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RESUMEN-ABSTRACT

El presente trabajo se centra en la caracterizaciébn de varios mutantes de Flavobacterium
psychrophilum. Esta bacteria Gram-negativa, es el agente etioldgico de la “Enfermedad de agua
fria” que afecta principalmente a salmonidos.

Esta bacteria es considerada como “fastidiosa” debido a que presenta muchas dificultades
para su cultivo, crecimiento y manipulacién.

Los factores de virulencia con los que cuenta la bacteria estan muy poco estudiados e
incluyen adhesinas, toxinas y proteasas. Ademas, presenta un movimiento particular por
deslizamiento conocido como “gliding”, cuyos fundamentos son poco conocidos.

En el presente trabajo se seleccionaron cuatro mutantes de una genoteca de F.
psychrophilum obtenida mediante transposicion. El andlisis in silico de los genes interrumpidos por
el transposén Tn4351 indicé que estos codificaban las siguientes proteinas: chaperona con
actividad ATPasa (ClpB), proteina reguladora del sistema de secrecién (PorY), proteina implicada
en la sintesis de exopolisacaridos (Wzc) y una fungalisina con actividad proteolitica (FpfB). La
caracterizacion fenotipica de estos mutantes en pardmetros como crecimiento, actividad
proteolitica extracelular y deslizamiento de la colonia en un medio sélido indicé que no habia
diferencias significativas entre ellos y la cepa parental. El mutante en el gen clpB, se estudié mas
en profundidad, encontrdndose que su comportamiento diferia frente al H,O, y al choque térmico
en relacion a la cepa parental.

Los resultados de la valoracion de la DLs, indicaron que el mutante clpB presentaba
diferencias significativas respecto a la cepa parental.

The present study focuses on the phenotypic characterization of several mutants of
Flavobacterium psychrophilum. This Gram-negative bacterium is the etiological agent of the “cold
water disease” that usually affects salmonids.

This microorganism is considered a rather fastidious bacterium because it is very difficult to
isolate and handle.

Virulence factors of F. psychrophilum are little known. Several molecules secreted have been
described as involved in virulence, such as proteases, toxins and adhesins. In addition, F.
psychrophilum has a particular way to move over wet surface named gliding.

In this work, four mutants were selected from a F. psychrophilum transposition library. The in
silico analysis of the interrupted gene by the Tn4351 transposon showed that they coded for the
following proteins: An ATPase chaperone activity (ClpB), a secretion system regulatory protein
(PorY), a protein involved in exopolysaccharide synthesis (Wzc), and a fungalysin with proteolytic
activity (FpfB). Mutants characterization in parameters such as growth, extracellular proteolytic
activity and colony spreading on a solid medium showed that there were not differences between
the mutants and the parental strains. Further analysis of the clpB mutant showed significant
differences in its behavior against H,O, and thermal shock in relation to the parental strain,
although it presented similar LDsy.
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ABREVIATURAS

Agua MQ: Agua Milli-Q

AN: Agar nutritivo

ANC: Agar nutritivo charcoal
CN: Caldo nutritivo

CWD: Cold water disease
DLso: Dosis letal 50

EPS: Exopolisacaridos

INRA: Institut National de la Recherche Agronomique (Instituto Nacional de la Investigacion
Agronomica)

PBP: Pencillin-binding protein

PBS: Buffer fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PIPES: piperazina-N,N'-bis(2-acido etanosulfénico)
p.p.m.: Partes por millon

RBS: Sitio de union del ribosoma

ROS: Especies reactivas de oxigeno
r.p.m.: Revoluciones por minuto

Ta: Temperatura de anillamiento

TCA: Acido tricloroacético

U.E./mL: Unidades enzimaticas por mililitro

u.f.c.: Unidades formadoras de colonia
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|. INTRODUCCION

La acuicultura se define como el cultivo de organismos acuéticos entre los que se incluyen
peces, moluscos, crustaceos y plantas, dirigido al aumento de su produccién (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion). Durante los ultimos afios (2006-2011), la
acuicultura intensiva ha tenido un incremento de la producciéon a nivel mundial de alrededor de un
30% con un fuerte componente de la acuicultura continental (FAO, 2012).

Debido a este desarrollo y a caracteristicas propias del sistema de produccion, uno de los
problemas que afecta a la produccion en la acuicultura y que se traduce en grandes pérdidas
econdmicas a nivel mundial es la incidencia de enfermedades infecciosas tipo bacteriano y virico.
Entre ellas se encuentra la denominada “Enfermedad del agua fria” (cold water disease, CWD)
gue afecta, principalmente, a salménidos. El agente etiolégico de esta patologia es
Flavobacterium psychrophilum, una bacteria Gram negativa, aerobia estricta, psicrotrofa (crece en
un rango de 4-23°C), poco tolerante al NaCl (crece hasta el 0,8% de NaCl) y que en cultivo en
medios solidos forma colonias de color amarillo debido a la sintesis del pigmento flexirrubina
(Fig.I.1.A). Es una bacteria definida como “fastidiosa” por la dificultad que presenta su cultivo y
manipulacion. Morfolégicamente, son bacterias filamentosas con un tamafio de alrededor de 7.5 x
0.5 pum (Fig. 1.1.B). F. psychrophilum es catalasa y oxidasa positivo y es capaz de degradar
caseina, gelatina y, algunas cepas, son capaces de degradar tirosina, esculina, quitina, almidon y
xantina (Austin y col., 2012).

A)

G e T AR g
Figura 1.1. A) Colonias en un medio sélido con el caracteristico cglor
amarillo de F. psychrophilum; B) Morfologia de células de F.
psychrophilum visualizadas mediante Microscopia o6ptica de campo
claro, tefiidas en cristal violeta y observada a 1000x, imagen obtenida de
Starliper, 2011.

Aunque el proceso infeccioso no estd aun bien establecido, los datos indican que F.
psychrophilum coloniza la superficie de los peces y puede entrar a través de las erosiones y
heridas de la piel, produciendo una degradacion de los tejidos, particularmente en la zona del
pedunculo y la aleta caudal, ocasionando heridas importantes y necrosis de tejidos. A
continuacion, el patégeno pasa directamente a la sangre provocando una septicemia y la muerte
del animal. La CWD puede llegar a presentar en alevines una tasa de mortalidad de hasta el 90%
(Nilsen y col., 2011) debido a que no tienen un sistema inmune desarrollado (Crump y col., 2005).

La enfermedad ocurre tipicamente a temperaturas del agua entre 10 y 14°C por lo que los
brotes aparecen especialmente en los meses de otofio e invierno (Starliper, 2011).

Los signos de la enfermedad son oscurecimiento, erosiones y ulceraciones en la piel
(Figuras 1.2.A y 1.2.B), necrosis en las aletas, exoftalmia bilateral y anemia. Los peces evidencian
un comportamiento con desorientacion, letargia y anorexia, entre otros (Bernardet, 1988, Lorenzen
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|. INTRODUCCION

y col., 1997). Los casos severos exhiben descamacion completa de la aleta caudal con exposicién
abierta de la espina en el area del peddnculo caudal (Figuras I.2.A y 1.2.B). También han sido
observadas hemorragias en la base de las aletas y ano (Bustos y col., 1995). En general, las
infecciones provocadas derivan en septicemias

Figuras 2A y 2B. Representaciones de unos ejemplares de O.mykiss
infectados con F. psychrophilum, en los que se observan las
manifestaciones de la CWD.

- oy N

En la actualidad no existe vacuna comercializada que permita la prevencion de la
enfermedad por lo que la Unica manera de controlar los brotes es mediante la aplicacion de
antibioticos como oxitetraciclina, amoxicilina y florfenicol (Cipriano y Holt, 2005).

En los ultimos afios, se han publicado diferentes estudios que han proporcionado un
conocimiento mas amplio de F. psychrophilum. Asi, se han desarrollado métodos de diagnéstico
molecular (Del Cerro y col., 2002), de serotipado (Mata y col., 2002), de tipificacién (Arai y col.,
2007), medios de cultivo méas apropiados (Alvarez y col., 2007) y sistemas genéticos para su
manipulacion (Alvarez y col., 2004). Junto a esto, la obtencion de la secuencia completa del
genoma de la cepa F. psychrophilum JIP02/86 (Duchaud y col., 2007) ha posibilitado el estudio de
algunos determinantes de virulencia de la bacteria (Dumetz y col., 2008) y abre nuevas
perspectivas para futuros estudios.

Sin embargo, la mayoria de los aspectos relacionados con la fisiologia de F. psychrophilum
y sobre todo, los involucrados en su virulencia estan aln por determinar. Esta bacteria tiene un
particular mecanismo de movimiento mediante deslizamiento “gliding” (McBride, 2004). Se ha
sugerido la adherencia bacteriana como factor de virulencia (Nematollahi y col., 2003) y se ha
identificado un antigeno de superficie como posible adhesina (Crump y col., 2005).

