péptido de T7 cerca de los 25 KDa de acuerdo a lo esperado (Figura 14B). Del mismo
modo, el anticuerpo 7B2 contra FlgD reconoce la proteina escindida de Trx con la
enteroquinasa, cerca de los 25 KDa, pero no reconoce la fraccion de Trx confirmando la
especificidad del anticuerpo. Cabe destacar que se ven otras bandas que pueden ser causa
de que la proteina no pudo ser purificada totalmente, productos incompletos de expresion
o producto de degradacion que contienen el epitopo de FlgD, ya que el monoclonal
reconoce algunas de estas proteinas. Al igual que en el ensayo de ELISA, s6lo se muestra
el resultado obtenido en el Western blot con el anticuerpo 7B2 ya que los otros
anticuerpos tuvieron un comportamiento similar. Ninguno de los anticuerpos reacciono
contra Trx expresado por induccion del vector pET32a sin inserto confirmando una vez
mas la falta de reaccién contra esta proteina. Para ambos casos la digestion con
enteroquinasa de Trx-FlgC y Trx-FlgD fue parcial ya que aun se observa parte de la

proteina de fusion, la que reacciona con los anticuerpos en el Western blot.
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Figura 14. Analisis de distintas proteinas recombinantes de FlgC y FlgD mediante geles
de poliacrilamida y Western blot con sus respectivos anticuerpos monoclonales a-FIgC
5E12 y a-FlgD 7B2.

A: Gel con diferentes proteinas recombinantes de FlgC, incluyendo ademas Trx.
B: Membrana de Western blot con el mismo orden de carga de las proteinas, realizado
con el monoclonal 5E12. C: Gel con diferentes proteinas recombinantes de FIgD
incluyendo ademas Trx. D: Analisis por Western blot con el anticuerpo monoclonal 7B2

contra FIgD. Standard de peso molecular en KDa. ENTK: proteina fusionada a Trx
digerida con enteroquinasa.
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6. ESTUDIO DE LA MORFOLOGIA Y EXPRESION DE LOS GENES FLGC Y

FLGD DE P. SALMONIS BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE CULTIVO.

Con el fin de investigar si flgC y flgD se expresan in vivo y si la bacteria puede
desarrollar una estructura flagelar funcional, se incubaron muestras de P. salmonis en
distintas condiciones de estimulacion. Para esto la bacteria se incub6 en agua de mar o
PBS salino, lo que asemejaria las condiciones naturales de la bacteria en su ambiente
marino al salir del huésped, etapa en la que podria expresar un flagelo (ver Materiales y
Me¢étodos). Las muestras se incubaron durante distintos tiempos, ya que no hay certeza del
tiempo necesario para la expresion de un flagelo en sus distintos niveles. Ademas se
probaron diferentes temperaturas, ya que en el mar ocurren ciertas fluctuaciones de
temperaturas que también podrian afectar la expresion de un posible flagelo. En cada una
de las condiciones de incubacién se tomaron muestras para ser analizadas segun las
siguientes aproximaciones experimentales.

En primer lugar se analizaron muestras mediante microscopia, lo que ofrece una
ventaja para la deteccion de estructuras que indiquen la expresion de los genes flagelares.
El flagelo es una estructura de considerable tamafio y que puede ser observada por
distintas técnicas de microscopia. En segundo lugar se analizo si existe transcripcion de
estos genes y produccion de ARNm para cada uno de ellos, lo cual se determind mediante
la técnica de RT-PCR. Finalmente se analizo la expresion de las proteinas FlgC y FlgD
en extractos totales de P. salmonis utilizando los anticuerpos monoclonales obtenidos

contra las proteinas recombinantes.
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A. Analisis de la morfologia y la presencia de flagelo en P. salmonis
mediante microscopia de fluorescencia y microscopia electronica de

transmision.

Se analizaron muestras de P. salmonis de distintas condiciones de cultivo
mediante microscopia de fluorescencia utilizando la tincion de Nanorange (Grossart y
col., 2000), que ha sido descrita en la literatura como una eficiente y simple tincidon para
detectar flagelo en bacterias. Se observaron muestras de P. salmonis cultivadas en MEM
(control), asi como también incubadas con agua de mar y PBS salino de distintos tiempos
(30 min, 1 h y 4 h) y temperaturas (8 °C y 16°C). Los resultados muestran a P. salmonis
con una morfologia circular, de un tamafio aproximado de entre 0,5 a 1 pum de didmetro,
generalmente separadas unas de otras, y sin presencia de estructura flagelar (Figura
15A). En ninguna de las condiciones de incubacidn analizadas se observo una estructura
semejante a un flagelo y no hubo diferencia aparente entre las distintas preparaciones.
Paralelamente como control positivo para el reactivo de Nanorange se analizd una
muestra de Vibrio ordalli aislado de peces infectados en el sur de Chile. En este caso se
observaron bacterias en forma de bacilo con estructura flagelar polar. La presencia de
flagelo es mayoritaria en la poblacion de estas bacterias, las que presentan motilidad y
que generalmente se encuentran agregadas unas con otras (Figura 15C).

A pesar de que no fue posible observar un flagelo en P. salmonis en ninguna de
las observaciones hechas, ocasionalmente se observaron extrafias extensiones
filamentosas que provenian de algunas bacterias, en una frecuencia aproximada de 1 cada

200 bacterias. Estas estructuras tenian morfologia irregular, sin motilidad, de variada
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10 um

Figura 15. Microscopia de fluorescencia con tinciéon de Nanorange de P. salmonis y
Vibrio ordalli.

A: imagen de P. salmonis a los 30 min de incubada en MEM. B: imagen de P.
salmonis incubada con agua de mar por 30 min, con presencia de extrafias extensiones. C:
imagen de V. ordalli en que se denota la presencia de un flagelo. Imagenes obtenidas con
aumento de 100X.
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longitud, muchas veces duplicando el tamafio de la bacteria, y en alguna oportunidad esta
se encontraba conectando 2 o mas bacterias (Figura 15B). Esta descripcion no concuerda
con lo observado para un flagelo bacteriano que generalmente es 2 a 5 veces mas largo
que el cuerpo de la bacteria, siendo un filamento fino y de morfologia regular, y con
presencia de motilidad. Se desconoce el origen de estas estructuras, pero se podria
especular que son algun tipo de prolongacion de la membrana, dado lo ondulada y
desapegada que es la membrana externa del cuerpo de P. salmonis.

