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RESUMEN

Este trabajo sc refiere al aislamiento y expresién de genes flagelares de Piscirickettsia
salmonis, bacteria responsable de la septicemia rickettsial salmonidea, enfermedad que
afecta gravemente la industria de la salmonicultura.

El andlisis bioinformatico de la secuencia del genoma de esta bacteria indicé la
presencia de al menos 36 genes involucrados en la formacién de flagelos. Hste
antecedente llevo a plantear la posibilidad de que P. salmonis forme un flagelo en alguna
etapa de su ciclo de vida. Un estudio de P. salmonis realizado mediante microscopia de
fluorescencia y electrénica, bajo varias condiciones de cultivo, no dio indicios de la
presencia de este organelo. Con el objetivo de verificar la presencia, integridad y el
grado de expresién de algunos de los genes identificados, se aislaron, secuenciaron,
clonaron y expresaron los genes fIgE y flgJ, que codifican Ia proteina estructural del
codo del filamento flagelar (FIgE) y una peptidoglican hidrolasa (FlgI). Los anticuerpos
monoclonales desarrollados contra las dos proteinas recombinantes no detectaron la
presencia de las proteinas FIgE y FlgJ en extractos de P. salmonis con ninguno de los
métodos empleados. Sin embargo estudios realizados por RT-PCR revelaron que fIg/ es
transcrito, annque su nivel de transcripcion es bajo, mieniras que para fIgE no se
detectaron transcritos. Dado estos resultados se sugiere que P. salmonis pudiera utilizar
todos o algunos de los 36 genes para otros propdsitos distintos a la formacién de un
flagelo, ya sea como un sistema de secrecién tipo II, sistemas de adhesion, o alguna otra

funcidn similar.




ABSTRACT

This work describes the isolation and expression of flagellar genes in Piscirickettsia
salmonis; which is the etiological agent of the salmoni(-i rickettsial septicemia, one of the
most important diseases in the Chilean salmonid industry, due to the serious cconomic
losses produced.

Bioinformatic analysis of the bacterial genome shows the presence of at least 36 genes
involved in the synthesis of flagella. This information led us to consider the possibility
that P. salmonis expresses a flagellum at some stage of its life cycle. Fluorescence and
electron microscopy studies did not reveal the presence of flagella in bacteria, even
though it was subjected to several culture conditions. In an attempt to verify the
presence, integrity and expression levels of some of the genes found, flg.J and flgE genes
were isolated, sequenced and cloned. flgJ encodes a peptidoglycan hydrolase and figE
encodes the flagellar hook protein. Monoclonal antibodies against the two recombinant
proteins did not detect the presence of either FigJ or FIgE in P. salmonis extracts with
the methods used. Nevertheless, RT-PCR studies indicated the transcription of flg.J in
small levels, whereas for fIgE no transcripts could be found. Therefore, the results
suggests that P. salmonis could use some of the 36 genes for different purposes, such us
type I secretions system, adhesion, or other similar functions, rather than flagellum

synthesis.
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1. INTRODUCCION

1. SALMONICULTURA EN CHILE

La industria de la salmonicultura ha tenido un rapido crecimiento en Chile en los ultimos
20 afios, transformando al pais en el primer productor y exportador de truchas a nivel
mundial, vy el segundo de salmones después de Noruega (Fundacién Terram, Agosto
2002).

Durante el afio 2003, la exportacién de truchas y salmones superé las 280 mil toneladas
netas, lo cual se traduce en un retorno superior a los 1.100 millones de dolares anuales,
que constituye el 5,6% de las exportaciones totales de Chile para el afio 2003

(Asociacién de la Industria del Salmén de Chile A.G. www.salmonchile.cl, Mayo 2004).

Sin embargo, la salmonicultura no estd exenta de problemas, siendo el de las
enfermedades causadas por agentes infecciosos uno de gran importancia. El esfuerzo por
controlarlas requiere de gastos considerables; tan solo en el afio 2001 se importaron mas
de 600 toneladas de antibidticos para iratamiento de enfermedades asociadas a esta
industria (Fundacion Terram, Agosto 2002).

Dentro de las enfermedades que atacan salmdnidos, se encuentran agentes virales como
ISAV (Anemia Infecciosa del Salmén) e IPN (Necrosis Pancredtica Infecciosa);
bacterianos, como el BKD (Bacterial Kidney Disease) causada por Renmibacterium
salmoninarum, furunculosis causada por Aeromonas salmonicida, SRS (Septicemia
Rickettsial Salmonidea) producida por Piscirickettsia salmonis; ademas de otras

producidas por hongos.




En este 4mbito, el SRS es sin duda la enfermedad que mas pérdidas causa a la
salmonicultura nacional y si bien esta enfermedad no se presenta todos los afios en igual
magnitud, se registran afios en que las pérdidas han alcanzado los 100 millones de
délares en conceptos de tratamiento y disminucién de los ingresos por la cantidad de

peces muertos o que no pueden ser comercializados.

2. ACERCA DEL SRS

El SRS fue descrito por primera vez en Chile en el afio 1989, como una enfermedad
especifica de salmén coho (Oncorhynchus kisutch), por lo que fue llamada sindrome del
salmén coho (Bravo y Campos, 1989a), pero posteriormente se encontré en otras
especies de salménidos como la trucha arcoiris (O. mykiss), el salmén del Atlantico
(Salmo salar) y salmén chinook (O. tshawytscha). En el afio 1990 se describe por
primera vez el agente etiolégico de la enfermedad, como una bacteria de tipo rickettsial,
gracias a los estudios bioquimicos y de microscopia realizados por Fryer (Fryer y col.,
1990). En el afio 1992, gracias a la secuenciacién del ADN ribosomal 16S y estudios
filogenéticos, se determiné que la bacteria no pertenecia a la familia de las rickettsias, y
se clasificé como una especie nueva dentro de un género nuevo y fue denominada
Piscirickettsia salmonis (Fryer y col., 1992), siendo ubicada taxondmicamente en el
grupo de las gamaproteobacterias y no alphaproteobacterias, como ocurre con el resto de
las rickettsias, Agentes similares a P. salmonis se encontraron en salménidos de Canada
(Brocklebank y col., 1992; Kent, 1992), Noruega (Olsen y col., 1993) e Irlanda (Rodger
y Drinan, 1993), sin embargo las mortalidades en estos lugares nunca han alcanzado las

observadas en Chile.




La enfermedad se manifiesta por lo general entre la sexta a decimosegunda semana
posterior a la transferencia de los salmones al agua salada, (Alvarado y col., 1990) en
primavera o otofio, cuando la temperatura del agua oscila entre los 9 y 16°C (Lannan y
Fryer, 1994). Existen reportes de que cn contadas ocasiones la enfermedad también se
presentaria en agua dulce (Bravo, 1994).

La forma de contagio puede ocurrir tanto en forma vertical, por presencia de la bacteria
en ovas y espermios o en los fluidos de los mismos (Larenas y col., 2003), asi como de
manera horizontal, ya que se ha visto que P. salmonis es capaz de penetrar por heridas e
incluso por la piel y branquias intactas de los salménidos (Smith y col., 1998). Esto toma
importancia con el hecho de que P. salmonis puede ser secretado por las heces, orina y
bilis de peces infectados (Salinas y col., 1997). De todas maneras no se descarta la
posibilidad de que existan vectores marinos que porten la enfermedad.

Los signos clinicos de la enfermedad corresponden a nado lento y erritico, anorexia,
oscurecimiento de la piel, descamacion, palidez branquial, ulc_eraciones en la piel y
hemorragias, Internamente se pueden observar nodulaciones amarillentas y hemorragias,
siendo los érganos mas afectados el rifién, higado, bazo e intestino (Cubillos y col.,

1990; Larenas y col., 1995).

3. PISCIRICKETTSIA SALMONIS
P. salmonis fue descrita como una bacteria Gram negativa, no métil, intracelular

obligada, no encapsulada, pleomérfica, habitualmente cocoide, con un tamafio

aproximado de 0,5 a 1,5um, ademas presenta una membrana externa ondulada (Fryer y




col., 1990). La bacteria se multiplica por divisién binaria dentro de vacuolas y crece en
diferentes lineas celulares de salménidos como CHSE-214 (Chinook Salmon Embryo
Cells), CSE-119 (Coho salmon embryo) o CHH-1 (Chum Heart) (Fryer y col., 1990). Su
multiplicacion intracelular obligada ha dificultado el estudio de P. salmonis, puesto gue
no es posible crecerla libre de un cultivo celular. Sin embargo se ha descrito que la
bacteria es capaz de sobrevivir en agua salada y medio de cuitivo MEM por un par de
semanas, mienfras que en agua dulce muere casi inmediatamente (Lannan y Fryer,
1994). Bsta dificultad de cultivo se pone en evidencia con el hecho que recién en 1996
fue posible obtener anticuerpos anti-P. salmonis, que no reaccionen con CHSE-214
(Kuzyk y col., 1996).

En un afan por conocer y estudiar la biologia molecular de esta bacteria, los distintos
factores de virulencia que esta pudiese tener, asi como otros factores importantes en la
interaccion patégeno-huésped que permitan desarrollar métodos de proteccién contra el
SRS, se realizo6 la secuenciacién del genoma de P. salmonis en la Fundacién Ciencias
para la Vida. A través de este estudio se logrd identificar alrededor de 1.500 genes
homélogos a otros descritos previamente en las bases de datos, y entre ellos se
encontraron varios genes que corresponden a ortélogos de genes flagelares en especies
como Vibrio o Pseudomonas. Esta informacion resultdé muy sorprendente debido a que
esta bacteria habia sido descrita como no métil y por lo tanto se llegd a considerar la
posibilidad de que este patdgeno tuviese un flagelo en alguna etapa de su ciclo de vida,

lo que podria explicar de alguna manera la transmisién horizontal de la enfermedad.




4. EL FLAGELO

El flagelo corresponde a un organelo bacieriano de gran importancia para la sobrevida
de diversas especies bacterianas, debido a que es el principal involucrado en la motilidad
de las bacterias, y también se sabe que juega un rol critico en la infectividad de bacterias
patogénicas como Vibrio anguillarum (Ormonde y col., 2000) e incluso que puede
participar en la adherencia de bacterias a sus huéspedes. Este organelo estd formado por
tres estructuras principales, el motor, el cuerpo basal y el filamento flagelar. El motor, se
encuentra alojado en la membrana citoplasmatica y es el involucrado en proporcionar la
energia y direccién del movimiento al flagelo, mediante un gradiente de protones
(Manson y col., 1977). El cuerpo basal, se encuentra ubicado desde la membrana
citoplasmatica hasta la membrana externa, atravesando el peptidoglican y el espacio
periplasmico. El filamento se encuentra ubicado en el exterior de la bacteria y funciona
como una suerte de hélice que impulsa a la bacteria. Este esta constituido por un gancho
y el filamento flagelar.

El cuerpo basal funciona también como un sistera de secrecién denominado de tipo I
para los mismos componenies que van formando el cuerpo basal, el gancho y el
filamento flagelar (Minamino y Macnab, 1999; Hirano y col., 2003), e incluso para
diversos factores de virulencia como se ha descrito en Yersinia (Young y col., 1999).
Esta gran estructura requiere para su correcto funcionamiento alrededor de 40 a 45 tipos
de proteinas diferentes. Algunas de ellas son requeridas en cientos o miles de
mondmeros por flagelo, como FIgE o FliC, que son las proteinas estructurales del
filamento flagelar, mientras que otras son requeridas tan sélo en 6 mondémeros por

flagelo, como FlgC o FlgF de E. coli (Macnab, 2003). Este fenémeno requiere una gran




coordinacién y regulacién para su correcta produccién, secrecién y ensamblaje. Las
proteinas que se estudian en esta tesis corresponden a FIgE y Figl. FlgE es la proteina
estructural del codo en el filamento flagelar, por lo que se encuentra expuesta al exterior
de la bacteria y es exclusiva para la formacién de esta estructura. Por su parte, FlgJ
corresponde a una peptidoglican hidrolasa que se encuentra en el espacio periplasmico y
posee un rol importante en el ensamblaje del bastén presente en el cuerpo basal
(Macnab, 2003). Por lo tanto esta proteina estd involucrada tanto en la formacién de un
flagelo funcional, como en el sistema de secrecién flagelar, el cual no requiere de la
formaci6n del filamento para funcionar. Cabe mencionar que anexo a este trabajo se
estudiaron otros genes flagelares presentes en P. salmonis, debido a que de esta forma se
puede tener un panorama mas extenso de la organizacién y funcionalidad de estos genes
flagelares en P. salmonis (Ugarte, 2004).

La presencia de un flagelo en algin momento del ciclo de vida de P. salmonis seria un
hallazgo importante, puesto que entregaria una nueva perspectiva sobre la manera en que

esta bacteria infecta salménidos y permitirfa comprender mejor su ciclo de vida, como

sobrevive en el océano vy en general conocer mejor la biologfa de P. salmonis.

Figura 1: Esquema del aparato flagelar.
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HIPOTESIS

Los genes flagelares de P. salmonis deberian expresarse a nivel transcripcional y de

proteina en algiin momento del ciclo de vida de Ia bacteria.

OBJETIVOS

GENERALES
- Analizar la estructura genémica y organizaci6n de los genes fIgE y flgJ de P. salmonis
y determinar si existe expresién in vivo de estos genes flagelares en P. salmonis bajo

condiciones especificas de cultivo.

ESPECIFICOS

- Estudiar la secuencia codificante de los genes fIgE y flgJ y su organizacién dentro del
genoma de P. salmonis.

- Clonar los genes flgE y flgJ en vectores de cxpresién y obtener las respectivas
proteinas recombinantes.

- Obtener anticuerpos policlonales y monoclonales para las proteinas FIgE y FlgJ.

- Investigar la expresién de los ARN mensajeros para FIgE y Flgl de P. salmonis
mantenido en diferentes condiciones de cultivo.

- Investigar la expresion in vivo de las proteinas FIgE y FlgJ de P. salmonis mantenido

en diferentes condiciones de cultivo.




IL. MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES
Los ratones Balb/c utilizados para las inmunizaciones se obtuvieron del vivero de

BiosChile 1.G.S.A.