Otros estudios implican en la virulencia de esta bacteria a una tiol oxidoreductasa (Alvarez y
col., 2006) y a un sistema de captacion de hierro (Alvarez y col., 2008). En otros trabajos se ha
encontrado una correlacién entre la actividad proteolitica extracelular y la virulencia (Bertolini y
col.,, 1994). En este sentido, las proteasas extracelulares pueden proporcionar nutrientes a la
bacteria y ademas, facilitan su diseminacion por los tejidos del pez. En ese ambito, Secades y col.
(2001; 2003) identificaron, purificaron y caracterizaron dos metaloproteasas extracelulares,
denominadas Fppl y Fpp2 que eran capaces de degradar componentes de la matriz y tejido
muscular. Sin embargo, cepas que presentaron mutaciones en estos genes no perdian el caracter
virulento (Pérez-Pascual y col.,, 2011). Los datos apuntan a que la actividad proteolitica
extracelular puede ser un factor determinante en la patogenicidad de la bacteria, pero no se ha
conseguido demostrar de forma directa su implicacion.
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|. INTRODUCCION

Por dltimo, se ha publicado un trabajo en el que se han identificado una serie de genes que
se expresan bajo a temperaturas préximas a las que hay cuando tienen lugar los brotes de la
enfermedad que en aquellas temperaturas mas proximas al 6ptimo de crecimiento, concluyendo
los autores que, probablemente muchos de estos genes pueden estar directamente relacionados
con la virulencia de la bacteria (Hesamiy col., 2011).

Actualmente, las técnicas de manipulacidon genética son imprescindibles para el estudio de
cualquier microorganismo. Sin embargo, hasta los ultimos afios, por el caracter “fastidioso” de F.
psychrophilum no ha sido posible el establecimiento de algunos sistemas de manipulacion
genética. Entre ellos estan la interrupciéon de genes mediante transposicion (Alvarez y col., 2004) y
por mutagénesis insercional (Pérez-Pascual y col., 2011). Ello ha permitido el inicio del estudio de
determinados genes y la relacion que estos tenian con la virulencia de la bacteria (Alvarez y col.,
2004). Uno de los logros mas relevantes en este desarrollo de sistemas genéticos fue la
construccion de una genoteca de mutantes por transposicion en F. psychrophilum utilizando el
transposon Tn4351 (Alvarez y col., 2004). El transposon tiene un tamafio de 6,2 Kb y esta
constituido por varios componentes: 1) Dos secuencias de insercién, denominadas 1S4351, en
cada extremo; 1) Un gen que confiere resistencia a la eritromicina (ermF); 1lI) Un gen que confiere
resistencia a la tetraciclina (tetX) (Alvarez y col., 2004). Se consigui6 asi un total de 347 mutantes
con la insercién del transposon Tn4351 en la region estructural de cada gen (Gémez E., 2014).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, el interés biol6gico y la importancia como
agente patégeno que tiene F. psychrophilum en la acuicultura, en este trabajo se plantearon los
siguientes objetivos:

l. Andlisis de la insercion del transpos6n Tn4351 en cuatro mutantes obtenidos
previamente mediante transposicion.

Il. Caracterizacion fenotipica de estos mutantes.
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ll. MATERIAL Y METODOS

[1.1. CEPAS BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las caracteristicas de las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo se muestran
en la tabla 11.1.

Tabla Il.1. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio.

Cepa Descripcién o genotipo Referencia

F. psychrophilum

THCO02-90 Parental (Chakroun y col., 1998)

P15.02 Mutante en el gen clpB Gomez, E. Universidad de Oviedo
P12.03 Mutante en el gen porY Gomez, E. Universidad de Oviedo
P5.46 Mutante en el gen wzc Gomez, E. Universidad de Oviedo
P4.39 Mutante en el gen fpfB Gomez, E. Universidad de Oviedo

Las cepas de F. psychrophilum fueron cultivadas en los siguientes medios: Caldo nutritivo,
(CN), cuya composicion consiste en 5 g/L de peptona y 3 g/L de extracto de carne (VWR,
Espafa); Agar nutritivo (AN), resultado de la adicion de agar en una concentracion final de 15 g/L
(Bacto-agar, Oxoid, Reino Unido) y Agar nutritivo charcoal (ANC), resultado de la adicién al AN de
carbon activo en una proporcién de 0,05% (p/v) (Sigma-Aldrich Co., EEUU).

Los cultivos en el medio liquido de F. psychrophilum fueron incubados a 12°C, 18°C, 20°C y
22°C en un incubador con agitacion orbital a 250 r.p.m. Los cultivos en el medio sélido fueron
incubados a 12°C y 20°C. En aquellos casos en los que fue necesario, se adicion6 a los medios
de cultivo eritromicina a una concentracion final de 10 pg/mL.

El seguimiento del crecimiento de los cultivos en medio liquido se realiz6 mediante la
determinacion de la densidad dptica a 525 nm (DOs,s), en un espectrofotémetro Hitachi U2900.

.2 OBTENCION DE LOS MUTANTES MEDIANTE MUTAGENESIS POR
TRANSPOSICION

Las cepas mutantes P15.02, P12.03, P5.46 y P4.39
se obtuvieron en el Area de Microbiologia de la Universidad |
de Oviedo y forman parte de la genoteca de mutantes por =Y
transposicion generada en F. psychrophilum (Gémez E.,
comunicacion personal 2014). La mutagénesis por
transposicion consistid en la conjugacion entre la cepa
donante E.coli BW19851 (Metcalf y col., 1994), portadora
del plasmldf) pEP4351 (Fig. II.1), el cual lleva mcorpor.ado plasmido pEP4351 utiizado para la
el transposén Tn4351 y la cepa receptora F. psychrophilum conjugacién, con el fin de introducir el
THC02-90. El plasmido pEP4351 no se puede replicar en  yansposén en el genoma de F.
F. psychrophilum y en consecuencia la Unica manera de psychrophilum. Con el arco verde se
obtener después de la conjugacion colonias resistentes a la representa el transposén Tn4351,
eritromicina es que el transposon se haya incorporado al delimitado por las secuencias de
genoma de esta bacteria. Esta incorporacion tiene lugar al insercion IS4351 en azul. El gen tetX es
azar (Alvarez y col., 2004). Los mutantes se seleccionaron €l responsable de la resistencia a
en el medio sélido ANC con 10 pg/mL de eritromicina. Estos tetraciclina 'y el gen ermF a

mutantes fueron secuenciados mediante PCR inversa semi- erptrommma. (Imagen obtenida  de
Pérez-Pascual, 2011).

154351 1S4351
PEP4351

10400 bps

\ RP4mob
Wy, R6KoriV

—

Figura Il.1. Representaciéon grafica del
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ll. MATERIAL Y METODOS

automatizada, tal y como se describe en el trabajo de Alvarez y col. (2004).
1.3. TECNICAS GENERALES DE MANIPULACION DEL DNA
[1.3.1. Extraccion de DNA

El DNA de las diferentes cepas de F. psychrophilum fue obtenido utilizando el sistema
comercial “Gen Elute Bacterial Genomic DNA” (Sigma Aldrich Co., EEUU) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Para la purificacion del DNA a partir de los geles de agarosa, se utilizo
el sistema denominado “PCR DNA and Gel Band Purification kit” (GE Healthcare, EEUU)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

11.3.2. Técnica de hibridaciéon “Southern-Blot”

Una vez extraido el DNA de cada una de las cepas, se procedié a su digestién con los
enzimas de restriccion necesarios para cada caso. A continuacion, los fragmentos de DNA asi
obtenidos fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa (a una concentracion de
0,75 %), y fueron transferidos por capilaridad durante al menos dos horas, a membranas de nylon
(Hybond-N*, Amersham Biosciences, Reino Unido). Posteriormente, el DNA se fijé a la membrana
por exposicion a luz UV durante 3 minutos. Seguidamente, la membrana se incubé durante 90
minutos y a 60°C con una solucién de prehibridacién a la que posteriormente se le afiadi6 la
sonda correspondiente. Esta sonda procede de la digestion del plasmido pEP4351 con el enzima
de restriccion Sall y el fragmento resultante de tamafio de 6,2 Kb fue marcado mediante el kit
comercial “DIG labeling and detection” (Roche Diagnostics GmbH, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tras un periodo de incubacién de 90 minutos y a 60°C, la membrana
se lavo sucesivamente y se incub6 con el anticuerpo anti-digoxigenina.