Un estudio mas detallado de las muestras se realiz6 mediante microscopia
electronica de transmision. Se analizaron cortes de muestras de P. salmonis de 30 min de
incubacion con agua de mar y MEM, a 16°C. Se utilizaron s6lo estas condiciones ya que
mediante la microscopia de fluorescencia no se observéd ninguna diferencia evidente (en
términos de expresion de una estructura flagelar) entre todas las condiciones. Ademas los
extrafos apéndices observados se vieron mas frecuentemente en estas condiciones.

El resultado muestra bacterias de estructura circular, de tamafo aproximado de 1
um, con una membrana externa ondulada y desapegada del cuerpo de la bacteria (Figura
16). No se observo estructura flagelar en ninguna de las preparaciones analizadas.
Tampoco se observo la presencia de filamentos flagelares o estructuras similares, que
pudieran haberse desprendido de las células producto del tratamiento. Por otro lado gran
parte de las muestras presentaba estructuras circulares no densas a los electrones en su
interior, las que pueden ser producto de la manipulacion al ser fijadas para la
microscopia. La morfologia y la presencia de estas estructuras fueron similares en las

muestras de cultivo normal y las tratadas con agua de mar.
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También se analizaron cultivos de P. salmonis mediante microscopia electronica
de transmision con tincién negativa. Esta técnica permite favorece la visualizacion de
estructuras de tipo flagelar, ya que no se analizan cortes de las muestras sino que
bacterias completas adheridas a la grilla. De igual manera, los resultados mostraron que
no fue posible detectar la presencia de una estructura flagelar en P. salmonis en ninguna
de las condiciones analizadas (datos no mostrados).

Los resultados de esta primera aproximacion experimental a nivel de la
morfologia de la bacteria sugieren que no habria expresion de un flagelo en P. salmonis

en las condiciones analizadas.

Figura 16. Microscopia electronica de transmision de P. salmonis cultivadas en medio
MEM y en agua de mar.

A: P. salmonis de cultivo en medio MEM a 16°C con aumento de 50.000 X. B: P.
salmonis con aumento de 50.000 X obtenida de cultivo incubado con agua de mar a
16°C.
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B. Analisis de la expresion de los genes flgC y flgD a nivel

transcripcional mediante RT-PCR

Como estrategia para determinar si los genes flgC y flgD son transcritos en las
distintas condiciones de incubacion estudiadas se procedid a realizar estudios mediante
RT-PCR. Para esto, se prepararon extractos de ARN total de P. salmonis en condiciones
de cultivo normal e incubadas con agua de mar por 30 min 1 hy 4 h,a 8 °Cy 16 °C
(Figura 17A). El ARN luego se traté con DNasa para eliminar la contaminacién con el
ADN gendmico y luego se cuantifico. La reaccion de transcripcion reversa se realizo en
presencia de inhibidores de RNasas con la enzima M-MLV transcriptasa reversa,
utilizando los partidores especificos antisentido para ambos genes. Luego el producto de
la reaccion de transcripcion reversa se utilizo como templado para la reaccion de PCR
utilizando los partidores especificos de cada gen. Ademas se incluyo para cada una de las
condiciones un control negativo correspondiente al mismo ARN sin transcripcion reversa
como templado para el PCR, para descartar la posible contaminacién con ADN en la
reaccion.

Los resultados muestran que con los partidores especificos para flgC se obtuvo un
amplificado de mediana intensidad en ambas condiciones de incubacion, cuyo tamafio es
coincidente con aquel del control positivo con ADN gendémico (Figura 17B). No se
observan amplificados en los controles negativos, indicando que el amplificado es
producto de la transcripcion reversa del ARNm de flgC. El producto de la reaccion se
purifico, clon6 en pGEM-T y se secuencid, confirmando que este codifica para flgC (Ver

Anexo secuencias).
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Figura 17. Analisis por electroforesis en geles de agarosa del ARN total de P. salmonis
y de los fragmentos de cADN amplificados mediante RT-PCR para los genes flgC y
flgD.

A: ARN total de P. salmonis obtenida bajo condiciones de cultivo normal (MEM)
¢ incubada con agua de mar. B: RT-PCR con partidores especificos de flgC a partir ARN
de bacterias cultivados en MEM e incubados con agua de mar a 16°C por 30 min. C: RT-
PCR con partidores especificos de flgD a partir de ARN de bacterias cultivados en
MEME e incubados con agua de mar a 16°C por 30 min. En B. y C. se incluyen los
controles negativos del RT-PCR utilizando ARN sin transcripcion reversa como
templado y el control positivo utilizando ADN gendmico como templado. Los RT-PCR

se analizaron en geles de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Ay Estandar de
peso molecular.
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Con los partidores especificos para flgD también se obtuvo un amplificado del
mismo tamafio al amplificado a partir de ADN gendmico (Figura 17C). Sin embargo
aparece otra banda de menor tamafio que no corresponderia a flgD. Para su identificacion
ambos amplificados se clonaron y secuenciaron. Los resultados confirman que la banda
de mayor tamafo corresponde a flgD. El amplificado de menor tamafio no corresponde a
ninguna secuencia conocida al hacer un analisis de alineamiento contra la base de datos
del NCBI. Esta banda puede ser producto de amplificacion inespecifica de fragmentos de
ARNm presentes en la muestra y no tiene relacion aparente con flgD.

Ademas se pudo amplificar el gen flgC mediante PCR (utilizando los partidores
especificos para flgC), usando como templado el ADNc obtenido de la reaccion de
transcripcion reversa con el partidor antisentido especifico para flgD (datos no
mostrados). Esto estaria confirmando que estos genes estarian siendo expresados como
una sola unidad transcripcional producto de su organizacion en forma de operdn, como se
ha descrito en otros organismos.

Los resultados de estos experimentos sugieren que existe un nivel detectable de
transcritos de los genes flgC y flgD. Estos genes se transcribirian en condiciones
normales de cultivo con medio MEM, asi como cuando se incuban con agua de mar, en
todas las condiciones de tiempo y temperatura analizadas. Aun cuando este ensayo no es
de tipo cuantitativo, no se observa una diferencia que sugiera que existiria una
estimulacion de la transcripcion de flgC y flgD en presencia de agua de mar. Estos
resultados dan un primer indicio de que estos genes si estarian siendo expresados, a nivel
transcripcional, aunque por microscopia no se ha podido visualizar un flagelo en estas

condiciones. Se puede concluir que tal vez existe alguna regulacion a nivel traduccional o
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postranscripcional que impide la posible expresion de estas proteinas y de todo el flagelo,
sin embargo no es mucha la evidencia respecto a este tipo de regulacion en estos genes en

otros sistemas flagelares descritos.