2. CELULAS

Células CHSE-214 (linea celular embrionaria de salmén chinook Oncorkynchus
ishawytscha, ATCC CRL 1681) se obtuvieron de la coleccién de Bios-Chile L.G.S.A. La
bacteria Piscirickettsia salmonis corresponde a la cepa ATCC VR 1361. Células

competentes Nova Blue y BL21 (DE3) se adquirieron de la empresa Novagen.

3. REACTIVOS

Las sales, acidos, bases y solventes utilizados de grado analitico o de grado para biologia
molecular, se obtuvieron en Merck y Sigma. Las enzimas de restriccién, Taq DNA
poliI:nerasa, T4 DNA ligasa, fosfatasa alcalina de ternero, X-GAL, IPTG, DNA ladder,
ADN ¢x (Haelll), A (HindIIl), dATP, dGTP, dCTF, dTTP se obtuvieron de GibcoBRL.
Los sistemas de purificacién de productos de PCR y los de purificacion de ADN
plasmidial se obtuvieron de Qiagen Inc. El sistema de purificacién de ADN desde geles
de agarosa es de Concert™, La glucosa, azul de-bromo fenol, bromuro de etidio y fenol
se adquirieron de Sigma. Triptona, extracto de levadura y agar se adquirieron en Difco

Laboratories. La agarosa utilizada para geles de uso diario fue de GibcoBRL, y de FMC




BioProducts para la purificacién de ADN desde geles. El kit para cuantificacién de
proteinas utilizado fue el Micro BCA™ Protein Assay Reaction Kit de Pierce. Los

estandares de proteinas pretefiidas se adquirieron en Invitrogen.

4, OLIGONUCLEOTIDOS

Los oligonucleétidos utilizados para las reacciones de PCR se disefiaron a partir de las
secuencias obtenidas del genoma de P. salmonis y se adquirieron en Invitrogen.

A continuacién se presenta la secuencia de los partidores utilizados en esta tesis, donde

las F representan los partidores directos o sentido y las R los reversos o antisentido.

4.1. FlgE
FlgD F1: 5’ CGACGCAGCTTAAGCATCAA 3’
FlgE F2: 5 ATTGACAGCGTGATTTTAGGC 3

FlgE F3: 5’ TGAGTGATGATGGTGCGCTAA 3’

FlgF R1l: 5’ CTGCTTAGCACCACTCATTG 3'
FlgE R2: 5’ TGCTAGACTGGCCATTACTG 3
FlgE R3: 5’ ACCATCCGARACCAAGACARAT 3

FlgE R4: 5‘ CATCTTCCATGGATTATTAACCG 3

FlgE Fr: 5° ACAGATATCAGGGGCATTATGTCATTTAACA 37
EcoRV

FlgE Rr: 5° CAGGGATCCATCTTAAGTATAATAATTAACGAATATT 3
BamHI




FlgK

FlgJ

FlgJd

Flgd

FlgJd

4.3. pET32a

Flgd
Fi:

F2:

R1:

R2:

R3:

Fr:

Rr:

5!

5!

5!

51’

Sf

5!

5!

TCAGCGCATTGACGTGACG 3'

CGGCGGTCACACATGGTAAT 3’

AAGTAAATCATTCGGTATTGCC 37
GACGCGTATAGCCTGGTGT 3’

CAACGATGGCATGGCTTAATA 3’

CAGGGATCCATGGATGCGATTCCTACACAG 37
BamHI

ACTGAATTCCCCACCTGTATCGACATCATA 37
EcoRI

pET32a fw: 5’ GAAAGAAACCGCTGCTGCTA 3’

pET3Za rv:

5/ GCTAGTTATTGCTCAGCGGT 37
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5. VECTORES

5.1. pGEM-T

Vector de clonamiento, disefiado para ligar productos de PCR debido a las timidinas no
apareadas presentes en ambos extremos del sitio de clonacion. Posee un gen de
resistencia a ampicilina, y una region codificante para la betagalactosidasa, necesaria

para la seleccion de colonias recombinantes (Figura 2).

Figura 2: Esquema del vector pGEM-T.

Amp: Gen de resistencia a ampicilina; Origen f1: Origen de replicacion del
fago f1; lacZ: Region codificante para la B-galactosidasa; T: Timidinas no
apareadas en los extremos 3° de cada hebra, para la insercion de los
amplificados de PCR.

5.2. pET-32a

Vector de expresion procarionte, posee un gen de resistencia a ampicilina, y rio abajo
del promotor T7 lac, posee la region codificante de la tioredoxina A (Trx) de E. coli
junto a un dominio de polihistidinas, lo cual es expresado como proteina de fusion al

producto de clonamiento (Figura 3).
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pET-32a ()

5900 bp

Figura 3: Esquema del Vector pET-32a.

Ori: Origen de replicacién bacteriano pBR 322; Amp: Gen de resistencia a
ampicilina; Origen f1: Origen de replicaciéon del fago fl; trxA: Gen de
Tioredoxina A de E. coli, posee un dominio con polihistidinas; lacl: Represor
del operon lac.

5.3. pET-21a

Vector de expresion procarionte, carece de la region codificante de Trx que presenta el
pET-32a. Se uso para expresar la proteina sin la fusion a Trx. Posee ademas un gen de
resistencia a ampicilina y un dominio de proteina T7 de 11 codones, que se fusiona a la

proteina a clonar (Figura 4).

Figura 4: Esquema del Vector pET-21a.

Ori pBR322: Origen de replicacion
bacteriano pBR 322; Amp: Gen de
resistencia a ampicilina; Origen f1: Origen
de replicacion del fago f1; lacl: Represor del
oper6n lac; T7 tag: Dominio de proteina del

pET-21a (H) i‘” fago T7 (11 codones)
5443 bp
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6. CULTIVO DE CELULAS CHSE-214
Los inéculos de células CHSE-214, mantenidos en nitrégeno liquido se descongelaron y
cultivaron en frascos T175 en medio MEM a 16°C durante 7 dias o hasta que las células

Jlegaran a confluencia.

7. CULTIVO DE P. SALMONIS

Se usaron inéculos de P, salmonis con un titulo de al menos 1x10° bacterias/ml para
infectar cada uno de los frascos T175 con células CHSE-214. Al dia siguiente, se retird
el medio y se agregaron 50 ml de medio MEM completo fresco. El cultivo se dejo a
16°C durante 10 a 14 dias, observando peridédicamente al microscopio de contraste de
fases, el grado de lisis de las células CHSE-214 provocada por el desarrollo de la
infeccién. Cuando el efecto citopatico fue cercano al 100% el cultivo de P. salmonis se
considerd listo para su cosecha o para su propagacién. Las bacterias se cosecharon
golpeando el frasco en repetidas ocasiones para despegar las células y el lisado se
centrifugé a 200 xg. El sobrenadante corresponde a la fraccién semipurificada de P.

salmonis.

8. PREPARACION DE ADN GENOMICO DE P. S4LMONIS

Se usé un procedimiento basado en el protocolo de Binder (1995). La fraccién
purificada de P. salmonis se lavd con tampon PBS y se le agregaron 20 pl de una
solucién de 10 mg/ml de DNAsa I y se incubd a 37°C por 30 min. Luego de la

centrifugacién para eliminar el sobrenadante, la pella se resuspendi6 en 500 pl de PBS y
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100 1! de EDTA 0,1M para deterer la actividad de la DNAsa L. Se agité suavemente por
inversién, se volvi6 a centrifugar y la pella exenta de DNAsa I se resuspendio en 1 ml de
tamp6n de lisis (sacarosa 0,75 M, NaCl 400 mM, EDTA 20 mM, Tris-HC1 50 mM, SDS
0,2%, 1 mg de proteinasa K, pH 9) Se agité suavemente por inversién y se incubd a
58°C durante 60 min con agitacién suave. Una vez terminada la incubacién con la
proteasa la solucién se extrajo con un volumen de fenol saturado en Tris-HCl pH 8 y
luego se extrajo 2 veces con una mezcla de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1.
Posteriormente el ADN se precipité con 0,4 voliimenes de acetato de amonio 5 M y 2,5

volimenes de etanol absoluto a —20°C durante 30 min.

9, AMPLIFICACION DE ADN POR LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

La reaccién de PCR se realizd con partidores disefiados basandose en las secuencias
contiguas obtenidas en la secuenciacién de P. salmonis, utilizando ADN genémico de P.
salmonis como templado. En tubos Eppendorf autoclavados de 600 pl, se agregaron 5 pl
de tampén PCR 10X sin Mg; 1,5 pi de MgCl, 50 mM, 4 ul de mezcla de dNTP 2,5 mM;
2,5 pl de cada uno de los oligonucledtidos con concentracién 10 pM; 50-200 ng de
ADN templado; 0,5 pul de Taq ADN polimerasa 5 U/ul y se completé a un volumen final
de 50 pi con agua miliQ estéril. La reaccién de PCR se lleva a cabo en un termociclador
(modelo PTC-200 MJ Research) con el siguiente programa: una etapa inicial de 5 min
de denaturacion a 95°C, 30 ciclos compuestos por 1 min de denaturacién a 95°C, 1 min

de apareamiento a 55-58°C (segiin Tm de los 6ligos) y de 1 a 3 min a 72°C de extension,
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tiempo que varia segin el tamafio del fragmento que se quiera amplificar (1 min por

cada 1 kb). Finalmente se realiza una etapa de elongacién durante 10 min a 72°C.

10. PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

La purificacién de los productos de PCR se realizé mediante el kit Qiaquick para
purificacién de productos de PCR (Qiagen) utilizando la columna de purificacién de
acuerdo al protocolo suministrado por el fabricante. Los productos se eluyeron con 50 pl

de Tris-HCI 10 mM pH 8,5 tibio.

11. CLONAMIENTO DE FRAGMENTOS DE ADN EN LOS VECTORES pGEM-T,

pET-32aypET-21a

11.1 Digestion de los plasmidos pET-32a y pET-21a

Aproximadamente 2 pg de cada uno de los vectores se linearizaron con 10 unidades de
EcoRI en 50ul de tampén de reaccién correspondiente, durante 90 min a 37°C. Luego se
agregd 1 pl de BamHI (10 U/pl) y se siguid incubando por 90 min adicionales a 37°C.
1.a mezcla se incuba posteriormente con fosfatasa alcalina para remover los fosfatos 5"y
prevenir la religacion del plasmido. Para esto, a los 50 pl de la mezcla anterior se
agregd, 10 pl de tampén 10x (0.5 M Tris-HCI pH 8.5, 1 mM EDTA, pH 8.5), 40 pl de
agua miliQ y 1 pl de fosfatasa alcalina, y se incub6é a 37°C durante 1 hora.
Posteriormente se detuvo la reaccién con EDTA 10 mM, incubando a 80°C por 10 min.

El plasmidio linearizado se purificé de la mezcla de reaccién usando el kit Quiaquick
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(Qiagen), y se realizd una extraccion con un volumen de fenol:cloroformo:aicohol
jsoamilico en una razén 25:24:1 y Juego con 1 volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico en razén 24:1 para eliminar el fenol remanente. El ADN se precipito
agregando 1/10 de volumen de acetato de sodo 3 M pH 5,0 y 2 volimenes de etanol
absoluto a —20°C. Se cuantificé y estimé la integridad del plasmido mediante un gel de

agarosa al 1%.

11.2. Ligacién de fragmentos de ADN a plasmidos

Los fragmentos de ADN obtenidos ya sea por amplificacién por PCR o por digestion
con enzimas de restriccién, se ligaron a los distintos vectores de clonamiento u
expresién manteniendo una relacion molar vector:inserto de 1:10. La reaccion se llevé a
cabo en 10 pl por 16 hr a 14°C con 1 pl de Ligasa T4 GIBCO (1 U/ul) y 2 ul de tamp6n
T4 ligasa 5X (GIBCO). El producto de ligacién se usé para transformar células E. coli

Novablue competentes.

12. PREPARACION DE CELULAS DE E. COLI COMPETENTES

Células de E. coli Novablue y BL21(DE3) fueron cultivadas en el medio Luria-Bertani
(LB) (10 mg/ml de triptona, 5 mg/ml de extracto de levadura y 10 mg/ml de NaCl).
Inicialmente se preparé un inéculo de 5 ml de células en medio LB el cual se incub6 a
37°C durante toda la noche. Al dia siguiente se agregé este inéculo a 500 ml de medio
LB y se incubé por 2 horas aproximadamente hasta alcanzar una densidad dptica a 650

nm de 0,6 a 0,8. El cultivo se centrifugd a 3.500 xg durante 10 min a 4°C y las células
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sedimentadas se resuspendieron en 250 ml de NaCl 10 mM fiio y esterilizado por
filtracién. Se volvid a centrifugar y las células se resuspendieron en 250 ml de CaCl, 75
mM frio y esterilizado por filtracién, Luego de incubar durante 30 min en hielo se volvid
a centrifugar y las células se resuspendieron en 15 ml de CaCl; 75 mM frio y en hielo.
Para aumentar la eficiencia de transformacién las células se dejaron 3 horas en hielo con
CaCl, 75 mM y 14% de glicerol estéril. Para guardar las células, se congelaron primero
en etanol con hielo seco y luego se almacenaron a —80°C (BioFreezer Forma Scientific)
hasta su uso. Todo el proceso de preparacion se realizé en una campana de flujo laminar

para asegurar y mantener la esterilidad del proceso.

13. TRANSFORMACION Y SELECCION DE COLONIAS

A un tubo Eppendorf esterilizado de 1,5 ml se agregan 100 pl de células competentes y
10 pl del producto de ligacién (o 10 ng del ADN plasmidial circular purificado). La
mezcla se incubd durante 30 min en hielo, luego se sometié a un shock térmico a 42°C
durante 1 min, seguido de 3 min en hielo. Se agregaron 800 pL de medio SOC (Extracto
de levadura 0,5%, Triptona 2,0%, NaCl 10 mM, KClI 2,5 mM, MgCl; 10 mM, MgSO,
20 mM, glucosa 20 mM) estéril y se incubé con agitacién durante 1 hr a 37°C.

El cultivo se centrifigd a 5.700 xg para concentrar y la pella se resuspendi6 en 200 pl
del mismo cultivo. Con esta suspensién se sembraron placas de LB-Agar A100 (agar al
2 % en medio LB y ampicilina 100 pg/ml) las cuales se incubaron a 37°C durante la

noche. Al dia siguiente se seleccionaron colonias de cada placa, se picaron y se dejaron
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creciendo en 5 ml de medio LB con ampicilina 100 pg/ml durante la noche con
agitacion a 37°C.