El revelado se llev6 a cabo incubando la membrana con una solucién que contiene el
sustrato quimioluminiscente de la fosfatasa alcalina del sistema comercial “CDP-Star” (Roche
Diagnostics GmbH, Alemania) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Posteriormente, la
membrana se expuso a una pelicula de radiografia “Hyperfilm MP” (Amersham Biosciences, Reino
Unido) durante unos 30 minutos. A continuacion, la pelicula se revelg, fijo y lavd, para su analisis y
conservacion.

11.3.3. Determinacién de la orientacion y del lugar de insercién del transposén Tn4351

La amplificacién de los fragmentos de DNA que delimitan el lugar de insercién de Tn4351 y
la determinacion de su orientacién fue llevada a cabo mediante reacciones de PCR en un
termociclador Perkin-Elmer modelo 9700 GeneAmp utilizando los oligonucle6tidos recogidos en la
tabla 11.2 y en las condiciones que se indican en la tabla II.3.

La Figura I1.2 muestra la localizacién de los oligonucle6tidos dentro del gen interrumpido por
el transposén Tn4351. Las reacciones de PCR han requerido la presencia de controles negativos
(DNA de la cepa parental y de todos los componentes de la PCR sin el DNA) para la validacion de
la reaccion de PCR.
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ll. MATERIAL Y METODOS

Tabla Il.2. Oligonucledétidos utilizados en las reacciones de PCR.

Oligonucleétidos Secuencia Ta

Transposon Tn4351

IS4351-F 5 TCAGAGTGAGAGAAAGGG 3’ 54°C

340 5 GACTTGGATACCTCACGCC & 60°C

Mutantes

P15.02 R 5" ATCGATCTAATAAAATAATGCTATCGG 3’ | 58°C
M5 ATCGAATGGCTTCAATTTCAATCTCT & 58°C

P12.03 R 5 ATCGATCCTTCCGTTGTGGTATTC 3’ 58°C
M5 ATCGTTCGACCCAACCAATGAGAG 3 60°C

P5.46 R 5" ATCGTAACCATAGCCTAACCATAG 3 58°C
M5 ATCGTCATTTTTAACCGCATAAGACA 3 58°C

P4.39 R 5 ATGCTTTAATTCGTCTCCGTCTATTTT 3 | 60°C
M 5 ATCGGGTAAATGTATTGTCAGCTGC ¥ 60°C

Tabla I1.3. Condiciones de PCR utilizadas para cada uno de los mutantes.

Reaccion de PCR | Oligonucleétidos Desnaturalizacion inicial | Amplificacién | Elongacion final
1 ciclo 25 ciclos 1 ciclo
P15.02 1IS4351-F+P15.02-R; | 94°C/ 5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
1IS4351-F+P15.02-M 52°C/30s
72°C/ 2,30 min
340+P15.02-R; 94°C/ 5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
340+P15.02-M 56°C/ 30 s
72°C/ 2,30 min
P12.03 IS4351-F+P12.03-R; | 94°C/ 5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
IS4351-F+P12.03-M 52°C/30s
72°C/ 1,30 min
340+P15.02-R; 94°C/ 5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
340+P15.02-M 56°C/ 30 s
72°C/ 1,30 min
P5.46 1S4351-F+P5.46-R; 94°C/ 5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
1S4351-F+P-5.46-M 52°C/30s
72°C/ 2,30 min
340+P5.46-R; 94°C/ 5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
340 +P5.46-M 56°C/ 30 s
72°C/ 2,30 min
P4.39 IS4351-F+P4.39-R; | 94°C/5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
IS4351-F+P-4.39-M 52°C/30s
72°C/ 2,30 min
340+P4.39-R; 94°C/ 5 min 94°C/ 30 s 68°C/ 7 min
340 +P-4.39-M 58°C/ 30 s
72°C/ 2,30 min
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340 IS4351-F  Oligos My R

154351 ermF tetX 154351

SONDA Tn4351

Figura I.2. Representacion de la situacion generada por la interrupcion de un gen (verde oscuro) por
la insercién del transposon Tn4351 (naranja) en el genoma de F. psychrophilum. En la imagen se
muestra la localizacion de la sonda generada por PCR del transposon que fue utilizada para la
hibridacién con el DNA de los diferentes mutantes analizados y en la parte superior se indica la
situacién de los oligonucleétidos utilizados para las reacciones de amplificacion por PCR: 340 (rojo
claro), 1IS4351-F (azul oscuro) y los oligonucleétidos especificos disefiados (verde claro) para definir el
sentido de la orientacion del transposén en cada uno de los mutantes.

[1.3.4. Andlisis in silico de las secuencias

La secuenciacion rutinaria de los productos de amplificacion de PCR se llevd a cabo
siguiendo el método de terminacién de la cadena por didesoxinucleétidos en un secuenciador de
DNA automatico ABI PRISM ® 3130xl Genetic Analyzer (Applied Siosystems, EEUU), mientras
que los generados mediante PCR inversa fueron analizados en un secuenciador ABI 3730 DNA
analyzer (Applied Biosystems, EEUU).

Las secuencias obtenidas de DNA se compararon con las disponibles en bases de datos
como la especifica de F. psychrophilum, desarrollada por la plataforma bioinforméatica MIGALE
perteneciente al INRA (Francia) (disponible en la direccion web http://migale.jouy.inra.fr) o en
bases de libre acceso como BlastX (disponible en la  direccibn  web
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que permite a partir de una secuencia de nucledtidos
conocida, compararla con otras secuencias de otros organismos para conocer el grado de
identidad existente entre ellas. Gracias al programa Findterm, dentro de la plataforma
bioinformatica Softberry (disponible en la direccibn web http://www.softberry.com/), puede
identificar secuencias terminadoras de la transcripcion. Para la blsqueda de la secuencia RBS y
promotoras se utilizé la informacién proporcionada por el trabajo de Chen y col. (2007).

Para el andlisis de las secuencias de los productos génicos, existen diversos programas
entre los que se encuentra el BlastP (disponible en la direccion web
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), que permite la comparacién de la secuencia de
aminoacidos (extraida de la plataforma bioinforméatica MIGALE vy la propia secuencia en la base
de datos del Blast y ademas, BlastP permite conocer los dominios de las proteinas dominios). El
programa MEMSAT3 permite junto el programa Psipred (disponibles en la direccion web
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) la prediccion de la estructura secundaria y la topologia de las
hélices transmembrana. Para la prediccion de la existencia de péptidos sefial en la secuencia
proteica, se utilizo el programa SignallP (disponible en la direccibn web
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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I.4. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES

[1.4.1. Curvas de crecimiento

Las diferentes cepas se cultivaron en el medio CN con CaCl, a una concentracién de 1 mM
y a una temperatura de 12°C y 250 r.p.m. El crecimiento fue seguido midiendo la DOs,5 de cada
uno de los cultivos a diferentes tiempos durante 5 dias.

I1.4.2. Andlisis de la actividad proteolitica extracelular

La actividad proteolitica extracelular fue determinada de dos maneras diferentes:

A. Ensayos en medio sélido en placa con el medio AN con caseina al 1% (Sigma
Aldrich Co., EEUU) y CaCl, a una concentracién de 10 mM. El medio se preparé afiadiendo
la caseina al medio AN y una vez autoclavado, se adicion6 el CaCl, que habia sido también
esterilizado. Las placas fueron inoculadas con 8 puL que se depositaron sobre la superficie
del medio, procedentes de un cultivo en la fase estacionaria de crecimiento (DOsps= 1.3-1.5)
de cada una de las cepas. Las placas fueron, a continuacion, incubadas a una temperatura
de 12°C durante 120 horas. Para un mejor contraste y observacion de la actividad
proteolitica de cada una de las colonias, finalizado el periodo de incubacién se afiadié al
medio HCI en una concentracion de 1 N. El halo alrededor de las colonias formado por la
degradacion de la caseina se fotografié con una camara Panasonic Lumix TZ8. En todos los
casos se hicieron tres ensayos para cada cepa de forma independiente.

B. Ensayos en medio liquido a lo largo de la curva de crecimiento utilizando como
sustrato azocaseina (Sigma Aldrich Co., EEUU). El procedimiento seguido fue basicamente
el descrito por Secades y col. (2001). Brevemente, se afiadieron 350 pl de una solucion de
azocaseina al 1 % (disuelta en tampén PIPES 25 mM y CaCl, 5 mM, pH 6,5) a 250 pl del
sobrenadante del cultivo. La reaccion se incubd durante 2 horas a 30°C, y se pard
anadiendo 600 pl de TCA a una concentracion final del 10%, y se mantuvo en hielo, al
menos, durante 30 minutos. A continuacion, se centrifug6 la muestra a 12.000 r.p.m. durante
10 minutos a 4°C, y 800 uL del sobrenadante se neutralizaron con 200 yL de NaOH 1,8 M.
La intensidad del color obtenido se midié en un espectrofotébmetro Hitachi U2900 a 420nm
(DO4y0). El ensayo se realizé por triplicado. Se definié la unidad de actividad enzimatica
como la cantidad de enzima que incrementa la DO4,, en 0,01 unidades, a 30°C durante 2
horas de incubacion.