C. Analisis de la expresion de FlgC y FlgD mediante Western blot

Luego de confirmar la especificidad de los anticuerpos anti FlgC y anti FlgD,
estos se utilizaron para detectar la expresion de estas proteinas in vivo en P. salmonis. Se
tomaron muestras de la bacteria de las distintas condiciones de incubacion, y se
prepararon extractos totales de proteinas (ver Materiales y Métodos, seccion 8 y 12
respectivamente). Luego se analizé las fracciones solubles e insolubles de las
preparaciones mediante Western blot con los anticuerpos monoclonales especificos para
FlgC y FlgD. Se utilizdo como control positivo un anticuerpo monoclonal obtenido en el
laboratorio que reconoce una proteina de membrana de 31 KDa que estaria
constitutivamente expresada en P. salmonis.

Los resultados indican que bajo ninguna de las condiciones experimentales usadas
se detectd expresion de FlgC y FlgD en P. salmonis. En la Figura 18 se muestra los
resultados usando cultivos control en MEM e incubados en agua de mar, a 16°C por 1 h.
Las proteinas recombinantes FlgC y FlgD usadas como control positivos se detectaron
con los anticuerpos monoclonales respectivos. Ademas se detect6 claramente la proteina
de 31 KDa (control positivo) en todas las fracciones celulares utilizadas y en todas las

condiciones analizadas. Aparentemente, por los resultados obtenidos con la proteina de
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31 KDa, no existe diferencia entre las preparaciones de bacterias tratadas o sin tratar con
lisozima, para disolver componentes de la pared y que contribuye a liberar proteinas en la
fraccion soluble. Se utilizaron distintas cantidades de proteina total de P. salmonis, desde
20 pg hasta 100 pg, sin embargo no se observo ningun cambio en el resultado y no hubo
deteccion de FlgC ni de FlgD.

La falta de deteccion de FlgC y FlgD pudo ser consecuencia del bajo nimero de
copias por bacteria de estas proteinas (supuestamente 6 para FIgC y 5 para FlgD)
(Macnab, 2003), por lo que se intentd, como nueva aproximacion experimental, realizar
una inmunoprecipitacion. Usando esta metodologia seria posible detectar niveles mas
bajos de proteinas indetectables mediante un Western blot. Los resultados obtenidos de la
inmunoprecipitacion también fueron negativos, en todas las condiciones de cultivo, no
encontrandose reacciéon con ninguno de los anticuerpos para FlgC y FlgD (datos no
mostrados). En este caso también se utilizo como control positivo el monoclonal
especifico para la proteina de 31Kda, el cual detectd la proteina eficientemente.

Estos resultados muestran que al menos en las condiciones analizadas no se
detectd expresion de las proteinas FlgC y FlgD en cultivos de P. salmonis. Al parecer la
transcripcion de estos genes observada por RT-PCR no se correlacionaria con estos
resultados, sugiriendo que la falta de expresion de estas proteinas podria ser debida a
alguna regulacion a nivel traduccional. Las posibles razones de estos resultados seran

expuestas en la discusion.
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Figura 18. Analisis mediante Western blot de extractos totales de P. salmonis con
anticuerpos monoclonales SE12 (FigC), 7B2 (FlgD) y anti-31KDa.

A: Reaccion del anticuerpo especifico de la proteina de 31 KDa como control
positivo del experimento. B: Reaccion del anticuerpo SE12 con extracto de P. salmonis y
con proteina recombinante FlgC inducida en pET21a. C: Reaccion del anticuerpo 7B2
con extracto de P. salmonis y con proteina recombinante FlgD Inducida en pET21a. El
experimento se realizé a 16°C con incubaciones de P. salmonis de cultivo control MEM ¢
incubadas con agua de mar durante 1 h. Se utilizd6 20 pg de proteina total en geles de
poliacrilamida al 12,5% que luego se transfirieron a membranas de nitrocelulosa para ser
analizados con los anticuerpos anti 31 KDA, anti FIgC y anti FIgD. S/lys corresponde a
extracto preparado sin lisozima, C/lys corresponde a extracto preparado con lisozima
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IV. DISCUSION

La salmonicultura en Chile es de gran relevancia para todo el ambito productivo
nacional, es asi como cada dia se tiene nuevas noticias del crecimiento, modernizacion y
proyecciones de esta industria (Industria del salmon, 2004). Debido a todo esto es que
también se esta realizando un esfuerzo por mejorar la calidad de la produccion y por
combatir las enfermedades que la aquejan.

El sindrome rickettsial salmonideo (SRS) provocado por Piscirickettsia salmonis
ha tenido grandes impactos en la industria y desde su descubrimiento se han intentado
varias metodologias para combatirla, desde el uso de agentes quimicos hasta el desarrollo
de vacunas. En todo este entorno es importante conocer mas de la biologia del patégeno
que causa el problema y de la relacion que existe entre el patdégeno y el huésped. Un
conocimiento detallado del patogeno permitira elaborar estrategias especificas para
combatirlo, como la identificacion de mejores antigenos para el desarrollo de una vacuna,
vias metabdlicas y sustratos esenciales. Asi mismo es importante conocer de la
interaccion entre el patogeno y la célula huésped, para esclarecer los mecanismos
involucrados en la transmision de esta infeccion.

Es asi como la hipotesis planteada en esta tesis sobre la posible presencia de un
flagelo en P. salmonis durante alguna etapa de su ciclo de vida, en especial mientras esta
fuera de la célula hospedera y en contacto con agua de mar, ayudaria a entender un
posible mecanismo hasta ahora desconocido en la interaccion patégeno-huésped. La
evidencia principal para plantear esta hipotesis fue el descubrimiento en su genoma de

secuencias que codificaban para una serie de genes flagelares o relacionados a estos.
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Como se puede ver en la Tabla 1, se encontraron aproximadamente 36 genes, entre los
cuales hay genes estructurales, de biosintesis, motor y quimiotaxis. La presencia de estos
36 genes dentro de un borrador de un genoma es considerable, tomando en cuenta que
otros organismos poseen una totalidad de entre 40 a 50 genes, esenciales para el
funcionamiento de un flagelo, seglin se ha descrito por la literatura (Berg, 2003; Macnab,
2003). Por esto se decidi6 caracterizar alguno de ellos y estudiar su expresion en cultivos
de la bacteria. Para este trabajo se seleccionaron los genes flgC y flgD, debido a que las

proteinas que codifican son fundamentales en el ensamblaje y funcionamiento del flagelo.