La seleccién de colonias recombinantes se realizé por o-complementacién en las
transformaciones con pGEM-T. Para esto se agregd a la placa 20 ul de X-Gal {50 ng/ml)

y 100 plI de IPTG (100 mM), procediéndose a seleccionar las colonias blancas.

14. PURIFICACION DE ADN PLASMIDIAL

El ADN plasmidial de cultivos de clones bacterianos iniciados a partir de las colonias
seleccionadas, fue purificado mediante el kit Qiaprep (Qiagen). El protocolo utilizado es
el suministrado por el fabricante y se basa en el método de Sambrook y col. (1989). El

ADN plasmidial purificado se eluyé en 50 pl de Tris-HC1 10 mM pH 8,5.

15. ANALISIS DE ADN POR ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El analisis de fragmentos de ADN provenientes de amplificacién por PCR, digestiones
con enzimas de restriccién, derivados de purificaciones de ADN plasmidial,
preparaciones de ADN gendémico, preparaciones de plismidos linearizados, fue
realizado mediante clectroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE (Tris acetato 40
mM, EDTA 2 mM), con bromuro de etidio [0,3 pg/ml]. Las muestras fueron preparadas
con 1/10 de volumen de tampén de carga 10X (azul de bromofenol 0,25% y glicerol

50%). Como estandar de tamafio se utiliza una mezcla de ADN de fago A digerido con
Hindlll, mas ADN de fago ®X174 digerido con Haelll 0,2pug/pl (HindIlI-A/Haelll-

®X174). Esta mezcla de ADN digerido entrega un patrén de bandas desde 23 kb hasta
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100 pb. Las bandas de ADN en el gel son visualizadas bajo luz ultravioleta y

fotografiadas con una cdmara digital.

16. DIGESTION CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Con el objeto de comprobar que un fragmento de ADN de interés se haya insertado en el
plasmidio o también para clonar los insertos de un vector a otro, se realizaron cortes con
endonucleasas de restriccién. Para comprobar las ligaciones de insertos de ADN
amplificados por PCR en pGEM-T, las enzimas utilizadas fueron Notl y Ncol. Las
enzimas EcoRI, EcoRV y BamHI se usaron para comprobar insercién de los genes
amplificados con partidores que contienen los sitios correspondientes en pGEM-T, pET-
32a y pET-21a. La reaccién se realizé en 10 pl que contienen 250 ng de ADN, 1 pl del
tampén 10x adecuado para la enzima de restriccion y 1U de enzima/pig de ADN. Se
incubé a 37°C por una hora. Las digestiones preparativas se hicieron con
aproximadamente 5 pg de ADN en 100 pl totales, con 10 pl de tampén correspondiente

y 20U de cada una de las enzimas. La mezcla se incubd a 37 °C durante 3 horas.

17. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN DESDE GELES DE AGAROSA

Para la recuperacion de ADN desde geles, se utilizo la agarosa Seakem GTG,
BioWhittaker Molecular Applications; que tiene un mayor grado de pureza que la usada
habitualmente. El ADN de interés presente en el gel se purificé mediante el Kit
Concert™ Rapid Gel Extraction System, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Luego de la purificacién, el ADN se eluye en 50 pl de tampén Tris-HC1 10 mM pH 8,5.
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18. SECUENCIACION DE ADN

Las muestras de ADN purificadas se secuenciaron utilizando el kit comercial Bigdye
2.0, de Perkin Elmer y un secuenciador automatico ABI Prism 310 Genetic Analyzer, de
Applied Biosystems Inc. Para esto se utilizaron partidores especificos para el fragmento
a secuenciar, o para las secuencias que flanquean el inserto en cada vector. En ¢l caso de
pGEM-T se utilizan los partidores M13 y para pET-32a se utilizan los partidores PETFw

y PETRv disefiados en el laboratorio.

19. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES EN BACTERIAS

La expresién de las proteinas de fusién FIgE y FlgJ se realizé en células E. cofi
BL21(DE3) previamente transformadas con los vectores recombinantes pET32a-flg/,
pET21a-flgJ o pET32a-fIgE. Estas células tienen integrado en su genoma el gen de T7
ARN polimerasa, ¢l que se expresa cuando las células son inducidas con IPTG, y la T7
ARN polimerasa producida, induce la expresién de los genes regulados por el promoto;'
de T7 en pET-32a y pET-21a. Para inducir la expresion de las proteinas, se inoculé 50
ml de medio LB-A100 (ampicilina 100 pg/ml) con 1,5 ml de cultivo fresco del clon
BL21(DE3) recombinante de interés, crecido durante la noche y se incubd a 37°C con
agitacion hasta que alcanzé una densidad 6ptica (D.0O.) a 600nm de 0,5 2 0,7.

Cuando el cultivo alcanza la D.O. esperada se toma una alicuota de 1 ml correspondiente
al tiempo 0 y al resto del cultivo se le agrega IPTG a una concentracion final de 1mM.

Hecho esto se toma una alicuota cada hora hasta cumplir 3 horas de induccion.
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De cada alicuota se preparan extractos de proteinas {otales que se separan en fracciones
soluble e insoluble como se describe a continuacién. La induccién de la proteina
recombinante en las distintas fracciones se analiz6 en geles de poliacrilamida—SDS al

12,5%.

20. PREPARACION DE EXTRACTOS PROTEICOS DE BACTERIAS

Los exiractos de proteinas de E. coli BL21(DE3) recombinantes o bien de P. salmonis se
obtienen centrifugando las bacterias correspondientes a 5.700 xg por 10 min a 4°C,
resuspendiéndolas lnego en PBS 1x, en presencia del inhibidor de proteasas PMSF a una
concentracién final de 1M, Las bacterias se Ii,san mediante sonicacidn, tres veces por
20 seg cada una, manteniendo los tubos siempre en hielo. La suspension sonicada se

centrifuga a 9.300 xg durante 5 a 10 min a 4°C para separar la fraccién proteica soluble

de las proteinas insolubles y restos celulares.

21. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE LAS PROTEINAS

Para determinar la concentracién de protefnas presentes en los extractos se utilizé el kit
Micro BCA™ Protein Assay Reaction Kit de Pierce, segin las instrucciones del
fabricante. Para la curva de calibracién se us6 seroalbumina de bovino (BSA) en

concentraciones de 0,05 a 0,8 mg/ml.
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22. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO CONDICIONES
DENATURANTES (SDS-PAGE)

Los extractos de proteina son analizados en geles de poliacrilamida—SDS de acuerdo a
Laemmli y col. (1970). Los extractos solubles y proteinas puras son previamente
cuantificadas y se preparan con un volumen de tampén de corrida (Tris-HCI pH 6,8
62,5mM; glicerol 10%; SDS 3%; azul de bromofenol 0,00125%; -mercaptoetanol 5%).
Las fracciones insolubles son resuspendidas directamente en 50 pl de tampén de corrida.
Las muestras se calientan a 100°C en bafio maria durante 5 min antes de ser cargadas en
el gel.

Los geles de poliacrilamida poseen una zona concentradora de poliacrilamida al 4,5%
(Tris-HCl1 0,5M pH 6,8; SDS 0,4%; mezcla acril-bisacrilamida 4,5%; TEMED 0,3%;
APS 0,3%) vy una separadora con poliacrilamida al 12,5% (Tris-HC1 1,5M pH 8,8; SDS
0,4%; bis-acrilamida 12,5%; TEMED 0.3%; APS 03%). El tampdén de corrida
corresponde a Tris-glicina (Tris-base 25mM; glicina 190mM; SDS 0,1%). La
electroforesis se realiza a un voltaje constante de 100 a 110 volts hasta que el frente de
corrida caiga del gel (aprox. 2 hr). Como patrén de tamafios moleculares se utilizd el
estandar de Invitrogen™ BenchMark Prestained Protein Ladder que incluye tamafios de
proteina desde 8,4 2 176,5 kDa.

El gel se tifie con azul de Coomassie {4cido acético glacial 10%; metanol 45%; azul de
Coomassie 0,25%p/v) durante 20-30 min con agitacién en un agitador orbital a 40-50

rpm. Luego se elimina el exceso de colorante con sucesivos lavados con solucién de
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desteftido (acido acético glacial 10%; metanol 45%). Los geles son secados a 80°C en

condiciones de vacio durante 1 hr, en un secador 543 Gel Dryer de marca Bio-Rad.

23. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

El cuitivo bacteriano obtenido de la induccién se centrifugé a 9.300 xg a 4°C durante 10
min y se elimind el sobrenadante. La pella se resuspendié en 4 ml de Tris-HCl 50 mM
pH 8 y se sonicé 4 veces durante 25 seg manteniendo los tubos siempre en hielo, luego
se centrifugd nuevamente a 4°C por 10 min a 9.300 xg. Los siguientes pasos de la
purificacién fueron levemente diferentes dependiendo si la proteina recombinante se

encuentra en la fraccion proteica soluble o insoluble.

23.1. Trx-Flgd

Se separd la pella del sobrenadante. Para la purificacién solo se utilizé el sobrenadante
ya que gran parte de la protefna es soluble. El sobrenadante se incubd con la resina de
afinidad agarosa Ni-NTA la cual retiene a la proteina por interaccién con las histidinas
presentes en la proteina de fusion. La incubacion se realizé en presencia de NaCl 0,3M ¢
imidazol 10mM vy la proteina se eluyé de la resina con concentraciones crecientes de
imidazol (desde 20 mM hasta 500 mM) en las soluciones de lavado y eluido, siguiendo

el protocolo entregado por el fabricante (Novagen).

23.2. Trx-FIgE
Esta proteina se encontré principalmente en la fraccidn insoluble. Esta fraccién obtenida

se resuspendid en urea 2 M, Tris 50 mM pH 8, NaCl 0,3M, imidazol 10mM y esto se
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incubd con la resina de afinidad agarosa Ni-NTA siguiendo el mismo protocolo que para
FlgJ, pero agregando urea en concentracion final 2M a cada una de las soluciones de

lavado y eluido.

24. INMUNIZACION DE RATONES CON LAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Para ambas proteinas, FlgJ y FIgE, se sigui6 el mismo protocolo de inmunizacién. 50 pug
de cada proteina fue inyectada intraperitonealmente a 3 ratones Balb/c en 200 pl de
emulsion. Se inyectaron 3 dosis, la primera de ellas con adyuvante de Freund completo y
las otras dos se realizaron a los 14 y 28 dias respectivamente con adyuvante de Freund
incompleto. La sangria se realiza 10 dias después de la tltima inyeccion y se evalia la
presencia en el suero de anticuerpos para la proteina recombinante, mediante las técnicas
de ELISA y Western blot. Aquel ratén que presentd la mayor respuesta inmune frente a
la proteina recombinante, fue elegido para obtener los hibridomas y producir los

anticuerpos monoclonales. Estos monoclonales se produjeron en colaboracién con

Adolfo Jamett de Bios-Chile.

25. ELISA

Se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano recubiertas con un adhesivo bioldgico
aislado de cholga (Burzio y col., 1997). La placa se activa agregando en cada pocillo 50
ul de proteina recombinante 10 pg/ml en PBS y se incuba por 90 min a temperatura
ambiente. Luego de climinar el exceso de proteina se bloquea cada pocillo con 350

pl/pocillo de una solucién de cascina-sacarosa al 2% en PBS por 1 hr a temperatura
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ambiente. Los sueros a analizar se mezclan con solucién de bloqueo y se agregan 50 pl a
cada pocillo en diluciones seriadas en base 2 partiendo por una dilucién de 1:4. La placa
se incuba durante 90 min a temperatura ambiente. Luego la placa se lava tres veces con
350pl/pocillo de PBS-Tween 20 al 0,02% por 5 min.

La placa se incuba durante 30 min a temperatura ambiente con 50 pl/pocillo del segundo
anticuerpo que es un anti-IgG de ratén conjugado a fosfatasa alcalina, desarrollado en
cabra (KPL), diluido 1/1.000 en solucién de bloqueo. Posteriormente se realizan 4
lavados mas, de igual modo que los anteriores. La reaccién colorimétrica se realiza
incubando por 30 min a 37°C con 50ul/pocillo del sustrato parafenilfosfato 1 mg/ml en
tampén FAL (NaCl 100mM, Tris 100mM, MgCl, SmM, pH 9,5). La reaccion se detuvo
agregando 50 pl de NaOH 3N por pocillo. Finalmente la D.O. de los contenidos de los

pocillos se lee a 405 nm en un lector de ELISA ELX 800 de Biotek Instrumets Inc.

26, WESTERN BLOT

Para la deteccién de las proteinas recombinantes de P. salmonis se utilizaron sueros
policlonales o anticuerpos monoclonales obtenidos contra las protefnas FIgE y FlgJ
recombinantes.

Las muestras proteicas se someten a electroforesis en condiciones denaturantes en un gel
de poliacrilamida-SDS al 12,5% y luego sc electrotransfieren a una membrana de
nitrocelulosa aplicando 100 volts durante 1 hr en tampoén de transferencia (Tris-base
25mM, glicina 190mM, SDS 0,1%, metanol al 20%).

La membrana se bloguea con leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 al 0,02%

durante lhora. Luego se incuba con el suero policlonal diluido 1/500, en solucion de
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bloqueo (leche descremada al 5% en TBS-Tween 20 al 0,02%) y se incuba durante 90
min a temperatura ambiente con agitacion. La membrana se lava 3 veces durante 10-15
min cada vez con TBS-Tween 20 0,02% con agitacion.