[1.4.3. Analisis del deslizamiento de la colonia

Para el andlisis del deslizamiento de la colonia, se prepar6é una dilucién 1/6 del medio CN,
en el que ademas, la concentracién de agar afadida fue de 7,5 g/L (1/6AN). El medio una vez
esterilizado se afiadid a placas de Petri y se dej6 solidificar a temperatura ambiente durante 15
minutos en una cabina de seguridad biolégica con exposicién a luz UV. A continuacion, estos
medios fueron inoculados con 8 uL de cultivos de cada una de las cepas crecidos en CN hasta la
fase estacionaria de crecimiento (DOs;s= 1.3-1.5) y las placas se incubaron a 20°C. El
deslizamiento de las colonias en el medio de cultivo se cuantific6 midiendo el diametro de la
colonia cada 24 horas de incubacion durante un total de 5 dias. Finalizando el tiempo de
incubacién, se obtuvieron imagenes de las colonias con una camara Panasonic Lumix TZ8. Los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado y para observar si existen diferencias significativas
entre el deslizamiento de las colonias de las diferentes cepas a las 120 horas de incubacion, se
procedi6 a la realizacion de una prueba T utilizando el Programa SPSS 19.
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[1.4.4. Determinacién de la virulencia de las cepas mutantes. Ensayo presuntivo

La determinacion de la virulencia de las cepas mutantes se llevdé a cabo en alevines de
trucha arcoiris (O.mykiss) con un peso de 5-8 g. Los peces se mantuvieron en tanques con 60 | de
agua declorada, a una temperatura de 12+1°C. Los cultivos de cada una de las cepas se crecieron
en el medio CN a 250 r.p.m. y 12°C hasta la fase exponencial de crecimiento (DOs,s= 0.6-0.7) y se
lavaron con PBS a 4°C mediante centrifugacion.

A partir de estos cultivos, se prepararon diluciones seriadas con base 10 en PBS, desde 10*
hasta 107 u.f.c. para la cepa parental; de 10° y 10" u.f.c. para los mutantes. Volimenes de 50 L
de cada una de las diluciones fueron inyectadas intramuscularmente, a nivel de la aleta dorsal, a
grupos de diez peces. Como control, se inyecté 50 uL de PBS a un grupo de 10 peces. Al cabo de
10 dias se cuantifico la mortalidad en cada caso a la dosis de 10° u.f.c..

II.5. CARACTERIZACION DEL MUTANTE P15.02
[1.5.1. Andlisis del crecimiento

El procedimiento seguido fue similar al descrito en el apartado 11.4.1. de Material y Métodos.
La Unica diferencia es que, se procedié al andlisis del crecimiento del mutante P15.02 con
respecto a la cepa parental a una temperatura de 22°C.

[1.5.2. Anédlisis de laresistencia al H,O, y NaCl

Las cepas THC02-90 y P15.02 se cultivaron en el medio CN a 18°C y a 250 r.p.m. hasta la
fase exponencial de crecimiento (DOs5»5=0,8). De este cultivo se tomaron alicuotas de 100 uL de
cada cepa que se depositaron en el centro de placas con el medio ANC y se distribuyeron por la
superficie del medio con bolas de vidrio. A continuacién, se depositaron discos estériles de
tamafio ¥4” de diametro (Difco Laboratories, EEUU) a los que se afiadieron 15 pl de las diferentes
concentraciones de H,O, en un rango de 30 a 120 p.p.m. y porcentajes de NaCl en un rango de
0,3% al 4%. A continuacion, las placas se incubaron a 20°C durante 120 horas y se midieron los
halos de inhibicién del crecimiento. El experimento se realiz6 tres veces y cada con tres réplicas
independientes.

11.5.3. Efecto del choque térmico

Las cepas THC02-90 y P15.02 se cultivaron en el medio CN a 18°C y a 250 r.p.m. hasta la
fase exponencial de crecimiento (DOs2=0,8). Alicuotas de 100 pL de estos cultivos fueron
utilizadas para someterlas a choque térmico que consistié en incubarlas a 40°C durante 10
minutos. Tras el tratamiento, las suspensiones celulares fueron pasadas a un bafio de hielo y
mantenidas en él durante 5 minutos. A continuacion, se realizaron diluciones con base 5 desde la
10" hasta la 10* u.f.c. Como control se utilizaron alicuotas de 100 pL de los mismos cultivos que
no fueron sometidas al choque térmico. Seguidamente, se tomaron 8 uL de cada una de las
diluciones y se depositaron sobre la superficie del medio.

En cada placa se introdujeron tres réplicas de la cepa mutante y parental de cada
tratamiento y el experimento se realizd por triplicado de forma independiente. Las placas se
incubaron a 20°C durante 120 horas y las colonias se fotografiaron con una camara Panasonic
Lumix TZ8.
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[1.5.4. Determinacion de la dosis letal 50 (DL5xp)

La determinacion de los valores de DLs, se llevé a cabo en alevines de trucha arcoiris
(O.mykiss) con un peso de 5-8 g. Los peces se mantuvieron en tanques con 60 | de agua
declorada, a una temperatura de 12+1°C. Los inOculos bacterianos fueron preparados a partir de
cultivos de las cepas parental y P15.02 que se crecieron en el medio CN a 250 r.p.m. y 12°C hasta
la fase exponencial de crecimiento (DOsys= 0.6-0.7). A continuacion, estos cultivos se lavaron con
PBS mediante centrifugacion.

Se prepararon diluciones seriadas con base 10, desde la 10’ hasta 10° u.f.c. para la cepa
parental y de 10° hasta 10° u.f.c. para la cepa mutante. Volimenes de 50 uL de cada una de las
diluciones fueron inyectadas intramuscularmente, a nivel de la aleta dorsal, a grupos de diez
peces. Como control se inyectaron 50 uL de PBS a un grupo de 10 peces. El experimento durd 10
dias en los que se fueron anotando los peces que iban muriendo y la DLsy se calculé usando el
programa Probit del SPSS 19.
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lI.L1. ANALISIS DE LOS GENES INTERRUMPIDOS EN LAS CEPAS MUTANTES
SELECCIONADAS

[11.1.1. Insercion del transposén Tn4351 en el genoma de las cepas mutantes

Con el fin de definir si el transposén Tn4351 se habia insertado solamente una vez en el
genoma de los cuatro mutantes elegidos se llevé a cabo una hibridacion, mediante Southern-Blot,
entre el DNA digerido con el enzima Xbal de cada uno de estos mutantes y una sonda marcada
que comprendia practicamente la totalidad
del transposon Tn4351. El resultado mostro
gue solamente habia una banda de
hibridacion para cada uno de los mutantes
(Fig.lll.1). Asi en el caso del mutante
P15.02 (Fig. lll.1, calle 4) se observé una
banda de hibridacion de 7 Kb. Para los
mutantes P14.39, P12.03 y P5.46 (Fig. Ill.1,
calles 5, 6 y 7 respectivamente) las bandas
identificadas se correspondieron con 14, A e
11,5 y 9 Kb respectivamente. Como era 4 5 ; £
esperable no se detectd ninguna banda de Figura IIl.1. Hibridacion del DNA de las diferentes mutantes
hibridacion en el DNA de la cepa parental digerido con el enzima Xbal con la sonda marcada del
(Fig.lll.1, calle 2). Estos resultados indican transpsosén Tn4351. Calle 2 DNA de la cepa parental
claramente que el transposén se inserté THCO02-90; Calle 3 DNA de la cepa P1.31, control de doble
una Unica vez en los genomas de las inserciéon del transposén Tn4351; Calles 4,5y 6y 7 DNA
de las cepa mutantes P15.02; P4.39; P12.03 y P5.46,
respectivamente.; Calle 1, DNA del virus A digerido con el
enzima Pstl como referencia de tamafios de DNA en kb.

respectivas cepas mutantes que hemos
estudiado.

[11.1.2. Andlisis in silico de las secuencias interrumpidas en los mutantes

El transposén en el mutante P15.02 (clpB’) se insertd6 en la posicion 1.000 del locus
THCO0290_0942 del genoma. La determinacion de la orientacion del transposoén indico que estaba
situado en el mismo sentido que el de transcripcion del gen interrumpido (datos no presentados).