Los genes flgC y flgD se obtuvieron a partir del ADN genémico de P. salmonis,
se clonaron y secuenciaron, comprobando que efectivamente codifican para FlgC y FlgD
respectivamente. Ambos presentaron un significativo nivel de homologia
(aproximadamente un 50% de identidad) con otras proteinas FlgC y FlgD de organismos
descritos como flagelados, lo que se analiz6 mediante alineamiento de secuencias.
Ademas los genes se encontraron ordenados y agrupados en la misma forma descrita para
otros genes flagelares bacterianos, con un espacio intergénico minimo (Ver anexo genes
fliE y fliF). Este tipo de organizacion es altamente conservada para los genes flagelares, y
se ha mantenido entre la mayoria de los genomas bacterianos. Estos resultados indican
que las regiones codificadoras de flgC y flgD estan completas y no presentan mutaciones
o deleciones propias de genes que habrian perdido su funcionalidad.

Una vez confirmada la integridad de estos genes se procedi6 a expresar las
respectivas proteinas recombinantes. Ambas proteinas se expresaron eficientemente

como FIgC y FlgD en forma de fusion con una tioredoxina, asi como también fusionadas
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a un péptido del fago T7, obteniéndose las proteinas del tamafio esperado. A partir de
estas proteinas se desarrollaron anticuerpos monoclonales que demostraron ser
especificos para FlgC y FlgD.

Todo lo anterior se hizo con el fin de estudiar si estos genes estaban siendo
expresados In vivo en P. salmonis en presencia de agua de mar, emulando sus
condiciones naturales al exterior de la célula huésped. Se probaron distintas condiciones
de estimulacion: con agua de mar filtrada y con tampon PBS con NaCl 200 mM. Ambas
condiciones se probaron ademas con distintas temperaturas de incubacién, a 8°C y 16°C
y con distintos tiempos de incubacion desde 30 min hasta 4 h. Sin embargo no se detectd
las proteinas FlgC ni FlgD bajo ningunas de las condiciones analizadas mediante Western
blot y ELISA. Una posible explicacion de la falta de deteccion de estas proteinas seria
que el método no fue lo suficientemente sensible para poder detectar estas proteinas y que
estaba fuera de rango, esto debido a que el nimero de copias de cada una de las proteinas
por célula podria ser muy bajo. Segun lo descrito en la literatura una bacteria produce 1 o
2 flagelos, en caso de que estos sean polares, y cada una de estas estructuras tiene
aproximadamente 6 copias para FIgC y 5 copias para FlgD. Tomando en cuenta que solo
algunas bacterias pudieran expresar un flagelo, la cantidad de FlgC y FIgD podria estar
bajo el limite de deteccion por Western blot. Debido a esto se optd por incluir un
procedimiento experimental en el cual las proteinas son concentradas mediante
inmunoprecipitacion antes de ser analizadas por Western blot, procedimiento que
aumenta significativamente la posibilidad de deteccion. Nuevamente no se pudo detectar
FlgC ni FIgD en los extractos de P. salmonis, lo que sugiere que aparentemente la

bacteria no las estaria expresando bajo las condiciones analizadas. No se puede descartar
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que los anticuerpos monoclonales contra las proteinas recombinantes fusionadas a
tioredoxina no tengan afinidad por la proteina nativa presente en los extractos de P.
salmonis, aunque los anticuerpos reconocen las proteinas recombinantes escindidas de
Trx y también aquellas proteinas recombinantes fusionadas al péptido del fago T7, que
es bastante mas pequefio (14 aminodacidos), y en las cuales su conformaciéon no deberia
estar tan alterada respecto a la proteina nativa.

En paralelo se analiz6 si estos genes eran transcritos a ARN mensajero, el cual
aparentemente no seria traducido. Esto se realizé mediante experimentos de RT-PCR a
partir de ARN total de P. salmonis. El experimento se realizé en todas las condiciones
antes mencionadas de estimulacion, y en todas ellas se detecté que los genes flgC y flgD
estan siendo transcritos en P. salmonis. No hubo diferencias aparentes entre los cultivos
incubados con agua de mar y aquellos controles sin estimulacion, indicando que la
transcripcion de estos genes no es producto de la estimulacién con agua de mar. La
deteccion fue mas evidente con menor tiempo de incubacion (30 min), debido
posiblemente a que a medida que aumenta su estadia en forma extracelular, la
degradacion del ARNm podria aumentar. Por otra parte, el hecho de que producto de la
reaccion de transcripcion reversa con un partidor antisentido especifico para el gen flgD,
sirviera como templado para amplificar flgC, situado rio arriba de flgD, indica que ambos
genes son parte de una misma unidad transcripcional. Esto concuerda con la organizacion
propuesta para estos genes en forma de operdén y confirma el modelo descrito para la
obtencion de los genes. Este operon de clase II, también llamado de genes intermedios

estaria compuesto ademas por otros genes, partiendo desde el gen flgB, hasta el gen flgK
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todos genes flagelares estructurales. La presencia de estos otros genes y la integridad del
operdn quedan por ser confirmada.

Ademas se observaron las bacterias mediante microscopia de fluorescencia y
electronica, con el fin de identificar la aparicion de un flagelo o de algin cambio
morfoldgico en la bacteria producto de su incubacion con agua de mar. Los resultados
mostraron una bacteria no flagelada, sin cambios morfologicos aparentes debido a su
incubacion con agua de mar, en comparacion con las muestras control. Esto fue
contrarestado con la observacion de muestras de Vibrio, que poseen un flagelo

claramente visible mediante microscopia de fluorescencia.