Como segundo anticuerpo se utilizaron anticuerpos anti-IgG de raton acoplados a
fosfatasa alcalina o peroxidasa, siendo utilizado este 1ltimo para una reaccién con
sustrato quimioluminicente que presenta mayor sensibilidad al revelar el Western Blot.
Ambos fueron desarrollados en cabra, y se utilizaron en una dilucién 1/1.000, en leche al
2,5% en TBS-Tween 20 0,01%. La membrana se incuba durante 1 hr a temperatura
ambiente con agitacién. Una vez terminada la incubacion con el segundo anticuerpo la
membrana se vuelve a lavar tres veces por 10-15 min cada una con TBS-Tween 20
0,02%. Para el revelado se siguen dos protocolos diferentes dependiendo del segundo
anticuerpo usado. Para aquel acoplado a fosfatasa alcalina, las membranas se sumergen
en 10 ml de tampén FAL con 33ul de BCIP 50 mg/ml y 66pl de NBT 50 mg/ml. Una
vez que se visualizan Ias bandas se detiene la reaccién con tampon de detencién (EDTA
2mM, PBS 1X pH 8,0) y las membranas se lavan con agua destilada. Para la peroxidasa
se utiliz6 el sustrato quimioluminicente del kit Super Signal®West Pico
Chemiluminescent sustrate de Pierce (Life Sciences Company), segiin las indicaciones
del fabricante. En un cuarto oscuro se expone la membrana a la placa fotografica (Kodak
T-Mat G/RA Diagnostic Film o Kodak MXG/Plus Medical X-Ray Film) durante 1 a 10
min. A continuacién la placa se revela sumergiéndola de 1 a 3 min en el revelador
Kodak Dektol (preparado previamente segin las instrucciones del fabricante), luego se

lava con agua destilada y finalmente se fija sumergiéndola en fijador U3 de Jamarca.
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27. INCUBACION DE P. SALMONIS EN DIFERENTES SOLUCIONES SALINAS

P. salmonis semipurificado de 2 frascos de cultivo T175 se centrifugaron a 2.600 xg por
10 min a 4°C y se resuspendi6 en 15 mi de medio de cultivo MEM completo como
control, o bien, con agua de mar estéril o PBS 200 mM NaCl y se incubd hasta 24 horas
a 8°C o0 16°C. Se tomaron alicuotas de las muestras a los 30 min, 1 hr, 4 hr o 24 hr para

obtener RNA total, extractos de proteinas o realizar microscopia electronica.

28. MICROSCOPIA
Para el estudio de microscopia, P. salmonis semipurificados se trataron con agua de mar,
PBS-NaCl 200mM, para emular su etapa de vida extracelular, o mantenidos en medio

MEM, por distintos tiempos: 30 minutos, 1, 4 y 24 horas.

28.1. Fluorescencia por NanoOrange
Para la microscopia de fluorescencia, las muestras de P. salmonis fueron observadas
utilizando tincién con NanoOrange (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 dilucién 1:20 de solucién concentrada de NanoOrange. Las
muestras fueron montadas y observadas en un microscopio de fluorescencia Zeiss MC-
80 con filtro azul en un aumento de 100X. Las imégenes fueron obtenidas con una
camara fotografica aniloga acoplada al microscopio. La imagen del control positivo de

NanoOrange con Vibrio ordalli, fue obtenida con un microscopio de epifiuorescencia
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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 realizo en el laboratorio

de Genética Molecular Vegetal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.

28.2. Inmunofluorescencia directa de P. salmonis

Un cultivo de células CHSE-214 se infecta con indculos de P. salmonis y se mantienen
hasta que se logra un efecto citopatico cercano al 100%. Posteriormente se aisla un
semipurificado de P. salmonis y se tratan con agua de mar o medio MEM por 1 o 4 hr.
Se colocan 20 pl de la preparacién en un portaobjetos. Luego se fija la preparacién con
paraformaldehido al 4 % durante 30 min a temperatura ambiente y se lava 3 veces con 1
ml de PBS 1X durante 5 minntos cada vez. Se agregan 100 pl del anticuerpo monoclonal
respectivo dituido 1:500 en una solucidn con scroalbimina bovina al 2% en PBS. Esto
se incuba durante 1 hora en un Iugar hiimedo y carente de luz. Este anticuerpo se
encuentra acoplado al fluoréforo FITC. Se repite nuevamente la etapa de lavado 3 veces
y se agrega solucién de montaje DABCO previo a su observacién en un microscopio de

fluorescencia Zeiss MC-80.

28.3. Microscopia Electrénica

Muestras de P. salmonis se lievaron al laboratorio de microscopia electrénica de la
Facuitad de Medicina de la Universidad de Chile para ser analizadas, y fueron fijadas
con protocolos de esa unidad. 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
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etanol. Finalmente las muestras se incluyeron en resina Epon 812 y cortes de las
muestras fueron analizados mediante microscopia electrénica de transmisién. Ademas
las muestras fueron observadas mediante microscopia electrénica de transmision con
tincién negativa, para lo que se utilizaron grillas de 400 mesh las que se pusieron sobre
una gota de suspension de P. salmonis durante 3 minutos. Luego las grillas se colocaron
en una solucién de tincién de acetato de uranilo al 1% en agua bidestilada durante 15

minutos, y se observaron al microscopio electrénico.

29. PREPARACION DE ARN TOTAL DE P. S4LMONIS

La purificacién de ARN se realiz6 por el método de fenol caliente (Aiba y col.,, 1981)
modificado (Guiliani y col., 1997). Primero se centrifugan las bacterias y se resuspenden
en 500 pl de tampén de lisis (EDTA 1mM; acetato de sodio 0,02M; SDS 0,5%) y se
agita vigorosamente, Luego se extrae con 1 volumen de fenol en un bafio a 60°C,
durante 7 min, agitando cada 1 min. La mezcla se centrifuiga a 13.400 xg durante 5 min a
4°C, y se recolecta la fase acuosa superior. La extraccion fendlica se repite y se precipita
el RNA de la fase acuosa con 1 ml de etanol absoluto y 36ul de KCl 1M, incubando a —
80°C durante 1 hora o a —20°C durante la noche. Hecho esto la suspensién se centrifugd
a 15.700 xg por 10 min a 4°C y la pella resultante se lava con etanol 70%. La pella se

deja secar a temperatura ambiente para luego resuspenderla en el volumen deseado de

agua DEPC o tampén TE (Tris-HC1 10mM, EDTA 1mM) libre de RNAsa.
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30. PURIFICACION DE ARN TOTAL CON LiCl Y DNAsa

La fraccién de ARN total extraida contenfa ADN genémico contaminante, por lo que se
sometié a una purificacién inicial con LiCl y luego con DNAsa. Para esto el ARN
suspendido en agua DEPC se llevé a 300 pl con tampén TE (Tris-HCI 10mM, EDTA
1mM) y Iuego se precipité con 100 pl de LiCl 10M a -20°C durante 16 horas. La
suspension se cenirifugd a 13.400 xg durante 25 min y se descartd el sobrenadante. La
pella se lavé dos veces resuspendiendo con etanol 70% y centrifugando a 13.400 xg por
10 min cada vez. Posteriormente, el ARN precipitado se resuspendié en el volumen
inicial de agua DEPC o tampén TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM). Se trataron 15 pg
de la suspensién de ARN con 4U de DNAsa en el tampon correspondiente para la
DNAsa. La reaccién se incuba a 37°C por 50 min y se agregan 2pl de tampdn de

detencidn para inhibir la actividad de la DNAsa.

31. TRANSCRIPCION REVERSA-PCR

La transcripcién reversa se realizé con hexdmeros al azar (50 ng) u oligonucledtidos
antisentido especificos para el gen en estudio como partidores (10nM). Para esto 0,5-1
ng de ARN total se incubaron con los partidores reversos o hexdmeros durante 5 min a
70°C y luego en hielo por 5 min adicionales. A esta mezcla se le agregé 5 pl de dNTP
(10 mM total), 5 pl de tampén concentrado 5x para M-MLV, 25 U de RNAsa Out
(Promega) y 200 U de M-MLV completando a un volumen total de 25 pl con agua

tratada con DEPC. La reaccién se mantuvo a 37°C durante 1 hora para el caso de los
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hexameros, y a 42°C si se usaron partidores reversos. Luego se tomaron 1,5 pl de esta

mezcla para realizar la reaccién de PCR de acuerdo al protocolo antes descrito.

32. INMUNOPRECIPITACION

Para la inmunoprecipitacién se utilizé6 1 ml de extracto total de P. salmonis a una
concentracion de 0,6 mg/ml de proteinas, en tampdn de lisis con inhibidores de proteasas
(PBS 1X, Triton X-100 1%, leupeptina 1 mg/ml, aprotinina 1 mg/ml, PMSF 1 mM final
y pepstatina 1 mg/ml) preparados por sonicacion (3 veces por 20 seg en hielo). La
protefna G de Amersham Biosciences al 50%, se lavé con tampodn lisis sin inhibidores
durante 2 min centrifigando a 5.000 xg cada vez. Luego se realizd un
preblangqueamiento a los extractos proteicos con 60ul de proteina G 50% mas suero de
conejo, en tampén de lisis durante 2 hr a 4°C con agitacién. Luego la mezcla se
centrifugd por 2 min a 5.000 xg y al sobrenadante se le agregd aproximadamente 3 pg
de anticuerpo monoclonal especifico para la proteina que se desea precipitar (anti-FIgE o
anti-Flgl) v se incubé a 4°C durante la noche con agitacién. Luego a la mezcla se
agregaron 25 pl de proteina G 50% en tampén de lisis y se incub6 durante 2 hr a 4°C
con agitacién. A continuacién se centrifug6 la mezcla a 5.000 xg, la pella se lavd por
suspension suave 4 veces con 1 ml de tampdn de lisis con inhibidores centrifugando a
5.000 xg Iuego de cada lavado. A la pella lavada se agregd un volumen de tampdn de
carga con inhibidores de proteasas y se siguié el protocolo descrito previamente para

carga de geles de poliacrilamida-SDS.

31




ITIL. RESULTADOS

]. ANALISIS DEL GENOMA DE P. SALMONIS E IDENTIFICACION DE GENES
FLAGELARES Y DEL SISTEMA DE SECRECION TIPO III,

Previo a la realizacidn de esta tesis se contaba con un borrador del genoma de P.
salmonis, realizado por la Fundacién Ciencias para la Vida en conjunto con Incyte
Genomics (Palo Alto, California, EEUU). A partir de esta secueqciacién se obtuvieron
alrededor de 2.100 contigs o secuencias contiguas, las cuales fueron comparadas y
alineadas frente a la base de datos piiblica de GenBanck en Internet, en donde se
pudieron identificar alrededor de 1.500 genes ortélogos a otros genes (Valenzuela y col.,
2001). Entre estos genes, se¢ identificaron alrededor de 36 genes involucrados en la
formacién de un flagelo, enire los cuales se encuentran genes utilizados en el motor
flagelar, quimiotaxis, estructurales y de exportacion y ensamblaje. Los resultados de esta
recopilacién se presentan en la Tabla 1. Un andlisis de estos genes indica que entre ellos,
hay varios que han sido descritos también como genes de proteinas involucradas en el
sistema de secrecién tipo III. Muchos de los genes identificados presentan solo una
fracciéon de la secuencia, debido a que actualmente se dispone de un borrador del
genoma distribuido en varios contigs o secuencias contiguas. Los genes flagelares se
encuentran organizados en grupos en otras especies bacterianas flageladas. Este hecho y
la gran similitud de muchos de estos genes identificados en P. salmonis con aquellos de
los géneros de Vibrio y Pseudomonas, nos permitié basarnos en el genoma de estas

bacterias para el ensamblaje de las secuencias contiguas obtenidas en la secuenciacion
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de P. salmonis. Un ejemplo de la organizacion de un grupo de estos genes en
Pseudomonas aeruginosa se presenta en la Figura 5. La existencia de esta gran cantidad
de genes flagelares nos llevo a postular la posible presencia de flagelos en P. salmonis.
Para determinar si P. salmonis presentaba flagelos en algin momento de su ciclo de vida

se llevaron a cabo algunos estudios mediante microscopia.

Vi
Contig 613 Contig 996 Contig 1384 Contig 101

Figura 5: Esquema de la organizaciéon de algunos de los genes flagelares en
Pseudomonas aeruginosa.
Los genes en verde corresponden a los ortélogos de los genes flgF y flg/ analizados en este
trabajo. Las barras azules represenian la posicion relativa de las secuencias contiguas
resultantes de la secuenciacion de P. salmonis, que son homologas a las secuencias
flagelares de Pseudomonas.
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E.value| Organismeo al que se asemeja

Funcidn que se le atribuye

101 fgk | 8E-i2 Pseudomonas putida Proteina asociada al gancho flapelar

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

253 | cheW | 1E-29 Pseudomonas syringae Transmite la sefial de los quimioreceptores al motor flagelar
502 | flhA | 2E-08 Shewanella oneidensis Biosintesis y exportacion de projeinas flagelares

502 flhB | 1E-29 Pseudomonas aeruginosa Biosintesis y exportacion de proteinas flagelares

582 fli0 | BE-07 Vibrio parahaemolyticus Proteina de ensamblaje flagelar

582 fliP | ZE-48 Bseudomonas aeruginosa Componente de la via de sintesis del flagelo

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

613 flaB | 2E-05 Rhodobacter sphaeroides Proteina del eje proximat flagelar

613 figC | 1E-34 Pseudomonas putida Proteina del eje proximal flagelar

613 fleD | 8E-06 Rhodobacter sphaeroides Proteina de ensamblaje del codo flagelar

614 | cheV | GE-14 Pseudomonas syringae Transmite la sefial de los quimioreceptores al motor flapelar
641 flaM | 1E-25 Vibrio cholerae Regulador de respuesta sigma 54 dependiente

641 fiE | 6E-10 Pseudomonas syringae Proteina del eje proximal del cuerpo basal del flapelo
822 | motA | 4E-25 Vibrio parahaemolyticus Transportador de protones necesario para el motor flagelar
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 thotor en 1a pared celular
863 flaA | 4E-26 Pseudomonas oleavorans Proteina estructural del filamento flagelar

953 iiM 1} 1E-102| Vibrio parahaemolyticus Proteina polar que determina la direccion de rotacion
996 figF 1E-42 Vibrio cholerue Protefna del eje proximal del cuerpo basal del flagelo
996 | flgG | 9E-35 Pseudomonas aeruginosa Proteina del eje distal del cuerpo basal del flagelo
1086 | fliJ | 3E-04 Yersinia pestis Chaperona de la biosintesis flagelar