El gen clpB codifica una proteina de 866 aminoacidos, con una masa molecular tedrica de
96,96 KDa. El andlisis in silico de esta proteina revel6 una serie de dominios (Fig. 111.2) implicados
en la unién de la proteina a un ligando (ClpN, de la posicion 92 a la 143); actividad chaperona
asociada a ATPasa (AAA", de las posiciones 179 a la 338 y 569 a la 717); y suministro de energia
para el funcionamiento de la proteina (clpB_D2, de la posicion 770 a la 859). En su estructura se
define una hélice transmembrana y un segmento extracelular, con lo que es posible que esta
proteina esté localizada en la membrana citoplasmatica.
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Figura 1.2, Organizacion estructural y dominios de la proteina ClpB de la cepa de F. psychrophilum
THCO02-90. Imagen obtenida gracias al Programa BlastP. La proteina consta de una serie de dominios:
ClpN, implicada en la unién de la proteina a un ligando; AAA", implicado en la actividad chaperona
asociada a ATPasa y clpB_D2, cuya funcién es el suministro de energia para el funcionamiento de la
proteina. Dentro del dominio AAA®, se encuentra la zona de unién del ATP y los motivos Walker A y B
cuya secuencia permite unir moléculas como ATP, para la ejecucion de la funcion citada.

Esta proteina presenta una identidad del 99% (864/866) sobre el 100% de la secuencia
proteica (E-valor 0,0) con una proteina ClpB de la cepa de F. psychrophilum JIP02/86 (Namero de
acceso al GenBank YP_001296639.1). También presenta una identidad del 93% (799/863) sobre
el 99% de la secuencia proteica (E-valor 0,0) con una proteina ATPasa con actividad chaperona
perteneciente a la cepa Flavobacterium branchiophilum FL-15 (Nimero de acceso al GenBank
YP_004842628.1). En tercer lugar, presenta una identidad del 92% (800/867) sobre el 100% de la
secuencia proteica (E-valor 0,0) con la chaperona ClpB perteneciente a la cepa Flavobacterium
sp. ACAM (Numero de acceso al GenBank WP_016991314.1), entre otras.

Este locus (THC0290 0942)
(Figura 111.3) tiene un tamafo de
2.061 nucledtidos y carece en SU o o : >
extremo 5" de una secuencia e P, THOO290.0932

1 102 887 1122 886
po

oo
&
o
o4

THC0290_0946

.. , ! ‘ ’ THC0290, 0945
promotora definida, aunque si Imgﬁ.@mo_%-mem_oml prm—— @T mfo]m
tiene un RBS con una secuencia T2 oss THE290_0943 THoozo 0347
TAAA, igual a la secuencia THCoZ90_0

consenso para el género
Flavobacterium descrita por Chen
y col. (2007). En el otro extremo 3’
del gen, se encontr6 una
secuencia palindrémica de
terminacion de la transcripcioén.

cos
Figura 1l1.3. Representacion del contexto genético del gen clpB.

El mutante P12.03 (porY’), tiene el transposén Tn4351 insertado en la posicién 800 del
locus THC0290_2275 del genoma y orientado en sentido inverso al de la transcripcion del gen
(datos no presentados). Esta secuencia codifica una proteina de 381 aminoacidos, con una masa
molecular tedrica de 44,08 KDa. El analisis in silico de esta proteina revel6 una serie de dominios
(Fig. 111.4) implicados en su dimerizaciéon (HisKA, de la posicion 183 a la 227) y en la union a ATP
(HATPase_c, de la posicion 284 a la 379). En su estructura se definieron dos hélices
transmembrana y una region extracelular, por lo que como en el caso anterior parece estar
localizada en la membrana citoplasmética.
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Figura lll.4. Organizacion estructural y dominios de la proteina PorY de la cepa de F.
psychrophilum THC02-90. Imagen obtenida gracias al programa BlastP. La proteina consta de
dos dominios: HisKA, implicada en la dimerizacién de la proteina y HATPase_c, en el que
contiene secuencias de unién a ATP.

La proteina presenta una identidad 100% sobre el total de la secuencia proteica (E-valor 0,0)
con un sistema de dos componentes histidina-quinasa de la cepa F. psychrophilum JIP02/86
(Numero de acceso al GenBank YP_001297205.1). También muestra una identidad del 69%
sobre el 99% (E-valor 5'%) con la secuencia proteica de una histidina-quinasa de la especie
Flavobacterium frigoris (NUmero de acceso al GenBank WP_007137441.1). Por ultimo, muestra
también una identidad del 66% sobre el 100% de la secuencia proteica (E-valor 7*’®) con el
sensor histidina-quinasa de la especie Flavobacterium enshiense (NUmero de acceso al GenBank
WP_023573287.1).

El locus

Z 624 055 2 6dd 054
THC0290_2275; ; t t Z t + + ? 8 t ? t + + Ql + + + + t t t t L +
tiene un tamafio [y
de 1.148 P e

[ THeos0_2276 oz
nucledtidos y se - |
y THOIER)_2263 |:‘/V :

N ::.C a0 1 THCOZ290_2287 )
en,cuentra en un -0?5'15_ g e a%géggigggﬁw gzzw THCoZ90_22
cluster de 4 l H THCZ90_2260 (] )
g;ggs i\deide e: T%é_%ﬂm B e THEOZ3 27220575

asta e
2272) (Figura
[11.5), los cuales S

codifican  para
una probable
oxidorreductasa (THC0290 2274), una transglicolasa del peptidoglicano (THC0290 2273) y una
probable peptidasa perteneciente a la familia S41 (THCO0290 2272). No se identific6 una
secuencia promotora definida en el extremo 5 del clister ni delante del gen porY’, pero si el RBS
con una secuencia TAAAA. En el extremo 3’ del cllster, se encontrd una secuencia palindromica
de terminacioén de la transcripcion.

Figura lll.5. Representacién del contexto genético del gen porY.

El mutante P5.46 (wzc) presentd el transposén Tn4351 insertado en la posicion 300 del
locus THC0290 2054 del genoma y orientado en el mismo sentido que el de la transcripcion del
gen (datos no presentados). Su secuencia codifica una proteina de 815 aminoacidos con una
masa molecular tedrica de 92,93 KDa. El andlisis in silico de esta proteina revel6 la presencia de
un dominio (Fig. IIl.6) con capacidad de unirse a grupos fosfato de determinados compuestos,
como el ATP (AAA_31, de la posicion 601 a la 745). En su estructura tiene dos hélices
transmembrana y una porcién extracelular por lo que probablemente la proteina esté localizada en
la membrana citoplasmatica.
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Figura 111.6. Organizacién estructural y dominios de la proteina Wzc de la cepa de F. psychrophilum

THCO2-90. Imagen obtenida

gracias al programa BlastP. La proteina consta de un dominio AAA_31

con capacidad de unién a ATP.

Esta proteina presenta una identidad del 99% sobre el 99% de la secuencia proteica (E-
valor 0,0) con una proteina transportadora de azucar de la cepa Flavobacterium psychrophilum
JIP02/86 (Numero de acceso al GenBank YP_001296192.1) y una identidad del 68% (532/783, E-
valor 0,0), 67% (510/777, E-valor 0,0) sobre el 95% de la secuencia proteica con tirosinas-
quinasas involucradas en la biosintesis de exopolisacaridos en Flavobacterium saliperosum
(NUumero de acceso al GenBank WP_023577277.1) y Flavobacterium cauense (NUmero de acceso
al GenBank WP_023570305.1), respectivamente.

El locus
THC0290 2054 tiene un
tamafio de 2.448

nucleétidos y se encuentra
formando parte de un
cluster de 18 genes (desde
el locus THC0290 2056
hasta el THC0290_2039)
los cudles codifican una
serie de enzimas
implicadas en la biosintesis
de EPS (Fig. llIl.7). No se
pudo identificar una region
promotora en la posicion 5
del claster aunque si un
posible RBS con una
secuencia TAAAT.
Tampoco se pudo definir la
secuencia palindromica de
terminacion de la
transcripcion del cluster.
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Figura lll.7. Representacion del contexto genético del gen wzc.