A partir de los resultados obtenidos las evidencias son las siguientes: (i) los genes
flgC y flgD se encuentran integros y en una organizacion semejante a la encontrada en
otras bacterias flageladas (lo cual se podria extrapolar a los otros genes flagelares
encontrados en los contigs), (ii) ambos genes estan siendo transcritos como una sola
unidad transcripcional, en condiciones de cultivo normal y cuando son incubados con
agua de mar, (iii) no se detectd expresion de las proteinas FlgC ni FlgD in vivo mediante
ninguna técnica utilizada y en ninguna de las condiciones, (iv) no se observo la presencia
de flagelo en ninguna de las muestras de P. salmonis analizadas por microscopia. A partir
de estos resultados cabe plantearse las siguientes interrogantes, ;Porqué estos genes estan
siendo transcritos y no expresados en proteinas? ;Que explicacion tiene que la bacteria
tenga este grupo de genes, de caracter mas bien atipico, y que no cumplen alguna funcion

aparente?
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En primer lugar, la falta de expresion de estos genes en proteinas puede deberse a
una regulacion a nivel postranscripcional. Mecanismos de este tipo pueden ocurrir por la
atenuacion de la transcripcion debida a la formacion de estructuras secundarias por parte
del ARNm (Jones y col., 1989; Chan y col., 1998), debido a la presencia de secuencias
complementarias, que podrian impedir su correcta interacciéon con la ARN polimerasa y
la terminacién del transcrito. Asimismo los sitios de union a ribosomas podrian estar
bloqueados y el proceso de traduccion impedido. Por otra parte, pueden existir otro tipo
de mecanismos como la presencia de un antisense especifico para estos genes flagelares,
la regulacion de la transcripcion por productos de estos mismos genes, y la presencia de
distintas zonas promotoras para los operones. Estas posibilidades de regulacion son mas
bien teoricas, y principalmente caracterizadas respecto a genes flagelares de expresion
mas tardia (Anderson y Newton, 1997; Bonifield y col., 2000, 2003), por lo que seria

muy interesante develar algin posible mecanismo de este tipo para estos genes.

Por otro lado, como se menciono en la introduccidn, los genes flagelares estan
dispuestos en una organizacién jerarquica, en que genes tempranos dan paso a la
expresion de genes mas tardios. Esta regulacion ocurre en 3 o mas niveles de genes, y la
carencia o falla de alguno de estos niveles impide por completo el funcionamiento de los
siguientes, y la ausencia de un flagelo funcional como consecuencia (Boyd y Gober,
2001; Dasgupta y col., 2003). Es asi como la posibilidad de que uno de estos
componentes, presente en algin otro operon de genes flagelares de P. salmonis, esté
ausente o que presente alguna mutacion que altere su funcion, y que debido a esto el

proceso no puede llegar a completarse. Esta hipotesis es muy probable, ya que se ha
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demostrado en otras bacterias que mediante la generacion de mutantes, la falta de algin
gen en particular puede ser vital en el funcionamiento y sintesis de toda la estructura. En
el caso de los genes flgC y flgD, estos son parte de la categoria de genes intermedios,
ubicados en un operdn compuesto por genes estructurales, el cual aparentemente si esta
siendo transcrito. Esto quiere decir que al menos los componentes anteriores a ellos
estarian funcionando correctamente y que la falla podria estar ocurriendo en genes de
expresion mas tardia, y que impiden la formacion del complejo. Ademas es importante
destacar que gran parte de estos genes estan siendo regulados por una serie de factores
transcripcionales, algunos de ellos codificados en los mismos operones flagelares, y que
la falta de alguno de estos, como por ejemplo el factor 6** de la RNA polimerasa
especifico para genes flagelares tardios, puede afectar el normal funcionamiento de un
operdn posterior (Karlinsey y col., 2000). La regulacion de la transcripcion de los genes
flagelares involucra una serie de pasos y componentes, que no siempre son conservados y

que hacen muy compleja su organizacion.

Ademéds se podria pensar que a pesar de las condiciones de incubacion utilizadas
en que la bacteria pudiera expresar un flagelo, ninguna de estas fue la adecuada. Cabe
recordar que las variables utilizadas, basadas en las condiciones de cultivo de los
salmones, fueron sélo variaciones de salinidad y temperatura, sin embargo existen varios
otros factores, como pH, concentracion de sustratos, niveles de AMPc y factores de
control del ciclo celular entre otros (Chilcota y Hughes, 2000; Macnab, 2003). Si este
fuera el caso, aun existiria la posibilidad de que P. salmonis exprese un flagelo bajo un

estimulo atin no conocido. Durante la mayor parte de su vida esta bacteria es un patdgeno
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intracelular, condicion en la que ha sido descrita como no flagelada, y no ha sido posible
aislarla en su estadio extracelular, por lo tanto todos los experimentos realizados en la

tesis son solo una simulacidn de su supuesta condicion real.

Con respecto a la gran similitud descrita entre el sistema de secrecion de proteinas
especifico para el flagelo y el sistema de secrecion de tipo III (TTSS), se podria pensar
que en realidad solo parte de los genes encontrados estén funcionando, formando un
sistema de secrecion de proteinas o factores de virulencia, andlogo al TTSS (Young y
col., 1999). Dentro de este sistema no todos los genes flagelares presentan homologos a
los genes del TTSS, por lo que no todos serian necesarios. Si este fuera el caso, la
presencia de FIgC y de FlgD seria més bien innecesaria, ya que no se han descrito genes
homologos a estos en el TTSS, aunque debido a la funcion que cumplen las proteinas
dentro de la estructura (al menos para flgC) probablemente si exista alguno que aun no se
ha descrito. Las proteinas flagelares que si se han descritos como homdlogas a las
presente en el TTSS son FlhA, FIhB, FliH, Flil, FliJ, FliO, FliP y FliR, todas ellas
componentes del sistema de secrecion del flagelo (Minamino y Macnab, 1999; Abadia y
col., 2003). Este sistema se caracteriza por exportar proteinas y factores de virulencia a
través de la membrana, y generalmente se relaciona con la patogenicidad e infectividad
de la bacteria. Esta idea se podria relacionar con los resultados descritos por Larenas
(Larenas y col., 2003), en que se describen estructuras llamadas “complejos de adhesion”,
que pueden ser producto de la modulacioén de algin factor de virulencia secretado por la

bacteria con la organizacion del citoesqueleto de la célula huésped.
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El origen de estos genes flagelares en P. salmonis es mas bien incierto, si se
considera que son genes mas bien atipicos para una bacteria descrita como no métil, y
con caracteristicas similares a una rickettsia. Como punto de comparacion se podria
mencionar casos como el de Aeromona salmonicida (Umelo y Trust, 1997), Shigella
flexneri y Shigella sonnei (Tominaga y col., 1994), Bordetella pertusiss y Bordetella
parapertussis (Leigh y col., 1993), bacterias descritas como no métiles, que poseen genes
flagelares, los cuales pueden llegar a expresarse en algunos casos y a producir un flagelo,
en condiciones especificas de estimulacion y en baja frecuencia.