1086 | flik | 6E-13 Vibrio cholerae Regula ¢l tamaiio del gancho flagelar

1230 | fliF | 7E-86 Pseudomonas puttda Proteina estructural del anillo M del cuerpo basal del flagelo
1230 | fiG | 9E-66 Vibrio parahemolyticus Involucrada en determinar la direccion de rotacion flagelar
1230 flil 5E-74 Legionella pneumophila ATP sintasa especifica de flagelo

1234 | fliY | 3E-09 Alteromonas sp Involucrada en determinar la direccion de rotacion flagelar
1234 | MCP | 1E-29 Vibrio vulnificus Proteina de quimiotaxis aceptora de metilos

1384 j flgd | 3E-03 Vibrio cholerae Lipoproteina del anillo L del cuerpo basal del flagelo
1384 | flgl | 7E-26 Vibrio parahaemolyticus Proteina estructural del anillo L del cuerpo basal flagelar
1565 | flaA | 1E-30 Caulobacter crescentus Proteina estructural del filamento flagelar

1565 | fimB | 5E-56 Aeromonas punctala 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

1930 | flaA | 1E-22 Pseudomonas stuizeri Proteina estructural del filamento fiagelar

1996 flil GE-35 Pseudomonas aeruginosa ATP sintasa especifica de flagelo
2076 | fihA | 4.5e¢-2 | Pseudomonas fluorescens Biosintesis y exportacion de proteinas flagelares
2076 | fihF | 3E-12 Vibrio cholerae Proteina de unjon a GTP asociada a la biosintesis de flagelo
2097 | flgE | 3E-15 Bordetella parapertussis Proteina del codo flagelar
2097 | flgG | 3E-30 | Pseudomonas aeruginosa Proteina distal del eje basal del flagelo
2097 | figH | 9E-01 Pseudomonas syringae Proteina del anillo L
2128 | fliR | 6E-07 Pseudomonas aeruginosa Participa en la biosintesis del flagelo
2132 | cheY | 2E-15 Vibrio vulnificus Transmite la sefial de los quimioreceptores al motor flagelar
2132 | cheZ | 5E-09 Vibrio vuinificus Regula la rotacion flagelar

Tabla 1: Lista de los genes relacionados con el aparato flagelar encontrados luego de la
secuenciacion del genoma de P. salmonis.
En la lista aparece el nimero del contig, el gen al cual se asocia con el respectivo e-value dado por
¢l anélisis mediante el BLAST del NCBI. Ademas se ve la funcién de cada uno de estos genes.
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2. ESTUDIOS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y ELECTRONICA

2.1. Microscopia de fluorescencia: Tincién con NanoOrange e Inmunofluorescencia
directa.

En un primer intento para detectar un flagelo en P. salmonis se utilizé microscopia de
fluorescencia. Se realizaron estudios con P. salmonis incubados en agua de mar, PBS-
NaCl 200mM, para emular su etapa de vida extracelular; o mantenidas en medio MEM,
por distintos tiempos: 30 minutos, 1, 4 y 24 horas. Se utilizaron 2 técnicas de
microscopia de fluorescencia. Una fue la tincion con NanoOrange, un fluoréforo que se
asocia fuertemente a proteinas y que ha sido usado previamente para observar flagelos
(Grossart y col., 2000) y que ademés permite observar todas la bacterias presentes en la
muestra. Los resultados se presentan en la Figura 6, donde se puede apreciar un cultivo
de P. salmonis tratado 1 hr con agua de mar, en el cual las bacterias se tifien de un color
verde amarillento. En la figura 6A se puede ver una estructura alargada que se extiende
desde lIa bacteria, la cual podria corresponder a una estructura similar a un flagelo, pero
no presentan la estructura propia de un flagelo (sefialada por una flecha negra). Cabe
destacar que este tipo de estructura se apreciaba en aproximadamente un 1% de las
bacterias y su frecuencia no aumentaba al incubar por tiempos mas prolongados. En la
Figura 6B se puede apreciar un control positivo con Vibrio ordalli €l cual posee un
flagelo constitutivo (sefialado por la flecha blanca). La otra técnica fue de
inmunofluorescencia directa, la cual permite ver estructuras de una manera especifica
mediante la reaccion con anticuerpos especificos que son acoplados con una molécula

fluorescente (FITC). Los resultados se presentan en la Figura 7. En este experimento se
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utiliz6 un anticuerpo monoclonal contra P. salmonis, que reacciona principalmente con
elementos de la pared bacteriana. Nuevamente se aprecian algunas estructuras similes a
flagelos (sefialado por una flecha) en una fraccion no superior al 1% del total de las

bacterias, pero los resultados no son concluyentes (figura 7B).

Figura 6: Anilisis de P. salmonis, mediante tincién con NanOrange.
En el cuadro A, se ven P. salmonis semipurificados, incubados en agua de
mar durante 1hr a 16°C y luego tefiidos con NanoOrange. En B control
positivo con Vibrio ordalli.

Figura 7: Anilisis de P. salmonis, mediante inmunofluorescencia directa.

Se utilizé un anticuerpo anti-P. salmonis desarrollado en Bios-Chile acoplado a FITC.
A: control de P. salmonis semipurificados de CHSE-214; B: P. salmonis incubados con
PBS-NaCl 200mM durante 24 hr.
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2.2. Microscopia Electrénica con tincion negativa

Con el fin de analizar las estructuras detectadas con un mayor aumento, se decidid
recurrir a la microscopia electrénica con tincion negativa que permitiria visualizar en
mayor detalle las estructuras observadas y determinar si presentan las caracteristicas
propias de un flagelo. Se realizaron observaciones en las instalaciones del laboratorio de
microscopfa electrénica de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile,
utilizando muestras de P. salmonis tratados con PBS-NaCl 200mM durante 24 hr, los

resultados se muestran en la Figura 8.

Figura 8: Andlisis de P, salmonis mediante microscopia electrénica con tincion
negativa.

En A v B se utilizé P. salmonis incubados con PBS-NaCl 200mM durante 24hr. La tincién
se realizé con acetato de uranilo al 1%. C fotografia de Aeromonas salmonicida donde se
aprecian flagelos, tefiidos por tincién negativa (Umelo y Trust, 1997)

Como se ve en esta figura, también aparecen elongaciones desde Ia bacteria que son
similares a flagelos, pero no se puede aseverar que sean efectivamente este tipo de
estructuras puesto a que no poseen la morfologia esperada para flagelos, ni los tamafios

usualmente vistos.
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2.3. Microscopia Electrénica de Transmision

Muestras de P. salmonis cultivados en agua de mar y mantenidos en medio MEM
durante 1 hr fueron analizados por microscopia de transmisién. Las células fueron
fijadas en el laboratorio de microscopia electrénica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile seglin protocolos establecidos. Aiin cuando con este método se
observan cortes de las células, y por consiguiente una menor probabilidad de visualizar
un flagelo, esta técnica de mayor aumento entrega una mejor definicién de las células y
sus estructuras. Los resultados se presentan en la Figura 9. Como se aprecia en esta
figura, los controles mantenidos en MEM presentan un P. salmonis con su membrana
extracelular ondulada y aun cuando se detecta la presencia de vesiculas, probablemente
artefactos de la fijacién, no se observa ningun tipo de estructura similar a flagelos. En el
caso de las tratadas en agua de mar, se observd exactamente lo mismo. En la Figura 8B
se seleccioné una bacteria con la membrana rota, y cuya extension se dispone de una
forma semejante a lo observado con microscopia electrénica con tincién negativa, por lo
que se pone en duda que esas estructuras hayan sido efectivamente flagelos.

Debido a la dificultad para determinar la presencia de flagelos en P. salmonis a través de
los estudios de microscopia, se decidié a aislar algunos de los putativos genes flagelares
con el objetivo de estudiar su expresién mediante la deteccion del ARN mensajero o la

protefna correspondiente. Para esto se eligieron fIgE y flgJ.
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Figura 9: Analisis de P. salmonis mediante microscopia electronica de transmisién.
A: Bacterias semipurificadas y mantenidas en medio MEM; B: bacterias tratadas con agua
de mar durante 1hr a 16°C.

3. AISLAMIENTO DE LOS GENES fIgE y flgJ DE P. SALMONIS

Como se sospechaba de la presencia de todos los genes flagelares ya descritos, pero no
se logré observar ningin flagelo mediante la microscopia, se decidi6é verificar la
presencia de los genes fIgE y flgJ que no se encontraban presentes en ninguna de las
secuencias contiguas obtenidos en la secuenciacion de P. salmonis. El gen flgE codifica
para la proteina FIgE, que es la proteina estructural del codo o gancho flagelar y se
encuentra ubicada fuera de la célula como uni6n entre el filamento y el cuerpo basal del
flagelo. Resulta interesante estudiar y verificar la presencia de esta proteina debido a que
se presenta exclusivamente en el flagelo y no en el sistema de secrecién tipo II y
ademas esta suficientemente expuesta como para ser detectada mediante anticuerpos.
Por su parte el gen flgJ codifica para una peptidoglican hidrolasa que se encuentra en el
periplasma que ademés cumpliria funciones de chaperona y ayudaria en el ensamblaje

del cuerpo basal. Esta proteina se presenta en bacterias con flagelo y podria presentarse
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también en bacterias que poseen el sistema de secrecién tipo III. Esta propiedad podria

ser 1itil para realizar analisis entre ambos genes respecto a su existencia y expresion.

3.1. Clonamiento de flgE

De acuerdo a la organizacién de genes flagelares de otras bacterias, el gen fIgE se
localizaria entre flgD y flgF. Estos dos genes fueron identificados en el genoma de P.
salmonis y se localizan en las secuencias contiguas 613 y 996 respectivamente (Figura
4). Basandonos en la organizacion de los genes flagelares, y en las secuencias contiguas.
613 y 996, se disefié la pareja de oligonucledtidos FIgDF1 y FIgFR1 y se realizé un PCR

con ADN gendmico de P. salmonis (Figura 10).

Figura 10: Andlisis de fIgE amplificado por
PCR desde ADN gendmico de P. salmonis
mediante electroforesis en agarosa al 1%.

El estindar corresponde a 1pg de AHindIII-
DX 174/Haelll, el gel posee bromuro de etidio 0,3

pg/ml.

Como resultado del PCR se obtuvo un fragmento tnico de ADN de aproximadamente
3000 pb, que tiene un tamafio significativamente mayor al esperado para figF, el que en
otras especies, oscila entre los 1200pb y 1400pb. El amplificado se ligd al vector de

clonamiento pGEM-T, y se identificaron los clones positivos mediante PCR y corte del

40




ADN plasmidial con enzimas de restriccion. Se seleccion6 un clon positivo para ser
secuenciado con los partidores m13, FigDF1 y FIgFR1, y se confirm6 que el segmento
secuenciado correspondia a flgF. Debido al gran tamafio del fragmento se disefiaron a
partir de estas secuencias nuevos partidores (FIgEF2 y FIgER2). Esta operacion se

realizo dos veces mas disefiando los partidores FIgEF3, FIgER3 y FIgER4 (Figura 11).

ﬂgEr_i ngis F'GT

Figura 11: Esquema del gen estructural fIgE de P. salmonis.

Se aprecia la ubicacion de los partidores internos utilizados para su secuenciacion
(FIgEF3, FIgER4, FIgER3 y FIgER2). También se indican los partidores con sitios de
restriccién utilizados posteriormente para su clonamiento en vectores de expresion

(FigErF y FIgErR).

Luego, las secuencias obtenidas se ensamblaron formando una sola secuencia de 3.161
pb, la cual fue comparada con la informacion existente en la base de datos Gene Bank,
con el objetivo de estudiar su homologia con otros genes. Los resultados de este analisis
se presentan en la Figura 12, donde se indica que los primeros 600 pb de la secuencia
amplificada corresponden al segmento final de la region que codifica figD, y la
secuencia a continuacion corresponderia a flglk. El gen figlk de P. salmonis esta
compuesto por 2.196 pb, siendo sus extremos muy semejantes a los fIgk de otras

bacterias, pero en el centro, la secuencia posee un inserto de aproximadamente 1.000 pb
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que no presenta homologia con otra secuencia de la base de datos, lo cual difiere con la

mayoria de los otros fIgl encontrados en la base de datos.

500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 Pares de bases
Amplificado de 3161pb ¢ A ! L b ! by
0 3.161
figE P. salmonis

~ - —~

Homologias =ﬂ;“3____ E— L i -
*Brcwn'/ /
figE P.aeruginosa f T 1 1
0 690 957 1.386 Pares de bases

Figura 12: Esquema del fragmento de 3.161pb amplificado por PCR, y su homologia
estructural con fIgE de P. aeruginosa.

Alineamiento de la secuencia del fragmento amplificado con los partidores FigD F1 y FigF R1,
con secuencias homélogas encontradas en las bases de datos.

Sin embargo la secuencia completa para fIgk (Anexo 1) no estd interrumpida por
codones de término, lo que sugiere que podria codificar para una proteina FIgE de mayor
tamafio, como es el caso de la FIgE de Helicobacter pylori, que posee 718aa, mientras
que en otras bacterias FIgE oscila entre 400 a 460aa.

Con el fin de expresar esta proteina en bacterias se disefiaron partidores con sitios de
restriccion EcoRV y BamHI (FIgErF y FIgErR respectivamente) complementarios a los
extremos del gen flgF secuenciado, para amplificar el gen estructural flgks completo
(Figura 10). Se realiz6 un PCR con ADN genémico de P. salmonis y el amplificado
obtenido de 2.239pb se cloné en el vector pPGEM-T, disefiado para clonar fragmentos de
PCR, y se secuencié el inserto para confirmar la identidad e integridad de fIgk. El
inserto se cortd con las enzimas EcoRV y BamHI y se purifico desde un gel de agarosa

al 1%, como se indica en la Figura 13.
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2.322pb—— 8 ;
2.027pb——"" ‘”

4.361pb—e__

2322ph——
2.027ph—"

Figura 13: Anilisis del clonamiento de flgE en pGEM-T mediante

electroforesis en agarosa al 1%.

A: Amplificacién con partidores FIgErF y FlgErR (carril 1). B: Digestién de
pGEMT-fIgE con EcoRV y BamlMl (camil 3). St: ADN de A/Hindlll +

$X174/Haelll

El gen flgE aislado de pGEMT-fIgE se subcloné en ¢l vector de expresion bacteriana

pET-32a(+), previamente cortado con las mismas enzimas. Los clones positivos se

identificaron por PCR y digestién con enzimas de restriccion. El resultado de este

andlisis se presenta en la Figura 14.