), presenta el transposén Tn4351 insertado en la posicion 1.500 del

locus THC0290 0300 del genoma, y orientado en sentido opuesto a la direccion de la
transcripcion del gen interrumpido (datos no presentados). La secuencia codifica una proteina de
919 aminoacidos y masa molecular teérica de 99,85 KDa. El andlisis in silico de esta proteina
reveld la presencia de un péptido sefial (de la posicion 1 a la 20) (Fig. 111.8) y varios dominios

como, el catalitico (M36, de

las posiciones 297 a la 442 y de la posicion 600 a la 797), el de

reconocimiento del sustrato (PA_subtilisin_1, de la posicion 481 a la 590) y una zona implicada
en la secrecion al exterior de la bacteria (Por_Secre, de la posicion 645 a la 919). En su
estructura tiene una hélice transmembrana y un segmento de localizacion extracelular.
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Figura I11.8. Organizacién estructural y dominios de la proteina FpfB de la cepa de F. psychrophilum THCO02-
90. Imagen obtenida gracias al programa BlastP. La proteina consta de varios dominios: M36, en el que
tiene funcion catalitica; PA_subtilisin_1, involucrado en el reconocimiento al sustrato y Por_Secre,
siendo una zona implicada en la secrecién al exterior de la bacteria.

Esta proteina presenta una identidad del 99% (906/919, E-valor 0,0), 88% (809/920, (E-valor
0,0) y 59% (544/923, E-valor 0,0) sobre el 100% de le secuencia con fungalisinas pertenecientes a
la familia M36 de la cepa F. psychrophilum THCO02-90 (Numero de acceso al GenBank
YP_001295215.1), F. psychrophilum JIP02/86 (NUmero de acceso al GenBank YP_001295214.1)
y Flavobacterium limnosediminis (Numero de acceso al GenBank WP_023578662.1),

respectivamente.
394 5973 374 572

El locus S 3 2 2
THC0290_0300 tiene Ll —
un ta:n:]aﬁo de 2.760 _D_THEOF;B THCE?S(M
nUCIeOtIdOS y se THCOZQO‘QE _ m COZI0_0303 ° THCO290_0305
encuentra formando THCOZ290_0296 THCO290_0299 THCmOEBO 0302
parte de un claster mcozﬂﬁ;o 03
compuesto por 4 genes
(desde el locus
THCO0290 303 hasta el LS

THC0290_300), en el Figura Ill.9. Representacion del contexto genético del gen fpfB.

que los genes

codifican: una DNA polimerasa de tipo | implicada en la replicacion (THC0290_303), un enzima
que sintetiza un precursor de la PBP relacionado con la sintesis del peptidoglicano
(THC0290_302), una GTPasa, que degrada GTP (THC0290_301) y la fungalisina (THC0290_300)
(Fig 111.9). En la posicién 5°del gen THC0290 303 se localizé un promotor con una secuencia -7
(TANNTTTG) y -33 (TTG), préxima a la descrita como secuencia consenso en F. psychrophilum
(Chen y col., 2007), asi como el RBS cuya secuencia es TATAA. En el extremo 3’ del cluster, se
encuentra una secuencia palindrémica caracteristica de la terminacion de la transcripcion.
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l1l.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES

[11.2.1. Curvas de crecimiento

El estudio del crecimiento de los mutantes, en el medio CN a 12°C mostré que este era

similar al de la cepa parental con la excepcion del mutante P5.46 en el que se observo una ligera
disminucion, si bien esta diferencia resulté no ser significativa, de acuerdo con a la prueba T

(Figuras 111.10 A, B, C, D).
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Figura 111.10. Curvas de crecimiento y actividad proteolitica de los sobrenadantes de cultivo de los diferentes
mutantes. El crecimiento fue medido a lo largo del tiempo valorando la DOsys y la actividad proteolitica fue
determinada mediante azocaseina. De izquierda a derecha, las curvas son: A) THCO2-90 y P15.02; B) THC02-90 y
P12.03; C) THC02-90 y P5.46; D) THC02-90 y P4.39.
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[11.2.2. Andlisis de la actividad proteolitica extracelular

Los ensayos en el medio sélido AN con
caseina y CaCl, indicaron que no habia
diferencias significativas en el diametro del halo de
degradacion de la caseina entre las cepas
mutantes y la cepa parental. (Fig. I11.11).

Para definir mejor si habia diferencias entre
las cepas en relacion a la actividad proteolitica
dado que el procedimiento descrito anteriormente
era simplemente cualitativo, se recurrio a la
cuantificacion de la actividad proteolitica del
sobrenadante en un medio liquido tras el
crecimiento de la bacteria. Los resultados
revelaron, que no habia una variacion significativa
de la actividad proteolitica extracelular de los
mutantes con respecto a la cepa parental. (Tabla
[.1).

Tabla Ill.1. Actividad proteolitica extracelular de la
cepa parental y mutantes. Los resultados
corresponden a los valores medios y desviacion
tipica de la actividad proteolitica, utilizando
azocaseina como sustrato. La actividad se
expresa en Unidades Enzimaticas (U.E.) por mL
de sobrenadante de cultivo (SN), tomado a las 48
y 120 horas de incubacion. Se definié una unidad
de actividad enzimatica como la cantidad de
enzima que incrementa la DO, en 0,01
unidades, a 30°C durante 2 horas de incubacion.

U.E./mL SN
Tiempo (h) THC02-90 P15.02
48 48,4 + 4,09 41,7+ 1,62
120 59,8 + 5,56 58,3+ 1,55
Tiempo (h) THCO02-90 P12.03
48 53,73+ 2,83 44,6 + 3,32
120 68,2 + 1,92 66,8 + 3,11
Tiempo (h) THC02-90 P5.46
48 48,4+ 1,1 48,1+ 2,19
120 60,2 + 0,33 69,13 + 2,55
Tiempo (h) THCO02-90 P4.39
48 22,26+ 1,13 | 21,06+ 3,38
120 56,2 + 0,55 56,8+ 2,54

Figura Il.11. Actividad proteolitca de las
diferentes cepas de F.psychrophilum en el medio
AN con caseina y CaCl,.
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[11.2.3. Analisis del deslizamiento de la colonia

El andlisis del deslizamiento de la colonia se realiz6 en el medio 1/6 AN. El didmetro de las
colonias se midi6 tras 120 horas de incubacion a 20°C. Los mutantes presentaron un
deslizamiento menor con respecto a la cepa parental. Ademas, los mutantes P15.02, P12.03 y
P5.46, presentaron colonias con alteraciones morfologicas respecto a la parental con los bordes
de la colonia redondeados vy lisos (Fig. 111.12).

Figura 1ll.12. Fotografia de las colonias formadas por las cepas THC02-90 (A), P12.03 (B),
P5.46 (C), P4.39 (D), incubadas en medio 1/6AN, durante 120 horas a 20 °C.

ASmm - R~ a1 E8 1111] N

Figura 111.13. Fotografia de las colonias formadas por las cepas THC02-90 (A) y P15.02 (B).

La realizacion de las pruebas t correspondientes, no mostré diferencias significativas entre el
diametro de la colonia de la cepa parental y el de los mutantes (p-valor < 0,005), salvo en el
mutante P15.02 (Fig. 111.13), en el que se definié una diferencia significativa (tabla 111.2).

Tabla Ill.2. Diametro de las colonias parental y mutante P15.02. Los resultados corresponden a
la media de los didmetros de las colonias, expresado en milimetros tras 120 horas de
incubacién a 20°C.

Tiempo (h) Diametro medio de la colonia (mm)
120 h THC02-90 27+1,41
P15.02 15,25+2,98
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[11.2.4. Determinacién presuntiva de la virulencia de las cepas mutantes

Se realiz6 un test cuya finalidad fue Tabla IIl.3. Nimero de peces muertos a los 10
comparar el efecto de las mutaciones en los dias después de la infeccion para cada cepa y a
genes clpB, porY, wzc y fpfB en la virulencia de a dosis de 10°u.f.c.

F. psychrophilum. Este test indic6 que la cepa
P15.02 era presuntivamente menos virulenta que
la cepa parental y que el resto de las cepas

Cepa Dosis Peces muertos
THC02-90 10° 10

6
ocasionaban una mortalidad semejante a la que P15.02 106 7
se defini6 en la parental. P12.03 107 8
P5.46 10 9
P4.39 10° 9

En la tabla 111.3., se muestran los peces muertos 10 dias después de inyectados con una
dosis de 10° u.f.c.

l11.3. CARACTERIZACION DEL MUTANTE P15.02

[11.3.1. Analisis del crecimiento

Con el fin de determinar si la
mutacién en el gen clpB tenia algun
efecto sobre el crecimiento a una
temperatura de incubacién limite para
la bacteria, se llevdo a cabo una
determinacion del crecimiento a 22°C.
Los resultados revelaron que a esta
temperatura no hubo diferencias de
crecimiento entre la cepa parental y la

cepa mutante (Figura I11.14). o % a8 72 9% 120 14
Tiempo (h)

=—4=—=THCO02 90
=@-P15.02

Figura Ill.14. Curva de crecimiento a 22°C de la cepa
parental THC02-90 y mutante P15.02.