Ante estas evidencias de la presencia de genes flagelares en organismos descritos
como no mdtiles, se podrian dar dos posibilidades para su origen. La primera seria que
estos provienen de su ancestro y que son parte de su genoma hace mucho tiempo. Otra
posibilidad es que estos genes sean producto de algun evento reciente de transmision
horizontal de genes desde una bacteria flagelada.

En el caso de un origen ancestral, se ha descrito que muchos microorganismos
conservan genes cripticos (o genes silenciados), que no degeneran en secuencias de ADN
inservibles. Esto debido a que estos genes pueden ser utilizados o activados mediante
mutaciones, en condiciones de presion selectiva del medio (Hall y col., 1983; Li, 1984).
Condiciones de alta seleccion ambiental sobre una poblacion, provocan la activacion de
cualquier mecanismo que pueda ayudar a la supervivencia de la especie. Es asi como
mantener la maquinaria para poder desarrollar un flagelo no es tan extrafio, ya que en
casos de fuerte presion ambiental puede ser una poderosa herramienta para aumentar la
motilidad y virulencia de la bacteria. Esto se podria adecuar a las condiciones de P.

salmonis en los tltimos afios en el sur de Chile. El estallido de la enfermedad y la rapida
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propagacion de la especie han sido favorecidas por las condiciones creadas por la
industria de los salmones. Dentro de este ambiente la bacteria se ve altamente beneficiada
por la alta concentraciéon de hospederos y por las condiciones de aglomeracién de los
peces en que es facil la propagacion de la bacteria por contacto directo. Asi la presion
selectiva sobre P. salmonis es minima, por lo que la presencia de un flagelo no es
necesaria.

En el caso de un evento de transmision horizontal de genes, se debe considerar
que estos son mecanismos a través de los cuales los organismos adquieren nuevos genes
y caracteristicas, expandiendo asi su repertorio genético (Ochman y col., 2000; Betran y
Long, 2002). La frecuencia de estos eventos es mas comun de lo que uno esperaria y
puede ocurrir a través de varios mecanismos como inserciéon de nuevas secuencias de
ADN mediante fagos, conjugacidon entre bacterias o ya sea transformacion con ADN
foraneo del ambiente. La adquisicion de nuevos grupos de genes u operones confiere
nuevas capacidades al organismo, por lo la hipdtesis de la adquisicion de estos genes
flagelares suena llamativamente como una mejora evolutiva a P. salmonis,
principalmente por ser una caracteristica muy acorde a su medio ambiente y estilo de vida
(Koonin, 2003; Lawrence y Hendrickson, 2003). El ambiente de P. salmonis esta también
ocupado por otras bacterias, algunas de ellas flageladas, como Vibrio y Aeromona, las
que podrian transmitir este tipo de genes. Asi mismo se ha descrito recientemente la
presencia de fagos asociados a P. salmonis siendo una primera evidencia de este tipo de
contacto (Yuksel y col., 2001). Para confirmar si en realidad estos genes son producto de
un evento de transmision horizontal, habria que hacer andlisis de la composicion de sus

secuencias, en términos de uso de codones, % de G+C, y compararlas con el resto del
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genoma de P. salmonis, buscando diferencias y similitudes. Referente a estas ideas
existen evidencias preliminares en el laboratorio sobre la presencia de plasmidos de gran
tamafo en P. salmonis, los cuales aun no han sido caracterizados. Una vez que estos
hayan sido descritos se deberia analizar si estos plasmidos contiene alguno de estos
operones flagelares, y si es asi cual es su origen.

Finalmente, P. salmonis es solo parte de un nuevo grupo de patéogenos de “tipo-
rickettsial” que causan enfermedades en otras especies de peces alrededor del mundo
(Mauel y Miller, 2002, 2003). La presencia de genes flagelares en otros organismos de
este tipo no ha sido descrita, por lo que el caso de P. salmonis podria ser mas bien un
hecho aislado, y no una caracteristica comtin del género. Esto deberd ser confirmado a
futuro a medida que se tenga mas informacion de estos nuevas especies de Piscirickettias,
lo que serda de gran utilidad en las conclusiones referentes a la presencia de genes

flagelares en P. salmonis y a la caracterizacion del género Piscirickettsia.



78

V. CONCLUSIONES

Los genes flagelares flgC y flgD se amplificaron a partir del ADN genémico de P.
salmonis confirmando la organizacion de operdén propuesta. Los genes se
clonaron y secuenciaron, y se expresaron las proteinas recombinantes FIgC y
FlgD, a partir de las cuales se produjeron anticuerpos monoclonales.

No se comprob6 la presencia de las proteinas FlgC y FIgD en extractos de P.
salmonis mediante ELISA, Western blot e inmunoprecipitacion, en las bacterias
de cultivo asi como tampoco en las tratadas con agua de mar.

Se comprobo, sin embargo que los genes flgC y flgD estan siendo transcritos, y
que esto ocurre tanto en bacterias en cultivo normal o cuando son tratadas con
agua de mar.

Las muestras analizadas por microscopia denotan una bacteria circular, con una
membrana externa desapegada al cuerpo de la bacteria y sin presencia de

estructura flagelar.

La ausencia de flagelo en P. salmonis puede ser debida a que: (i) las condiciones
de estimulacion no fueron las adecuada para que este haya sido expresado; (ii) a
que a pesar de contener la mayoria de los genes flagelares carece de alguno que es
esencial para la formacion de la estructura; (iii) la presencia de estos genes solo es
evidencia de algun resabio evolutivo, o de algin evento de transferencia

horizontal de genes, y que no tendria caracteristicas funcionales.
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VII. ANEXO GENES FLAGELARES FLIEY FLIF

Paralelamente a los resultados obtenidos para los genes flgC y flgD, y siguiendo el
modelo propuesto para la organizacion de los genes flagelares (Ver Figura 3) se intento
clonar los genes flagelares fliE y fliF. El gen fliE codifica para una proteina estructural
del cuerpo basal del flagelo, mas especificamente en el eje central proximal, muy similar
a flgC. Su funcion hasta el momento no ha sido bien caracterizada pero se supone que
participaria en el comienzo de la formacion del complejo basal interactuando con flgB y
fliF (Muller y col., 1992; Minamino y col., 2000). Por su parte fliF codifica para la
subunidad estructural del anillo MS del cuerpo basal. Este anillo es el que da sustento a la
estructura flagelar completa, anclandola a la membrana citoplasmatica y comunicando la
estructura flagelar externa con el motor y sistema de exportacion de proteinas
(Grunenfelder y col., 2003). Estos genes se encontrarian en un operdn diferente al de los
genes flgC y flgD, en el cual se encontrarian uno al lado de otro, segin el orden
demostrado en otros organismos flagelados.