23.130pb_—
9.416pb——
6.557ph——
4361pb—

2.322pb—— [
2.027pb—— §

Ui 4

ET3221gE
PEI35 e

figE

Figura 14: Anilisis del clonamicnto de
fIgE en pET-32a mediante electroforesis
en agarosa al 1%.

1: plasmidio pET32a-fIgE linearizado Iuego
de un corte con EcoRV. 2: Digestién del
plasmidio pET32a-flgE con EcoRV 'y
BamHI. St: A/HindIIl + $3{174/Haelll.
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3.2. Clonamiento de flgJ

Para aislar flgJ se siguié la misma metodologia utilizada anteriormente, disefiando
primero los partidores FlgIF1 y FIgKR1 en base a las secuencias contiguas 1.384 y 101
que presentan gran homologia con fIgl y fligK de otras bacterias (Figura 5). Luego de
realizado el PCR se obtuvo un amplificado de aproximadamente 2.200 pb, €l cual se
cloné en pGEM-T para la posterior secuenciacion. En base a la secuencia obtenida se
disefiaron los partidores FlgJF2, FlgJR2, y F1gIR3 con los cuales se logrd secuenciar por
completo el amplificado inicial de 2.239 pb. Estas secuencias se ensamblaron en una
secuencia tinica, la que fue comparada con las bases de datos provistas en Iniemet,
buscando homologfa con flgJ.

El alineamiento demostrd que existen 3 marcos de lectura abierto consecutivos que
corresponden a los genes flgl, flgJ y flgK, siendo flgJ de 834 pb (Anexo 1). Esta
organizacién coincide con la observada en otros microorganismos.

A partir de esta informacion se diseffaron partidores, complementarios a los extremos de
flgJ, con sitios de restriccion BamHI y EcoRI para amplificar solamente cl gen
estructural flgJ. E1 PCR se realizé con ADN genoémico de P. salmonis como templado y
el producto se cloné en pGEM-T y se secuencid. El inserto de 862 pb se liber6 con las
enzimas BamHI y EcoRI (Figura 15) y fue subclonado en los vectores de expresion
bacteriana pET-32a y pET-21a, con el fin de obtener la proteina FlgJ recombinante. Un

analisis de los resultados de esta construccion se presenta en la Figura 16.
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Figura 15: Andlisis de flgJ amplificado por PCR y clonado en pGEM-T
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

A: Amplificado con partidores FlgItF y FlglrR. B: digestion del plamidio pGEM-T-
flgJ con BamHI y EcoRI. St: ADN A/HindIII -+ $X174/HaellL

B St

e 4
6.357pb— Lol 4 DET2 1a

4361pb—

2.322pb—
2.027pb—

1.353pb— [
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872ph —

Figura 16: Analisis de figJ subclonado en pET-32a y pET-21a mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%.

A: Fragmentos resultantes de digestion de pET32a~fIg/ con las enzimas de restriccién
BamHI y EcoRI. B: Fragmentos resultantes de digestion de pET21a-flg/ con BamHI
y EcoRL St: ADN M/HindIII + ¢X174/TTaelll.

Estos dos vectores difieren entre si principalmente en que el pET-32a2 posec una
secuencia que codifica para la tioredoxina A de E. coli y un dominio de 6 histidinas, que
resultan de gran utilidad para su purificacion. El vector pET-21a se uiilizé

principalmente para obtener la proteina recombinante sin la fusién a Trx y asi facilitar el
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analisis de monoclonales que detectan la proteina de interés y no reaccionan frente a

Trx.

4. INDUCCION Y EXPRESION DE LAS PROTEINAS FlgJ y FIgE EN £. COLL

4.1. FigJ

Con el fin de expresar FlgJ, se transformé células £. coli BL21(DE3) con los plasmidios
pET32a-flgJ y pET2la-flgJ. Al inducir BL21(DE3) transformada con el plasmidio
pET32a-flgJ se obtuvo la expresion de la proteina de fusion Trx-Flg) de 50kDa (30,5
kDa corresponden a FlgJ y 20 kDa a Trx). La proteina se encontré tanto en la fraccion
proteica soluble (sobrenadante) como en la fraccion insoluble (pella) de las bacterias

sonicadas (Figura 17). Se opt6 por purificar la proteina desde el sobrenadante.

st PO P1 P2 P23 S0 s1 s2 s3
XDa
174

M-
00— 4e S
oo
49
36 —

T < Trx-FigJd

26

14,7

' e

O

Figura 17: Anilisis de la produccién de Trx-Fig] en E. coli
mediante electroforesis en poliacrilamida-SDS al 12,5%.

Se analiz6 la pella (P) correspondiente a 350 pl de cultivo y 150 pl de
la fraccion soluble (S) de muestras tomadas antes (10) y cada hora luego
de la induccién con IPTG (t1, 2, 3). St: Estandar preteiiido Protein
Ladder de Invitrogen.
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La purificacion se realizo por cromatografia de afinidad en una columna de Ni-Agarosa
como se describe en Métodos. Como se aprecia en la Figura 18, la proteina Trx-Flg]
eluyo mayoritariamente en las fracciones que contenian imidazol en concentraciones 50
y 100 mM (E2 y E3). Estas fracciones se juntaron y cuantificaron con una curva de
BCA, determinandose una concentracion de 0,5 mg/ml. La proteina purificada se utilizo

posteriormente para la inmunizacion de ratones y obtencion de monoclonales.

St NR L1 L2 L3 E1 E2 E3 E4

374 o P — < T Flg)

Figura 18: Anilisis de la purificacion de Trx-FlgJ en columna de Ni-agarosa
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 12,5%.

En cada carril se cargaron 30 pl de las distintas fracciones recolectadas, siendo NR
la fraccion no retenida en la columna, L (1, 2, 3) distintos lavados y E (1, 2, 3, 4)
eluidos, con concentraciones crecientes de imidazol, de 10mM (L1), 20mM (L2 y
L3), 50mM (E1 y E2), 100mM (E3 y E4). St: Estindar preteiiido Protein Ladder
de Invitrogen.

En paralelo, bacterias BL21(DE3) transformadas con pET2la-flg/ se indujeron con
IPTG obteniéndose la proteina T7-FlgJ con el tamafio esperado de 30,5 kDa. La
expresion de esta recombinante fue menos abundante que la recombinante Trx-FigJ. La
proteina también se encontré en el sobrenadante (Figura 19). Esta proteina no posee la
region rica en polihistidinas que permite una rapida purificacion por la columna de
agarosa Ni-NTA, y se utilizO como extracto crudo solamente para analisis proteicos

mediante Western blot y ELISA.
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Figura 19: Analisis de la induccién de FigJ clonado en el vector pET-21a mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 12,5%.

Se cargaron 15 pl de las fracciones proteicas insolubles (pella) y soluble (sobrenadante)
de muestras tomadas antes (t: 0) y hasta tres horas luego de la induccién (t: 1, 2, 3) con
IPTG. St: Estandar preteiiido Protein Ladder de Invitrogen.

4.2. FigE
Células . coli BL21(DE3) transformadas con el vector pET32a-flgE fueron inducidas
por el mismo protocolo anterior, obteniéndose una proteina con el tamafio esperado de

100kDa (80,41kDa correspondientes a FIgE y 20kDa a Trx). Esta proteina se encontrd

formando cuerpos de inclusion en la fraccion insoluble (Figura 20).

Tru-FigE

Figura 20: Analisis de la inducciéon de Trx-FIgE mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida-SDS al 12,5%.

Se analizaron 15 pl de la fraccién proteica insoluble (P) y sobrenadantes (S), de
distintas muestras sonicadas, tomadas previa induccion (t: 0) o por cada hora luego de
la induccién (t: 1, 2, 3). St: Estandar pretefiido Protein Ladder de Invitrogen.
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Con el objetivo de solubilizar la fraccion insoluble se resuspendio en concentraciones
crecientes de urea, con lo que se determind que la concentracion de urea optima para su
solubilizacion es 2M.

El extracto proteico que contenia Trx-FIgE se sometio a purificacion en una columna de
afinidad Ni-Agarosa en presencia de urea 2M. Aunque este procedimiento eliminé gran
parte de las impurezas, la proteina de fusion Trx-FIgE no eluyo en una fraccion
especifica sino que fue eluyendo homogeneamente con las diferentes concentraciones de
imidazol utilizadas (Figura 21). Por esto se decidio juntar las fracciones de los eluidos
con concentraciones de imidazol de 50 y 100mM (E2, E3 y E4), obteniendo una

solucion con 0,3 mg/ml de proteina.

Bl . Trx- FigE

Figura 21: Analisis de la purificacion de Trx-FIgE por columna de Ni-agarosa,
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 12,5%.

Se analizaron 30 pl de las fracciones no retenida (NR), lavados L (1.2) y eluidos E
(1,2,3.4), con diferentes concentraciones de imidazol, de 10mM (L1), 20mM (L2 y E1),
50mM (E2y E3), 100mM (E4). St: Estandar pretefiido Protein Ladder de Invitrogen.
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5. OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA LAS
PROTEINAS RECOMBINANTES FIgE Y FlgJ

Los anticuerpos monoclonales son de gran utilidad para realizar los analisis de expresion
in-vivo de las proteinas FIgE y FlgJ en P. salmonis. Para su obtencion se inmunizaron
ratones Balb/c con 3 dosis de 50 ug de las proteinas de fusion Trx-FIgE o Trx-FlgJ. Al
cabo de los 45 dias se obtuvieron sueros que presentaron gran reactividad frente a las
proteinas recombinantes, por lo que se prosiguio con la obtencion de los hibridomas
correspondientes.

Los sobrenadantes monoclonales fueron analizados por ELISA contra Trx-FIgE, Trx-
Flg) y Trx, para realizar asi una seleccion de aquellos anticuerpos que reconocen solo las
proteinas flagelares y no reconocen Trx. Para FIgE, se seleccionaron 3 anticuerpos
(2E9/F12, 2G3/F11 y 5A2/G6) con titulos cercanos a 1/33.000 y cuya especificidad se
evalu6 por Western blot contra Trx-FIgE. Como se ve en la Figura 22, los anticuerpos
reconocen especificamente la proteina de fusion Trx-FIgE en un extracto crudo de £

coli BL21(DE3) recombinante.

St 1 2
kDa . -
176.5 Figura 22: Andlisis por Western blot
1137 i de la inmunoreactividad de los
0.9 anticuerpos monoclonales anti-FigE

B contra Trx-FigkE.

‘ Se utiliz6 una mezcla de los 3
495 anticuerpos para FIgE, 1: Trx-FIgE de la
374 pella; 2: Trx-FIgE de el sobrenadante.

St: Estandar preteiiido Protein Ladder
26.0 de Invitrogen.
19.6
14,9
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Mediante la inmunizacién con Trx-Flgl, se obtuvieron 2 anticuerpos monoclonales
(8G8/E2 y 9A2/D8) los que se analizaron mediante ELISA con Trx-FlgJ. Los resultados
indicaron que los anticuerpos tienen una gran reactividad obteniéndose titulos cercanos a
1/65.000.

En ensayos de Western blot se utilizé la proteina de fusion Trx-FlgJ, digerida con
trombina y con enteroquinasa, ambas proteasas reconocen sitios de corte en la region de
fusion entre Trx y la fusién Flgl. La diferencia entre estas proteasas radica en Ia posicion
donde realizan el corte; en el caso de la trombina esta deja un segmento de 33 aa de
fusién en la proteina flagelar, aumentando su tamafio en 3.630 Da. Por su lado, la
enteroquinasa solo deja 4 aa de Trx en la proteina flagelar, Io que se traduce en
adicionales 440 Da. Se puede apreciar en la Figura 23 que Trx- FlgJ, presenta ademds un
corte interno que genera 2 polipéptidos; uno de 20.000 y otro de 14.000 Da
aproximadamente.

Ademads se probd la reactividad frente a FlgJ obtenida desde el plasmidio pET-21a que
carece de tioredoxina (Figura 24). Como se ve en las figuras, los anticuerpos son afines
por FlgI y no por Trx.

Los anticuerpos monoclonales seleccionados, se usaron para analizar por Western blot y

ELISA la expresion de FIgE y FlgJ nativas en extractos de proteina total de P. salmonis.

51




Trombina Enteroquinasa
kDa St 1 2 kDa St 3 kDa St FlgJ T E C-
176,5 176,5
113,7 113,7 176,5
80,9 20.9 113,7
3 8 ’ 80,9
49,5 s 495 63.8
37,4 95
374 4 |lel s 37.4
26,0 26,0 2,0
- Flg)
19,6 19,6 196
149 T 149
4 Tn 14,9 4 ['lo]

Figura 23: Anilisis de la digestion de Trx-FlgJ con trombina y enteroquinasa, y analisis por Western
blot de la inmunoreactividad del anticuerpo monoclonal anti-FlgJ 9A2 contra Trx-FigJ.

1: Proteina de fusién Trx-FlgJ; 2: Trx-FlgJ digerido con trombina; 3: Trx-FlgJ digerido con enteroquinasa;
FlgJ: Trx-FlgJ; T: Trx-FlgJ digerido con trombina; E: Trx-FlgJ digerida con enteroquinasa; C-: Control
negativo con proteina irrelevante. St: Estandar pretefiido Protein Ladder de Invitrogen.

FlgJ/8g8  FlgJ/9a2

I_Aﬁ

St 0 3 0 3
kDa
80,9
495
374

26,0
19,6

149

Figura 24: Analisis por Western blot de la inmunoreactividad
de los anticuerpos monoclonales anti-FigJ 9A2 y 8GS8 contra
FlgJ de pET-21a.

Fracciones solubles previa (t: 0) y 3 horas después (t: 3) de
inducidos desde BL12 pET-21a. St: Estandar preteiiido Protein
Ladder de Invitrogen.
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6. ESTUDIO DE LA TRANSCRIPCION Y TRADUCCION DE fIgE' Y flgJ EN P.
SALMONIS.