111.3.2. Determinacién de la dosis letal 50 (DLs) de la cepa P15.02

Grupos de alevines de trucha arcoiris (O. mykiss) fueron inyectados intramuscularmente con
diferentes dosis de la bacteria. Diez dias después de la inyeccion, se determiné la DLs, con el
método Probit, cuyo resultado medio y los limites de confianza se muestran en la tabla 111.4.
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Tabla lll.4. Resultados medios de los ensayos de DLs, de las cepas THC02-90 y
P15.02, asi como los limites de confianza inferior y superior. La DLsy se calcul6
mediante el método Probit, estableciendo unos limites de confianza del 95%. Los
experimentos se realizaron por duplicado. Los datos se expresan en u.f.c.

Cepa Limite inferior DLsg Limite superior
THC02-90 - 1,02x10° -

P15.02 x 1 1,96x10° 4,96x10° 1,29x10°
P15.02 x 2 3,41x10° 1,08x10’ 4,03x10’

Existe un aumento de DLs, de la cepa
mutante con respecto a la cepa parental. El
método Probit del SPSS 19 no ha podido
determinar los limites de confianza de la
DLs de la cepa parental.

=
(=]

——THC02_%0

. . . —p15.02
Ademas de la diferencia de dosis

letal, es resefable la diferencia de
velocidad de mortalidad de los peces, es
decir, que los peces empezaron a morir . . ; .

P . 2 4 3 8 10 12
mas tarde en la cepa mutante (Fig. I11.15). Tiempo (Dias)

Mortalidad
[=] =] L] [*¥} -3 w T o~ o =]
T R

=

Figura 111.15. Curva de mortalidad asociada a la dosis 10’
u.f.c., en el que muestra que bajo la infeccién con la cepa
mutante P15.02, la mortalidad de los peces (O.mykiss) fue
menor con respecto a la infeccién con la cepa parental
THC02-90.

[11.3.3. Anédlisis de la resistencia al H,O, y NaCl

Para determinar el efecto que agentes estresantes tenian sobre la cepa mutante, se
analizaron los halos de inhibicién del crecimiento que ocasionaban diferentes concentraciones de
agua oxigenada. Se puede apreciar que el diametro del halo de inhibicion del crecimiento en los
discos que contenian 60 p.p.m. de H,O,, fue mayor en los de la cepa mutante P15.02 que en la
parental, aumentando de forma progresiva la diferencia del diAmetro entre ambas cepas segin se
fueron incrementando las concentraciones del agente (Figura I11.16.A y 111.16.B). Asi, a 120 p.p.m.
de H,0O, fue donde hubo mayores diferencias dentro de las concentraciones ensayadas (33.4%).
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L >y e a ¥ } w ’ i
Figura I11.16. Efecto del H,O, sobre el crecimiento de las cepas parental y mutante P15.02. Panel A: se
muestran los halos de inhibicién del crecimiento de la cepa parental y en el panel B los de la cepa mutante.

De izquierda a derecha: Control negativo (disco sin nada); Control negativo con agua; 30 p.p.m., 60 p.p.m.,
90 p.p.m. y 120 p.p.m. de H,0,.

El estudio del efecto del NaCl determinado en un rango entre 0,3 y 4%, indic6 que no
habia diferencias entre las dos cepas (Figura l11.17.A y 111.17.B).

Figura ll.17. Efecto del NaCl sobre el crecimiento de las cepas parental y mutante P15.02. Panel
A: se muestran los halos de inhibicidn del crecimiento de la cepa parental y en el panel los de la
cepa mutante. De izquierda a derecha: Control negativo (disco sin nada); Control negativo con
agua; 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 1,6%, 2,4%, 3,2% y 4% de NacCl

Caracterizacion de mutantes del patégeno de peces F. psychrophilum Pagina 21



lll. RESULTADOS

[11.3.4. Efecto del choque térmico

Para definir si habia alguna diferencia en relacién a la resistencia a la temperatura entre la
cepa P15.02 y la parental, ambas se sometieron a un choque térmico a una temperatura de 40°C
durante 10 minutos. Como puede observarse en la Figura 111.18 la cepa mutante fue mas sensible
a este tratamiento que la cepa parental puesto que a la 10’ u.f.c. no se observé crecimiento de la
cepa mutante, mientras que la cepa parental fue capaz de crecer hasta la 10* u.f.c. Como puede
observarse en la Figura 111.19, ambas cepas crecieron de forma similar hasta la 10* u.f.c. si no
eran sometidas al tratamiento de choque térmico.

Figura 111.18. Crecimiento de F. psychrophilum de la cepa parental (A) y mutante (B) después de un
choque térmico a 40°C durante 10 minutos. De izquierda a derecha, los in6culos se corresponden con
107, 5*10° 10°, 5*10°, 10°, 510" y 10* u.f.c.

Figura 111.19. Crecimiento de F. psychrophilum de la cepa parental (A) y mutante (B) sin tratamiento de
choque térmico. De izquierda a derecha, los inéculos se corresponden con 107, 5+10°, 10° 5*10° 10°,
510" y 10* u.f.c.
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En este trabajo se analizaron cuatro mutantes de F. psychrophilum procedentes de una
genoteca obtenida por transposicion utilizando el transposén Tn4351 (Alvarez y col., 2004). En
todos los mutantes obtenidos se identifico el gen mutado mediante PCR inversa. A continuacion,
se realizaron analisis mediante el programa informético BlastX, para determinar su posible
funcion.

Es importante en este tipo de estudios comprobar que el transposon se ha insertado una
Unica vez en el genoma de la bacteria. En ocasiones, el transposén puede integrarse
simultdneamente en mas de un lugar y, por tanto, los estudios fenotipicos y caracteristicas del
mutante no se corresponderian con la funcién de un solo gen sino de mas de uno y seria
imposible relacionar fenotipos especificos con la carencia de un gen concreto. La hibridacion de la
sonda del transposon Tn4351, con una Unica region del genoma mostré que el transposén se
habia insertado solamente una vez en el genoma en cada uno de los mutantes estudiados.
Ademds, mediante el analisis por PCR se pudo determinar la orientacién del transposon en
relacion al sentido de la transcripcion del gen mutado. Esto es importante puesto que como fue
descrito por Alvarez y col. (2004) la presencia en el transposén Tn4351 de secuencias promotoras
en los extremos hace que puedan transcribirse a través de estas los genes situados aguas abajo
del lugar de la insercion, ocasionando mutaciones no polares.

Los mutantes seleccionados tenian la insercion del transposén en genes que codificaban
proteinas que por su funcién podian tener relacion con el proceso infeccioso. Los mutantes
P15.02 (clpB’), P12.03 (porY’), P5.46 (wzc) y P4.39 (fpfB") presentaron genes interrumpidos que
codificaban proteinas con las siguientes funciones: 1) clpB codifica una chaperona con actividad
ATPasa que puede estar relacionada con la proteccién de la bacteria frente a diferentes tipos de
estrés (Krajewska y col., 2014); Il) porY codifica una proteina que forma parte del sistema de
secrecion Por relacionado con factores de virulencia, como adhesinas y quitinasas (McBride,
2013); III) wzc codifica una tirosina-quinasa localizada en la membrana celular y que forma parte
de un complejo implicado en la sintesis de EPS y IV) fpfB codifica una fungalisina involucrada en
la degradacién de proteinas de la matriz extracelular, respectivamente.

El hecho de que las curvas de crecimiento de los diferentes mutantes no difirieron con la de
la cepa parental significa que la mutacion de estos genes no afecta para nada a su crecimiento en
las condiciones ensayadas.

Del mismo modo, no hay afectacién significativa de la actividad proteolitica extracelular en
ninguno de los mutantes, quedando pues evidente que esta actividad, relacionada con la
virulencia en F. psychrophilum, no parecen depender en modo alguno de la actividad de estos
genes.