Se identifico el contig 641 que contenia la primera parte de la regiéon amino
terminal de fliE y casi la totalidad del gen que codifica para un regulador del factor sigma
54. Ademas se identifico el contig 1230 que contenia la mitad carboxilo terminal de fliF y
la region amino terminal de fliG. A partir de estos contigs y en base a el esquema
propuesto (Figura 19), se disefiaron partidores con el fin de amplificar la region que
faltaba entre los contigs 641 y 1230, y asi obtener la totalidad de fliE y fliF. Los
partidores que se utilizaron son los siguientes:

e Fragmento entre sigma 54 y fliF:
Partidor directo: 5°- AGAACATTACGTTATAAGCTTGCA - 3'
Partidor inverso: 5'- CGACAACTCACCTTCTAATGC-3'

e fliE con sitios de restriccion
Partidor directo: 5° - CAGGGATCCATGGGTAAGATCTATAATGCTAG -3’
Partidor inverso: 5 - GTCGAATTCTCATACCGGCATATTCATTACTT -3’

e fliF con sitios de restriccion
Partidor directo: 5'- CAGGGATCCATGATAGGTTTATCTGTGAGTAT -3
Partidor inverso: 5'- GTCGAATTCTCACTGCTCATCTTCACTTAC - 3°
Partidor interno directo: 5°- AAAAAGAGGCGCGAGCATCAGTA - 3°
Partidor interno inverso: 5°- CCTCAATGGAATCACCGGCGG - 3°

Los resultados muestran la amplificacion de un fragmento de aproximadamente
1000 pares de bases, tamano esperado para el fragmento resultante entra el contig 641 y
1230 (Figura 19A). Este fragmento se clond y secuencid y a partir de esta secuencia se
disefiaron partidores con sitios de restriccion para amplificar independientemente los
genes fliE y fliF. En el caso de fliE se obtuvo un fragmento de 333 pares de bases (Figura
19B), el cual se clond y secuencid (ver anexo secuencias). Luego se confirm6 mediante
alineamiento contra la base de datos de NCBI, en la que se obtuvo un e-value de 9e-12 'y
un 44% de identidad con su ort6logo mas cercano en P. fluorescens. Asi mismo, para fliF
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se obtuvo un amplificado de 1590 pares de bases (Figura 19C), el que también se clond y
secuencio. A partir de la secuencia de este se disefaron partidores internos para obtener
la secuencia completa del gen. Una vez obtenida la secuencia completa esta se alined con
la base de datos del NCBI obteniéndose un e-value de e-105 y un porcentaje de identidad
de un 38% con su ortdlogo en P. aeruginosa.

Estos resultados complementan a los obtenidos para los genes flgC y flgD,
reafirmando que la organizacion propuesta para los genes flagelares en P. salmonis seria
muy similar a otros organismos flagelados descritos. En conclusion al menos 4 de los
genes flagelares encontrados en los contigs obtenidos de la secuenciacion del genoma de
P. salmonis, pudieron ser obtenidos completamente, lo cual se podria extrapolar a los
demas genes presentes (Tabla 1).
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Figura 19. Esquema de organizacion de los genes regulador sigma 54, fliE, fliF y fliG
en P. aeruginosa y alineamiento de los contigs 641 y 1230 de P. salmonis.

En A: fragmento de 1000 pares de bases obtenido por PCR que corresponde al
segmento entre el contig 641 y 1230. En B: se observa el amplificado de fliE de 333 pares
de bases obtenido por PCR. En C: se observa el amplificado de fliF de 1590 pares de
bases obtenido por PCR. Andlisis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio [0,3 pg/mL].
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VIII. ANEXO SECUENCIAS

A continuacion se presentan las secuencias nucleotidicas de los genes flgC, flgD,
fliE y fliF aislados en esta tesis. Ademas se incluye la secuencia aminoacidica traducida

en el correcto marco de lectura.

flgC : 423 Pares de bases, 141 Aminoacidos

atgttttcagtgtttgaaatcgcagggtctgccatgatggcgcagagtattegtttgaat

M F SV F EI A GS AMMAZGQS 1T R L N
acgaccgcgagtaatcttgctaatattaatagtgtaagcagcagcattgatacgacgtat
T T AS NL ANT NSV S S S 1T DTTY
cgctcaagacagcctgtctttgcaccgattgctgcaagtatgcgagatgaatttttccca
R S R QP VF API1 A ASMURUDEFFP
aatcgtgcaccagggcgtggagtacaggtccttggtatagttgaaagtgacgcaccttta
NR AP GRGVQVL G111V E STDAWPIL
gagcagcgttttgatccggatcacccgatggccaatgaagagggctatattttcttacca
E Q R F DPDHPMANEETGY 1 F L P
aatgtgaaccctgttgaggcgatggtgaatatgatctcagcatcgcagtcttatcgggte
NV NPV EAMVNWMISASQS Y RV
aatgttgaggcatttaatacttctaagcaacttatgcagcaaacgctacggttggcgcag
NV EATFNTSI KU QLMOQOQTTLTR RTLADQ
cag

Q

fliE : 333 Pares de bases, 111 Aminoacidos

atgggtaagatctataatgctagtgctgaacaagccgttttaaatgttatgcaacagcta
M G K Iy NA S A EQ AV L NVMOQQ L
gcggctaaggctgcaaatgaaaagactgctgctggaagtggtgttggtgataatcatgca
A A K AANIEIKTAAGS G V G D N H A
aatacattctctaatttgctaaaagtaagcttaaatactgtaaataaacaccaaataaat
N T F S NLL KV S L NTVNIKHQ T N
tctgctaatttgcaaaaatcatttgaagttggtgaggcaactttgcctgaggttattgtce
S ANL Q K S F EV G EATULPEV I V
gccatgcaaaaagcgagcgtgtcatttacagcaattaaagaagtgcgtaataagttaata
AMQ K A SV S FTAI K EV R NK LI
gatgcgtatcgtcaagtaatgaatatgccggtatga