Una vez que se comprobd que los genes en estudio se encontraban intactos en el
genoma de P. salmonis, y que se obtuvieron las proteinas recombinantes utilizadas para
producir anticuerpos monoclonales, se procedié a determinar si existian estas proteinas
nativas en extractos de P. salmonis incubados en diferentes condiciones. Asi también se
realizaron estudios a nivel de ARN para determinar si existian o no ARN mensajeros
para las proteinas en estudio. Los extractos de ARN y proteinas se hicieron con cultivos
de P. salmonis semipurificados e incubados a 16°C con agua de mar estéril o PBS-NaCl
200 mM para emular una condicién extracelular en el mar, o bien, mantenidos en medio
MEM como control, durante 30 mimitos, 1 y 24 hrs, como se describe en Materiales y
Métodos. No se tienen antecedentes bajo que condiciones ocurriria la expresion de un
flagelo en P. salmonis, por lo tanto se decidi6 utilizar estas condiciones ya que de
acuerdo a la manera en que ocurre la patologia, estas podrian ser favorables para una

induccion flagelar.

6.1. Estudio de la expresion de fIgE y flgJ de P. salmonis mediante RT-PCR

Se extrajo el ARN de P. salmonis segim lo explicado en Materiales y Métodos y la
integridad del ARN total se comprobé mediante andlisis de las bandas del ARN
ribosomal 16S y 238 por electroforesis en geles de agarosa (Figura 25). Para eliminar la
contaminacién con sales y ADN gendmico, el ARN se precipité con LiCl y luego se

traté con DNAsa (Figura 25). La concentracién del ARN se determiné mediante la
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absorbancia a 260 nm y la pureza mediante la relacién de D.0.260/D.0.280,
obteniéndose valores de 1 a 2 pg/ul por preparacién. La transcripcién reversa se realizo
utilizando hexameros al azar o los partidores especificos FigER4 y FlgIR3. Los
controles negativos fueron sometidos a todos los pasos que requiere el RT-PCR, pero sin
agregar transcriptasa reversa y/o partidores reversos, E1 ADNc obtenido fue usado como
templado en una reaccién de PCR con los partidores FIgEF3 y FIgER4 para fIgE y los
partidores FlgJFr y FlgIR3 para flgJ. En paralelo se realizé un PCR de ADN genomiico
con los mismos partidores antes mencionados para cada gen, como coniroles positivos

de los fragmentos a amplificar en el RT-PCR.

St H:0 MEM H20 MEM
: _ B e

2.322pb—,
2.027pb——
1.353pb——

1.078pb
872pb —

Figura 25: Andlisis de la integridad del ARN de P. salmonis mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%.

A: ARN semipurificado por fenol caliente; B: ARN tratado con LiCl y DNAsa.
ARN obtenido de P. salmonis tratado con agua de mar (H20) o mantenido en
medio MEM (MEM) durante 1hr a 16°C. St: Estandar A/HindIIl -
OX174/Haelll.

En la Figura 26 se muestra el resultado del RT-PCR con partidores especificos para flgJ,
en ella se aprecia la amplificacién de un fragmento predominante (*) que posee el

tamafio esperado para el RT-PCR de flgJ, junto a otros de menor tamafio. En los

54




controles negativos no se obtienen fragmentos, lo que demostraria que el fragmento
amplificado proviene de copias de ARNm. El fragmento amplificado con los partidores
de flgJ se clon6 en pGEM-T y se confirmé que su secuencia correspondia al segmento
del gen estructural flgJ flanqueado por los partidores FlgJFr y FigIR3 utilizados en la

amplificacion.

c- C+

4 PCR PCR St

Figura 26: Andlisis de fragmentos de ADN obtenidos por RT-PCR para flgJ,
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

1: RT-PCR de ARN de P. salmonis; 2; Control de RT-PCR sin transcriptasa
reversa; 3: Control de RT-PCR sin partidor reverso; 4: Control de RT-PCR solo
ARN y agua; C- PCR: Control PCR sin ADN de P. salmonis; C+ PCR: Control
positivo PCR con ADN de P. salmonis; St: Estandar A/HindIII — &X174/Haelll.

En el caso de flgE no se obtuvo amplificado a partir de ARN en las condiciones
utilizadas, pero si hubo amplificados usando ADN como control positivo lo que indica
que el PCR se realizé correctamente (Figura 27). Estos resultados indican ausencia de
ARN mensajero de flgE en las condiciones de cultivo utilizadas. Cabe destacar que los
experimentos de transcripcién reversa de fIgE y flgJ se hicieron en paralelo usando la

misma mezcla de reaccién, lo que indica que la falta de amplificacién de fIgE no se debe
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a un error experimental en la transcripcidn reversa. También cabe sefialar que los

experimentos se repitieron mas de 3 veces.

2.322pb—__
2.027pb—
1.353pb——

1.078pb—~r
g72pb —

Figura 27: Anilisis de fragmentos de ADN obtenidos por RT-PCR para flgk,

mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

1: RT-PCR sobre ARN de P. salmonis; 2: Control RT-PCR sin transcriptasa

reversa; 3: Control RT-PCR sin partidor reverso; 4: Control RT-PCR solo ARN y

agua; C- PCR: Control PCR sin ADN de P. salmonis; C+ PCR: Control positivo

PCR con ADN de P. salmonis; St: Estandar A/HindIIl — ©X174/Haelll.
6.2. Analisis de FIgE y FlgJ en extractos proteicos de P. salmonis mediante Western
blot
Otra manera de estudiar la expresién de flgE y flgJ es detectar la presencia de las
proteinas FIgE y FlgJ en extractos proteicos de P. salmonis. Se prepararon exiractos de
proteina totales de las bacterias incubadas en las diferentes condiciones mencionadas y
se analizé la expresion de FIgE y Flg] por Western blot con los anticuerpos
monoclonales obtenidos con las respectivas recombinantes, mientras que el segundo
anticuerpo correspondia a un anti-IgG acoplado a peroxidasa. En la Figura 28 se aprecia
una autoradiografia correspondiente a un Western blot de P. salmonis incubado en agua

de mar durante 1 hora a 16°C, y como se aprecia, tan solo se pueden ver los controles

positivos correspondientes a FIgE y FlgI recombinantes. En el resto de las condiciones
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estudiadas los resultados eran similares. Nunca se logré visualizar alguna reaccion

positiva para las proteinas FIgE y FlgJ de P. salmonis.

St 1 2 G Figura 28: Andlisis por Western blot de la
kDa presencia de FIgE y FlgJ en extractos totales de P.
salmonis.
176,588 1: Extracto proteico insoluble de P. salmonis (30
13.70 - ug); 2: Extracto proteico soluble de P. salmonis (25
ool pg); C+ Control positivo que posec las
° recombinantes FIgE y Flgl. Se utiliz6 una mezcla de
495 = anticuerpos monoclonales anti-FIgE y anti-Flg]
como primer anticuerpo. St: Estandar preteiiido
374 &8 Protein Ladder de Invitrogen.
o
260 =
196 =
149 = ¥ i

Como los resultados de los Western blot no demostraron la presencia de FIgE y FlgJ en
los extractos, se decidio intentar la técnica de inmunoprecipitacién que tiene mayor
sensibilidad para detectar proteinas que el Western blot directo, debido a que concentra

selectivamente las proteinas en estudio desde los extractos totales.

6.3. Andlisis de FlgE y FlgJ en extractos de P. salmonis mediante
inmunoprecipitacion.

La inmunoprecipitacion se realizo para cada una de las proteinas flagelares en estudio, a
partir de 0,6 mg de proteinas de un extracto total de P. salmonis incubadas con agua de
mar durante 1 hr a 16°C. Los anticuerpos utilizados para inmunoprecipicitar FIgE o FlgJ
correspondieron a una mezcla de anticuerpos anti-FIgE (2E9/F12, 2G3/F11 y 5A2/G6) o

anti-Flg] (8G8/E2 y 9A2/D8) respectivamente. Luego que los extractos fueron
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sometidos a la inmunoprecipitacién con los anticuerpos especificos, estos se analizaron
por Western blot como sc describe en Materiales y Métodos. Se cargé el total de la
muestra inmunoprecipitada en cada carril. En el anélisis por Western blot también se
utilizé una mezcla de los monoclonales anti-FIgE o anti-FlgJ respectivamente, y como
segundo anticuerpo, se ulilizé un anticuerpo contra IgG Fc especifico conjugado con
peroxidasa. Los resultados de este experimento no resultan concluyentes (datos no
mostrados) debido a que no se puede apreciar una banda concluyente que corresponda a
FlgE o FlgJ, por otro lado el control positivo, que corresponde a una proteina de
membrana constitutiva de P. salmonis de 31kDa, que fue sometida al mismo proceso de
inmunoprecipitacion, si muestra una banda intensa lo que confirma su presencia y valida

el ensayo.
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IV. DISCUSION

Los genes fIgF y flgJ de P. salmonis fueron aislados y clonados con éxito, demostrando
su presencia en el genoma de P. salmonis. Se confirmé que las secuencias codificadoras
de estos genes no presentaban ningiin codén de término ni insercién que interrumpiese
su marco de lectura. En el caso de flgE, que posefa una gran insercién de
aproximadamente 1.000 pb, esta mantenia un unico marco de lectura abierto, y fue
posible su expresién a nivel proteico. El trabajo de esta tesis forma parte de un estudio
del laboratorio que involucra también a otros genes flagelares y es interesante mencionar
que se aislaron y secuenciaron los genes fligC, flgD, fIgE, flgF, flgG, figH, flgl y flgJ
(resultados no mostrados). Estos genes se encontraban dispuestos en este orden en el
genoma de P. salmonis, confirmando que en esta bacteria se mantiene la misma
organizacién de operdn que se ha observado en otras bacteria flageladas.

Fl haber encontrado genes flagelares como fIgE y flgJ abrié la posibilidad de que P.
salmonis pudiera formar un flagelo funcional en algin momento de su ciclo de vida, ya
sea en momentos de estrés o simplemente para movilizarse en el mar. Desde el punto de
vista molecular, existia la posibilidad de que estos genes sélo fueran remanentes de
genes que ya no son utilizados por la bacteria, y que estaban en su genoma solo
vestigialmente, pero al ser clonados y secuenciados se encontrd que estos tenian sus
secuencias nucleotidicas en perfecto estado como para poder codificar para las
respectivas proteinas. Existen ejemplos de bacterias que han sido descritas inicialmente

como no mdétiles, pero que Iuego se ha descubierto que son capaces de formar flagelos
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en algunas condiciones de cultivo. Tal es el caso del patégeno humano Shigella,
descritas inicialmente como bacterias no mdtiles, en cuyo genoma se identificaron genes
flagelares que fueron denominados “cripticos” (Tominaga y col., 1994). Sin embargo en
1995, Girén descubrié que Shigellas extraidas de cultivos clinicos frescos, formaban
flagelos y eran métiles en medios con bajas concentraciones de agar (Girén, 1995). El
mismo fenémeno se ha visto en deromonas salmonicida, bacteria que infecta truchas y
salmones, la cual fue descrita inicialmente como no flagelada y no métil, sin embargo en
1997 se descubri6 que poseia 2 genes para flagelina y que es capaz de expresar flagelos
en un mimero reducido de la poblacién bacteriana (Umelo y Trust, 1997). Sin embargo
existen casos como el de Bordetella pertusis que presenta todos los genes necesarios
para la formacién de un flagelo pero no es motil, aunque otras Bordetellas si lo son
(Leigh y col., 1993), lo cual podria deberse al locus bvgA4S el cual inhibe la formacion de
flagelos en bordetellas constitutivamente flageladas bajo determinadas condiciones
(Akerley y col., 1992).

Si los genes de P. salmonis estuvieran codificando para expresar un flagelo, la
formacion de esta estructura seria gatillada por algin estimulo que se encuentre en el
agua de mar, o tal vez esta regulacién estd dada por la perdida del flagelo al entrar la
bacteria en una célula hospedadora. Si este fuera el caso, la induccién del flagelo se
verfa reprimida en el interior del salmén y en ¢l agna de mar se formaria naturalmente.
Considerando estas posibilidades, en los experimentos realizados en esta tesis se
utilizaron P. salmonis tratadas con agua de mar. Como controles se utilizaron bacterias
que fueron mantenidas en medio de cultivo. En las condiciones estudiadas no se logré

observar bacterias flageladas, aun cuando un pequefio porcentaje de la poblacién de
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bacterias en agna de mar presentaba estructuras sospechosas que podrian sugerir la
presencia de un flagelo, los resultados de microscopia electrénica sugieren mas bien que
estas se deberfan a prolongaciones de la membrana externa dafiada.

Es sabido que para la formacion de un flagelo se requierc de la expresion de mas de 40
geres, lo que conlleva a un gran gasto energético. Por este motivo seria una gran ventaja
para las bacterias poseer un alto grado de regulacién en cuanto a la expresion del flagelo.
La mayoria de las bacterias flageladas parecieran no modular la expresion de el flagelo,
sin embargo, existen algunas que si lo hacen. Por gjemplo E. coli no forma flagelo al ser
cultivada en medios ricos en glucosa y otros catabolitos (Macnab, 1992), y en la bacteria
Caulobacter crescentus la formacioén de flagelo solo ocurre en una etapa de su ciclo de
vida (Gober y Shapiro, 1991). Si efectivamente P. salmonis formara un flagelo el cual
aun no ha sido descubierto, este podria participar en el fenémeno de transmisidn
horizontal de este organismo en salmones en cautiverio, por que si bien se sabe que este
fenémeno ocurre, no se sabe si es por causa de vectores o simplemente esta bacteria
llegaria “nadando’ hasta su hospedador.

Ademas, el flagelo ha sido descrito como un sistema muy complejo que no esta
solamente involucrado en la motilidad de las bacterias, sino que también puede estar
involucrado en la adherencia a sus hospedadores ¢ incluso, puede funcionar como
secretor de factores de virulencia, y por consiguiente esta directamente relacionado con
la magnitud de la infectividad de una bacteria.