El estudio del deslizamiento de las colonias ha revelado que la cepa mutante ClpB™ mostré
una reduccién significativa en la movilidad con respecto a la cepa parental. Este resultado es
semejante al descrito en el trabajo realizado por Badger y col. (2000), en el que la proteina ClpB
esta implicada en la movilidad de Yersinia enterocolitica, entre otras funciones. Los genes
interrumpidos en los otros mutantes estudiados no parecen estar relacionadas con la movilidad de
F. psychrophilum. Estos resultados, en particular en los mutantes porY"y wzc’, son contradictorios
con los descritos para estos mismos genes en otros microorganismos. En Flavobacterium
johnsoniae, el mutante porY™ tiene, entre otros, defectos en la movilidad. Esto parece ser
consecuencia de que en esta bacteria PorY regula la expresion de otros genes, como el gen porT
gue esta relacionado con la movilidad de la bacteria (Sato y col., 2009). Por ello, a pesar de la
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proximidad taxondémica entre ambas especies, los mecanismos implicados en la regulacion de la
movilidad parecen diferir. Hay que tener en cuenta que el genoma de F. johnsoniae es,
aproximadamente, dos veces mayor que el de F. psychrophilum. Con respecto a la proteina Wzc,
como ocurria en el caso anterior, en F. johnsoniae, el mutante wzc™ muestra una reduccion en la
movilidad, ya que esta proteina tiene relacion con el movimiento por “gliding” (Borden y col.,
2011). De nuevo este caracter diferencial respecto a F. psychrophilum hace que cada vez méas se
distancien estas dos especies. Los estudios sobre la movilidad de los diferentes mutantes
analizados revelaron diferencias en la morfologia de la colonia. Asi, los mutantes clpB’, porY"y
wzC presentaron colonias con los bordes redondeados, a diferencia de la cepa parental y del
mutante fpfB", en el que los bordes se presentan como irregulares. Por ello, si se puede concluir
gue aunque en los mutantes porY" y wzc no hay afectacion clara de la movilidad, la interrupcion
de estos genes si tienen una clara manifestacion fenotipica como es el cambio significativo de la
morfologia de la colonia. Con los datos que se tienen hasta el momento no es posible dar una
explicacién a este fenémeno.

Atendiendo al interés que esta bacteria tiene como agente causal de la enfermedad del agua
fria, era importante definir si alguno de estos genes podria codificar un factor de virulencia o estar
de algun modo relacionado con ella. Los resultados indicaron que no hubo reduccion de la
virulencia de los mutantes, salvo en el caso del mutante clpB’. Inicialmente estos resultados no
eran los esperables puesto que, en otros microrganismos los genes aqui estudiados estan
relacionados de un modo u otro con el proceso infeccioso. Asi, la proteina PorY esta relacionada
con la virulencia de P. gingivalis, puesto que mutantes porY presentan una disminucién de la
secrecion de proteinas como la gingipaina, una proteasa implicada en la virulencia de esta
bacteria (Sato, 2011). En relacion a la proteina Wzc, ésta, esta relacionada con la virulencia de E.
coli (Wugeditsch y col., 2001). Por dltimo, en cuanto a la proteina FpfB, en el trabajo de Duchaud y
col. (2007) se sugiere que por su homologia con otras fungalisinas, que si tienen relaciéon con la
virulencia (Brouta y col., 2001), el producto del gen fpfB que es una fungalisina en el que
potencialmente podria estar relacionado con la virulencia de F. psychrophilum. Sin embargo, los
resultados obtenidos parecen indicar que esta relacion no haya sucedido en F. psychrophilum.
Hay que sefialar en este sentido que en el genoma de F. psychrophilum se han localizado dos
genes que codifican sendas fungalisinas. Estos genes estan dispuestos en tandem y puede ocurrir
que el gen fpfB™ no tenga relevancia en relacién a la virulencia y si el segundo de los genes fpfA.
Es posible también que en F. psychrophilum, la proteina FpfB sea una proteasa extracelular cuya
actividad en el mutante sea compensada con la de otras proteasas extracelulares muy
abundantes en esta bacteria (Duchaud y col., 2007). En hongos patégenos, como Aspergillus
flavus, esta descrita la intervencién de la fungalisina en la virulencia del organismo puesto que,
tiene actividad elastinolitica y actla degradando la matriz extracelular del organismo hospedador
(Mellon y col., 2007). Por otro lado, cepas de Aspergillus fumigatus no productoras de fungalisina
son menos virulentas que las productoras (Monod y col., 1993).

Los resultados obtenidos indicaron que el mutante clpB’ presentaba una disminucion de la
virulencia en relacion a la de la cepa parental. Esto junto a la implicacién de la proteina ClpB en la
respuesta al estrés en diversos microorganismos (Kannan y col., 2008; Yuan y col.,, 2007;
Lourdault y col., 2011) llevé a estudiar este mutante en mayor profundidad. Los datos de la DLs
para esta cepa indicaron que hay aproximadamente un orden de magnitud en relacion a la DLs, de
cepa parental. Ademas, se ha podido determinar una diferencia en relacién a la velocidad a la que
mueren los peces entre las dos cepas. Esto puede ser debido a varios factores: 1) La proteina
ClpB permite al patégeno soportar las condiciones de estrés presentes en el interior de los
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macrofagos de la trucha (Nematollahi y col., 2005; Decostere y col., 2001); y 2) La proteina ClpB
interviene en algunas bacterias en el proceso de desagregacion de proteinas que se encuentran
agregadas o mal plegadas consecuencia de la existencia de algun tipo de estrés para la bacteria
(Kannan y col., 2008; Yuan y col., 2007; Lourdault y col., 2011).

El hecho de que el crecimiento de la cepa mutante clpB™ a una temperatura limite para esta
bacteria como son 22°C, no difiriese del de la cepa parental nos permite concluir que este gen no
esta relacionado con el crecimiento de la bacteria a esta temperatura. En el trabajo de Oplinger y
col. (2013), se habia determinado que a una temperatura de 40°C y durante 10 minutos como
tiempo de exposicidén, el crecimiento de F. psychrophilum era limitado, resultando en una
condicion estresante. Por ello constituyen unas condiciones apropiadas para el estudio de la
respuesta al efecto del choque térmico en el mutante clpB". Los resultados del estudio indicaron
gue en efecto, el gen clpB esta relacionado con la respuesta al estrés por choque térmico. La
funcién, al igual que fue descrito anteriormente puede ser la de desagregar o facilitar el cambio de
plegamiento de determinadas proteinas que consecuencia del efecto estresante alteran su
conformacion. Ejemplos de esta implicacion de proteinas homologas a la ClpB de F.
psychrophilum en otros microorganismos es el de Synechococcus sp., en el que la proteina ClpB
favorece su resistencia a las altas temperaturas (Eriksson y col., 1996). En el trabajo de Yuan y
col. (2007), la supervivencia de la cepa mutante ClpB™ de P. gingivalis frente a un choque térmico
fue alrededor de un 10% menor en comparacién con la de la cepa parental. Asimismo, en L.
interrogans la proteina ClpB est& implicada en la respuesta al choque térmico (Lourdault y col.,
2011). Es en este sentido es altamente probable que la proteina ClpB sea en gran medida
responsable de la capacidad de la célula para reparar proteinas termolébiles que son afectadas
por el choque térmico (Mogk y col., 2003).

Con el fin de determinar si la proteina ClpB estaba también implicada en la respuesta a otros
tipos de estrés para la célula, se analizé el efecto diferencial que el agua oxigenada, un agente
altamente oxidante, podria tener sobre la cepa mutante en relacién a la parental. El trabajo de
Kumagai y col. (2004), habia puesto de manifiesto que en un cultivo conteniendo 10’ u.f.c./mL de
F. psychrophilum, cuando se ponia en contacto con 120 p.p.m. de H,O, durante 30 minutos, no
habia células que sobreviviesen al tratamiento. Fundamentado en estos resultados se eligié esta
concentracién de H,O, como la maxima para estudiar la respuesta del mutante a este agente. Los
resultados mostraron claramente que como ocurria en el caso del choque térmico la ausencia de
la proteina ClpB ocasionaba una mayor sensibilidad de la cepa mutante a este agente que la que
tenia la cepa parental. Este resultado es concordante con el obtenido en mutantes en el gen clpB
de L. interrogans, utilizando como agente oxidante butilperéxido (Lourdault y col., 2011), y en P.
gingivalis (Yuan y col., 2007). Finalmente, los estudios de resistencia al NaCl utilizando este
mutante indicaron que la proteina ClpB no esta implicada en la respuesta al estrés osmotico.

Caracterizacion de mutantes del patégeno de peces F. psychrophilum Pagina 25
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Durante la realizacion del presente trabajo, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

l. Los fenotipos de los mutantes de F. psychrophilum estudiados se deben a una Unica
introduccion del transposén Tn4351 en su genoma.

Il. La mutacién en los genes clpB, porY, wzc y fpfB no influyen en el deslizamiento de la
colonia salvo en el caso del mutante clpB™ en el que hay una disminucion de este.

Il. La actividad proteolitica extracelular valorada de forma cualitativa y cuantitativa fue
semejante entre las 4 cepas mutantes y ademas, fue similar a la de la cepa parental.

\VA El crecimiento de las cepas mutantes estudiadas con respecto a la cepa parental fue
similar.

V. El gen clpB esta implicado en el proceso infeccioso de F. psychrophilum.

VI. La Chaperona ClpB estad relacionada con la resistencia de la bacteria al estrés

oxidativo y térmico, pero no frente al estrés osmatico.
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