DAY RQV MNMPV -



flgD : 681 Pares de bases, 227 Aminoacidos

atggcagagattaattcaaccgattcagttgccaatctttataaaaatttaggcttaacg
M A E I NS TD SV ANLYKNLG L T
tcatctgatgcaaccttagaaaagaaagagctaggccaagatgattttttaaaattatta
S S DA TULEKKEL G Q D D F L K L L
acgacgcagcttaagcatcaagatccgatgcagccacaagaaaacggtgagttcttagcg
T T QL KUHOUDTPMGOTPOTENTGTETFTL A
caaatggcacaatttagtacggttgatggtattaatagcattaatgatgccgttggtagt
Q M AQ F S TVDSGI NS T NDAV G S
ttagtcgctgagttaaaatcaacaacggcattgcaagcttcagcacttgtggggegttct
L vV A°EL K STTALIOQASA ALV G R S
gtgttagccgagtcagacaaaggcttactgattgagggtgaagagtttaaagcagatatc
vV L AE SDIKGULUWL 1 EGEEF K A D 1
gaagtgccgaaaaatgccaaagaggttaaagtcaatatatttacggatggtggcagcetta
E VP KNAKEV KV N 1T F TD G G S L
gtcagacaggttgaaattggtgatttagccgatggtaattatagctttgtttgggatggce
vV R Q vV E1 6 DL ADGNY S F VWD G
aaagatgaaaatggcaatgtaatgccggcagggcgctatcaatttgccgctgaggeccga
K DENIGNVMPAGIRYQFAAUEA AR
gtggaaggtgaaactcagcaattaccacttgcagtgtatgccaatattgacagcgtgatt
vV E G E T Q Q L P L AV Y ANT1TDS VI
ttaggcaaaaatggcgaagaaacacaagtgagcttatctggtattggtcaggtgggtatt
L 6 K NGEETOQV SL S G 1T G Q V G I
tcaggaattaaacagcttgga

S 6 I K Q L G

fliF : 1590 pares de bases, 530 Aminoacidos

atgataggtttatctgtgagtattgcatcgggcgtggcggtgattatgtggacaaaaacc
M 1T 6L SV S I A S GV AV I MW TK T
tcaaattatgagcctgttttttccagtgttgattcattaagtttgcctcatattgttcaa
S NY E PV F S SV DS L S L P H I V Q
tcattaaagcaaagcaatatagaatttaaattagacgaaagaagaaatttaattttagtc
S L K Q S N IT EF KL DERRNILT L V
gctaaagatcaggttaataaggcgcggatggcgcttgctgaaaatggtgttagtggecgt
A K DQ V NKARMALAIENGV S G R
attagcaccggctttgaaagtttaggcaaggactcaagttttggcactagccaatttatg
Il S T GG F E SL G KD S S F GT S Q F M
gaaaccgtacgttatcgtcatgcattagaaggtgagttgtcgcggacaatttcatcgatt
E T VRYRHALEGELSRTI1T S S 1
cagggggtgcgtagttctcgggtgcatttagcaatccctaagcaatcttcatttttaaaa
Q G VRS SRVHLAIPIKIOQS S F L K
tcacaaaaagaggcgcgagcatcagtatttattaatttgcagggcggttatctggaaaag
S Q K EARASVFIT NL QG G Y L E K
tcccaagtggcagcgattgtgaacttagttgcatctagcgtaccgaatttaaaaagaagt
S Q VA AI VNLVASSVPNILKR'S
caggtttcagtggtcgaccagcacggtaatcttttaactcatgcgatggaaggaggtggt
Q vsVvVvVyVvVvVDQHGNLIULTHAMMEG GG G
tttgctgcaacagaaaggcagtttgcttatcagcgtcaggttgagtcagcgtatgtacag
F AATERU OQOTFAY O QR RU QVETSAYVDQ



cgtattttaaatatcctggagcctatcgttggctctggtaatgtgcgagcacaagtgacg
R 1 L N1 L EP 1 V6 S G NVRAOQV T
gcaaatgttgatttcactaagtctgaaaaaacacaagaaacctttaatccagatatgaaa
ANV D FTK S EKTQETFNUPD MK
gcggtacgcagtgagtttttattaaacgaagaaaaaagtggtgaagctggcttaggtggt
AV R S E F L L NEEK S G EAGTL G G
atccctggtgcacttagtaatcagccgccggggattggtactgcacctgaaaaggcagta
Il P G AL SNQWPWPGI GTAPEK AV
ggcgaggagggcgcggaaaaaaccaagcaaacaccgaccagtaaaagaaacgagtcaacg
G E E G A E K T K QTP TS K RNE ST
cgtaactatgaggtggaccgcttaattagtcatacgcgcggtcagttaggacgggtgatg
R NY E VDI RLI1T SHTWRGOQUL G RV M
cgcttgacagtcgctgttgtactcaataataaaacgacgagggatgataaaggaaaaata
R L TV AV V L NNIKTTRDD K G K 1
accgctgcggcgataaaacaagatgaaattaatcgtatagcgcaactggttcgcgatgca
T AA A1 K QD ET NIRT AQULV R D A
gtagggtttgatgttgcacgtggtgatagcttaaatgttgttaatttgccgtttgttaaa
v 6 F DV A ARGIDSULNWYVYVNULPF VK
gaggtcaccgcgaagccgcecggtgattccattgtgggaacaagggtggtttatttcatta
E VTAKWPWPV I PLWEIGQGWF 1 S L
ttaaaacaagtgctcggtggattatttattttaatcttagtgctctttattttaaggccg
L K QVvL GG G6GL F 1 L I LV L F 1 L RP
acactgcgctctttagcaggcaaatctaaagccgaactctttgatcaaaaaatgcagctg
T L R SL AGIK S KAEULFDOQIKMOQ L
gctcgagaggtagggattgagttggacgccaatggtaatcccattgttcctgaggaagag
AR EV GI E L DANUGNWPI V P E E E
ccagtggtggatgaatttgagcggccgttagatttgccccatgattctgatgatcaggag
P VV DEIFEWRWPLUIDULUPMHID S DD Q E
cgcaatattaattttgtcaaacagttggtcgaaaaagatgccaagttggtggctcaagtg
R N1 NF V K QL VEKIDAI KIULV A Q V
attaaagaatgggtaagtgaagatgagcag

Il K E W V S E D E Q
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