En este contexto, se dice que el flagelo es una estructura tan compleja, que la teoria de
evolucién tinicamente por ventajas selectivas, queda disminuida frente a una estructura

de estas cualidades (Macnab, 1978). Es mas, la homologia que presentan muchas de las
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proteinas involucradas en la formacion del flagelo, con otras no flagelares, sugieren que
el flagelo se habria formado desde sistemas ancestrales con otras funciones distintas a la
motilidad (Matzke, 2003). Se cree que el flagelo habria derivado desde otras estructuras
mas primitivas presentes en las bacterias por fendmenos de cambios de funcion y de
unién entre 2 o mas estructuras primitivas, esto debido a que una estructura tan compleja
no puede haberse creado por cambios sutiles y mejoramiento gradual de una sola
funcién (Matzke, 2003). Fenémenos de cooperacion entre estructuras primitivas, se ha
visto en muchos sistemas multicomponentes muy estudiados, como el ciclo de Krebs
(Meléndez-Hevia y col., 1996) o el sistema inmune de vertebrados (Muller y col., 1999;
Pasquier y Litman, 2000). Incluso existen quienes dicen que ¢l flagelo y la “motilidad
por deslizamiento™ serian homélogas ya que esta ultima seria una variacion del cuerpo
basal del flagelo, pero sin filamento, y que vendrian de un ancestro en conuin (Cavalier-
Smith, 2002a).

Por lo tanto, si bien en esta tesis no fue posible comprobar la existencia de un flagelo en
P. salmonis bajo las condiciones probadas, la existencia de al menos 36 genes flagelares
en el genoma de P. salmonis no parece ser un resabio evolutivo ya que se confirmé que
estos genes estudiados en detalle presentan una secuencia codificante intacta y han
podido ser expresados como proteinas recombinantes, lo que sugiere que estos podrian
ser expresados por la bacteria en alguna etapa, aunque su funcién es aun incierta. En este
sentido, los resultados del RT-PCR demostraron un cierto grado de expresion de flgJ
pero no asi su traduccién a protefna. Ya que este estudio forma parte de un trabajo del
laboratorio que involucraba otros genes flagelares de P. salmonis, es posible mencionar

que de 5 genes flagelares estudiados por RT-PCR, 4 son transcritos, entre estos genes se
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encuentran fgC, flgD y flgG (aparte de los estudiados en esta tesis), los cuales codifican
para proteinas estructurales del bastén del cuerpo basal (fIgC'y flgG) y para una proteina
que ensambla y estabiliza el codo flagelar (figD) (Ugarte, 2004). Por esto se puede
postular que el hecho de haber encontrado mensajeros y no las respectivas protefnas
podria deberse a algiin tipo de regulacién postranscripcional, que impide la correcta
traduccion a proteina de estos genes que componen el cuerpo basal del aparato flagelar.
En este sentido se sabe que para la formacién de un flagelo funcional se desencadena
una cascada de eventos muy bien regulada y todas sus partes deben ser expresadas en
este orden exacto, y cuando uno de esos pasos esta alterado, toda la produccion del
flagelo se detiene. Por ejemplo si la proteina FlgM (factor anti &%) no es secretada por el
complejo del cuerpo basal-gancho, ¢l flagelo no completa su sintesis (Chilcott y Hughes,
2000). Por otro lado, podria existir algiin sistema de regulacién postranscripcional, como
lo es Ia formacién de estructuras secundarias por parte del ARNm (Jones y col., 1989,
Chan y col., 1998) que puedan impedir la correcta interaccién con la ARN polimerasa,
impidiendo la terminacién del transcrito, ¢ bien impidiendo la correcta traduccién por
parte de los ribosomas. Se sabe también que existe regu.lacic')n de la transcripcién por
productos anteriores en la cascada de sintesis del flagelo, y que existen distintas zonas
promotoras para los operones, que regulan la expresién de genes flagelares de expresion
mas tardia (Anderson y Newton, 1997; Bonifield y col., 2000, 2003). En el caso de FigE,
para el cual no fue posible encontrar un ARNm, tal vez se deba a una transcripcion
incompleta del mensajero por problemas con su estructura secundaria, y si bien se sabe

que esta proteina presenta una gran regulacién postranscripcional (Bonifield y col,
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2000) llegando en ocasiones a generar gran cantidad de mensajero, sin expresar la
proteina, no se tiene conocimiento de que esta no sea transcrita junto con el resto del
operon. C:Jmo se menciond anteriormente existen otros genes flagelares estudiados en el
laboratorio, que si presentaban ARN mensajeros, incluso estaba presente el mensajero de

flgG el cual esta ubicado rio abajo de flgE, lo cual es explicable en parte debido a que el
|

gen flgG ges parte de otra unidad transcripcional, la cual comienza desde figF (Long y
Louis, 1997; Dingwall y col. 1992). En el caso de P. salmonis se encontrd una seccuencia
sigma 54 luego del gen estructural fIgE, lo que permitirfa una organizacion similar a la
descrita.

Como ya se menciono, es posible que P, salmonis no forme un flagelo como tal, pero no
se puede descartar que P. salmonis forme alguna estructura similar en alglin momento de
su ciclo de vida, ya sea un sistema de secrecion tipo I, o algin tipo de maquinaria para
adherirse a sus huéspedes. Como ejemplo de esto, recientemente se ha descrito que P.
salmonis ;formaria extensiones de membrana para adherirse a las ovas previo su ingreso

a ellas (Larenas y col., 2003), lo que podria fortalecer la teoria del uso alternativo de

estos genes flagelares.

-
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V. CONCLUSIONES

- Mediante estudios de microscopia se detectaron estructuras prolongadas,
aparentemente derivadas de la membrana celular. Sin embargo ninguna de estas pudo ser
identificada como estructuras flagelares.

- Bl aislamiento de los genes flgJ y fIgE de P. salmonis, de 834 y 2,196 pares de bases
respectivamente, demostrd que estos genes estan presentes en su genoma y su secuencia
codificante esta intacta para su transcripeién y traduccion a protefnas.

- La ecxpresién de las proteinas recombinantes FlgJ y FIgE fue abundante y
correspondian a los tamafios esperados.

- Si bien los anticuerpos monoclonales para las proteinas recombinantes en cuestion,
resultaron especificos para las mismas, no fie posible encontrar ni FlgJ ni FIgE en
extractos celulares de P. salmonis mediante el uso de dichos monoclonales.

- Los RT-PCR realizados demostraron la presencia de transcritos para flgJ, pero no asi
para fIgE. Esta proteina podria estar formando parte de un sistema de secrecion tipo I,
o de alguna estructura similar.

- La presencia de mensajero para flgJ pero ausencia de respectiva proteina, sugiere una
regulacién postranscripcional para la expresion de este gen flagelar.

- Si bien no fue posible detectar la presencia- de un flagelo en P. salmonis en las
condiciones de cultivo probadas, no se puede descartar que los genes estudiados si se
utilicen en algiin momento del ciclo de vida de la bacteria, ya sea como flagelo, sistema
de secrecién tipo III o alguna estructura similar que sirva para la adherencia o

infectividad de la bacteria.
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VII. ANEXO 1

Secuencia nucleotidica del gen flgE de Piscirickettsia salmonis (2.196pb)

atgtcatttaacatcgctctaagtggtttacaagcatcatcacaagatttaagtgtgat
tagtaataatattgctaatgcgtcaaccattggttttaaaaagtctcgtgcagaattcg
gtgacgtctatcaaacctcaggttctggtagtgctgtgggttctggagtacagaactta
agtgtttcgcaagattttggccaaggaccacaaaaaaatacgggtagaaatcttgattt
aagaattaatggtgaaggctttttccgtatgagtgatgatggtgcgctaaaatacagcc
gcgcaggtgcatttcatttggataaagatggtttgattgtgaactctttggaacataat
ttaacaggctttactgtggatgaggatggtgtattaaccagtgcggttggtaatttgca
aattagcactgcaaatcaacagcctaaagcgacagataatattgtgttagaaatgaact
tggatgccgaagttgatattccgacacttgagtttcagcgtggctttaccgcagataat
ccaccagataccaatagctataataaattagaaaatacggtggtttatgattctcttgg
caccagtcatattttatcgaagtattttgtcaagacgaatattgataaccgctgggatg
tttatgttggtattgatggcaatgatgttacacctgaggcggcggcggctcctgcggtg
acagtgccgatacctgggaacccaaattctggtaataatcaaggcagtgaccctatccc
taagccgaactctgcagattggcaaaactattctccttttaccgtggtctttgataatt
taggtaaatttattgccaatgacccaaatgtgccgcccaaattattacaaacgccgatc
gcttattcaccgtcgacaaatgcgtatgatgggtctaacccgcccggaagtgaaagttt
aacggtaacgcccgcggttaataatccatggaagatggtatcaaccgttacagaccctt
caaccttaaaaggacccaatggcaataatcttgcgattgaggtccgtaatgccagtggt
ggttttacgtcttataatgttgcagcaatgactggctcaggtaatcccaccgcacgccg
aatctcggatgcaattaatgcaacgggtacactgaatacgctagttgatgcgtatgcgt
atactgagtttgaatttggagagtacttttctggaaccgctgtagcaacatttgattta
accgcagccgggactaatgcaacggcaacaagtaccattaccattccagcaggaacgaa
cgtggcgggcgtgttagcggcaattaatgcagaaactgcaacgacaagcgtgtatgcgg
tgtctcgtgatattgctggggatacggcgaatgttaatcgtaagcgtattgtcttggtt
tcggatggttatgatagtacgggtacgcctttaggtgcgacggcgatggatttatctgg
ccataatattaccttgacgatgactgggacttcaacaacaccgttgtttcaaaattatg
atacgtcatcaaccggtcttgcgttaacgcaacgtggtgcggtgactgtccgtgccgaa
accgtctctgctgactttaagttctctggcagtgatgcgaatgccatggggtttgaaac
tggacgcatttatgaagctgtggtggatcaagaaaactcagatgttatttcaattaact
ggacgccaacaacggcgggacctgcgaccaagccgacagacccacagcaaattattatt
aatatggcaacttcaacgcagtatggtgatccgtttgetgttacggataaaacccaaga
tggttttaccacgggtcggctctccggtattgaagtggataaatcaggcattattttcg
ccagatacagtaatggccagtctagcacgctaggtaaagtaggcttagtgaattttccg
aatgaaaatggtttatcgcctgtcggtaatactcagtgggtggaaagttttagttcagg
tcagcctcttattggtgagccacaaacggcaaactttggctctattgaggcactgactt
tagaagactctaatgttgatttaacgcaagagttggtatcgatgattattgcccagcgt
aatttccaggctaatgcgcaaacgattcgaacttctgatcaagttacacaaacgattat
taatattcgttaa
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Secuencia aminoacidica de la proteina FlgE de Piscirickettsia salmonis (731aa)

MSFNIALSGLOASSQODLSVISNNIANASTIGFKKSRAEFGDVYQTSGSGSAVGSGVONL
SVSQDFGQGPOKNTGERNLDLRINGEGFFRMSDDGALKY SRAGAFHLDKDGLIVNSLEHN
LTGFTVDEDGVLTSAVGNLQISTANQQPKATDNIVLEMNLDAEVDI PTLEFQRGFTADN
PPDTNSYNKLENTVVYDSLGTSHILSKYFVKTNIDNRWDVYVGIDGNDVTPEARAAPAV
TVPIPGNPNSGNNQGSDPIPKPNSADWQNYSPFTVVFDNLGKFIANDPNVPPKLLQTPI
AYSPSTNAYDGSNPPGSESLTVTPAVNNPWKMVSTVTDPSTLKGPNGNNLATEVRNASG
GFTSYNVAAMTGSGNPTARRISDAINATGTLNTLVDAYAYTEFEFGEYFSGTAVATFDL
TAAGTNATATSTITIPAGTNVAGVLAAINAETATTSVYAVSRDIAGDTANVNRKRIVLYV
SDGYDSTETPLGATAMDLSGHNI TLTMTGTSTTPLFONYDTSSTGLALTORGAVTVRAE
TVSADFKFSGSDANAMGFETGRIYEAVVDQENSDVISINWTPTTAGPATKPTDPQQIII
NMATSTOYGDPFAVIDKTQDGFTTGRLSGIEVDKSGIIFARYSNGQSSTLGRKVGLVNEP
NENGLSPVGNTOWVESFSSGOPLIGEPQTANFGSITEALTLEDSNVDLTQELVSMITAQR
NEFQANAQTIRTSDQVTQTIINIR

Secuencia nucleotidica del gen flgJ de Piscirickettsia salmonis (834pb)

atggatgcgattcctacacagcacgttagtaatgcgtttgatttttccgcatttcaaaa
actaaaagccaatgtaaataaagctggccaggaagataaaacattgegggcagtigecg
agcaatttgaatctatatttattaaaatggcactagatagcatgagaaaagccagtaaa
gagttagaaagtgatttatttaaaagctcgtaccaagacttttatcaagatctatatga
tgaccagttaagtttaaacttagccaataatggcggcattggtttgacggatgccttag
tccgttatttatcgcagcaagcgggttctgaacaggtgttaaatgttaataacacactg
aaaaaagagcaatcagcacaggatgggcaaactgcatttaagcaattaatagcaacgtt
agagccatatcttgatgatttatngaaaaattaggtgtgagtagaaaagccatattaa
gccatgccatcgttgaaaccggttggggtagtactaatatgatgaaaagaggacattta
tccaactcaaatcaggtaaatttatttggeagteegecagegetttggettagaggtaaa
ccaaggaagtgggggtggaggtggttttttaaccgttgatgaagcggtgagtcattatg
atacatttttagaaaaatatttaaatgtaaatcaacgcgataataaaattgaacctgga
aaagtaaagaaaatagccgatgaagatttttttaaatttattcaatcgacactgtatcc
aaaagagccagaaaaattgcagcaatttttaactgttgcaaaaagttccttattaaatg
gagtttaa

Secuencia aminoacidica de la proteina FlgJ de Piscirickettsia salmonis (277aa)

MDAIPTQHVSNAFDFSAFQKLKANVNKAGQEDKTLRAVAEQFESIFIKMATDSMRKASK
ELESDLFKSSYQDFYQDLYDDQLSLNLANNGGIGLTDALVRYLSQQAGSEQVLNVNNTL
KKEQSAQDGQTAFKQLIATLEPYLDDLSEKLGVSRKAILSHAIVETGWGSTNMMKRGHL
SNSNOVNLFGS PQRFGLEVNQGSGGGGEFLTVDEAVSHYDTFLEKY LNVNQRDNKIEPG
KVKKIADEDFFKFIQSTLYPKEPEKLQOQFLTVAKSSLLNGV
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