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Programa de Premedicina
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Bioquímica, Biología Molecular
y Biomedicina

Doctorado Europeo 
Bioquímica, Biología Molecular y Biomedicina

“Activation mechanisms of the innate immune system:
Structure-function studies of interactions between death
domains of MyD88 and IRAK proteins"

Profesora asociada
Genética, Microbiología y Estadística

Investigadora postdoctoral
Genética, Microbiología y Estadística

Factores de patogenicidad de gramnegativas
Glicoestructuras de superficie

2005

Profesora lectora
Biología, Sanidad y Medio Ambiente

Investigadora predoctoral

MyD88-IRAK
SII

TLR-MyD88-IRAK

Bióloga

(Voluntaria)



Patogenicidad de gramnegativas

Edwardsiella tarda

(He et al. 2012)

Proteus mirabilis

(Hoeniger, 1965)

Erwinia amylovora

(Van der Zwet et al. 2012)

Plesiomonas shigelloides

(Merino et al. 2015)

Klebsiella pneumoniae

(Schembri et al. 2005)
(Merino et al. 2014) (Canals et al. 2006)

Aeromonas spp.



Patogenicidad de gramnegativas



Aeromonas spp.

Enfermedades
intestinales
gastroenteritis
diarrea

Enfermedades
extraintestinales
meningitis
septicemia

humanos

poiquilotermos

Patogénesis

Pérdidas en
acuicultura animales domésticos

animales salvajes

Hábitat

ubicuas en agua dulce algunos alimentos

agua potable



Aeromonas spp.

Bacteria
Pseudomonadota (Proteobacteria)
Gammaproteobacteria
Aeromonadales
Aeromonadaceae
Aeromonas

(Schoch et al. 2020)(shutterstock.com)

Características generales
Bacilos gramnegativos
Anaerobios facultativos
Oxidasa positivos
Quimioheterótrofos
Productores de ácidos y gases
Reductores de nitratos

Aeromonas mesófilas Aeromonas psicrófilas
35 – 37 °C 22 – 25 °C
Mótiles (con flagelos) No mótiles (sin flagelos)
Ej. A. hydrophila Ej. A. salmonicida
Mótiles (con flagelos)

Reino:
Filo:
Clase:
Orden:
Familia:
Género:



Flagelo procariota

Distribución flagelar

Monótricos

Lofótricos

Anfítricos

Perítricos

Flagelos polares

Flagelos laterales

Aeromonas spp.

Aeromonas spp.

(Expresión constitutiva)

(Expresión inducida)

(Prescott et al. 2020)

Estructura del flagelo

Filamento

Gancho

Cuerpo basal

OM

IM

Peptidoglycan



Flagelo procariota

Glicosilación de las flagelinas

Disposición de
las flagelinas

(Prescott et al. 2020)

Estructura del flagelo

Filamento

Gancho

Cuerpo basal

OM

IM

Peptidoglycan

(Mendoza-Barberá et al. 2021)



Estructura de los O-glicanos en gramnegativas

(Merino and Tomás, 2014)

Glicosilación del flagelo procariota

O-glicosilación

N-glicosilación S-glicosilación

Helicobacter pullorum
Campylobacter jejuni
Haemophilus influenzae

Lactobacillus plantarum
Bacillus subtilis



Rutas y mecanismos de glicosilación

P. syringae

(Yamamoto et al,, 2011)

H. pylori y C. jejuni

(Schoenhofen et al,, 2006)

C. jejuni

(Schoenhofen et al,, 2009)

P. aeruginosa

(Miller et al,, 2008)



Rutas y mecanismos de glicosilación

(Merino and Tomás, 2014)



Factores de patogenicidad en Aeromonas mesófilas

(Lowry et al. 2014)

(sideróforos)

(𝛼-glucano)



Papel de los glicanos del flagelo procariota

• Proteasas
• Agentes químicos

Protección a la 
degradación

• Mimetización
• Evasión del SI

Inmunogenicidad
PAPEL DE LOS 

GLICANOS

Propiedades 
estructurales 

• Ensamblaje de flagelinas
• Estabilización del filamento

Interacción con el 
huésped / ambiente

• Adhesión
• Autoaglutinación
• Biofilms
• Invasión



Glicosilación del flagelo de Aeromonas

Flagelos laterales

Flagelo polar

TEM

TEM

Medio líquido

Medio semi-sólido

Análisis de motilidad



Glicosilación del flagelo de Aeromonas mesófilas

CID (Flagelinas polares de Aeromonas caviae)

(Tabei et al. 2009)

Extracción y purificación del flagelo Espectrometría de masas

Flagelinas polares de A. piscicola

SDS-PAGE

Fl
ag

.

St

30 -

45 -

66 -

(kDa)

¿Glicosilada?

Derivado del ácido
pseudamínico (Pse)

Pse5Ac7Ac



Glicosilación del flagelo de Aeromonas mesófilas

Flagelinas polares O-glicosiladas

Flagelinas laterales

A. piscicola AH-3: Derivado de Pse
(Pse5Ac7Ac)O-glicosiladas

No glicosiladas
A. hydrophila AH-1

A. caviae Sch3N

A. piscicola AH-3: Heteroglicano 1679 Da
(Pse 376 Da -Hex-Hex-HexNAc-HexNAc-HexNac 102 Da)

A. hydrophila ATCC7966: Heteroglicano 1285 Da
(Pse 422 Da -Hex-Hex- 1/3 monosacáridos)

A. hydrophila AH-1: Derivado de Pse
(Pse5Ac7Ac9Ac)

A. caviae Sch3N: Derivado de Pse
(Pse5Ac7Ac)

A. caviae UU51: Derivado de Pse
(Pse5Ac7Ac8Ac)



Glicosilación del flagelo de Aeromonas mesófilas

¿Cómo se produce la glicosilación?

¿Es necesaria para la correcta formación del flagelo?

¿Qué importancia tiene para las bacterias?

¿Qué genes están implicados en el proceso?

Análisis de la regulación genética
del flagelo de Aeromonas spp.



Regulación genética del flagelo procariota

Flagelación polar en Vibrio parahaemolyticus

Región 3 Región 5

motY

Región 4

motXmotAB

Región 2

flaF

flaB

flaAGH

flaI

flaJ

flaKLM

fliEFGHIJ flhBAFG

fliKLMNOPQR fliA

cheYZAB

orf34-35

orf37

cheW

Región 1

flgNMA

cheVR flgBCDEFGHIJKL flaCDE

(Mod. de McCarter, 2001)

Flagelación lateral en Vibrio parahaemolyticus

Región 1

flgNMA flgBCDEFGHIJKL

Región 2

fliJIHGFE motY

fliMNPQR

fliDSTKLA

lafA motAB

flhBA

lafK

(Modificado de Stewart and McCarter, 2003)



Regulación genética del flagelo procariota

Genes tempranos 
(promotores clase I)

Operón fleQ / flrA

Flagelación polar

σ54 + FleQ / FlrA

Genes medios 
(promotores clase II)
Operon fleSR / flrBC

fliA (σ28)

σ54 + FleR / FlrC
σ28

Genes tardíos 
(promotores clase III)

Flagelinas
Genes tardíos

(promotores clase IV)
Flagelina

Flagelación lateral

Genes tempranos 
(promotores clase I)

Operón lafK

σ54 + LafK

Genes medios 
(promotores clase II)

fliA (σ28)

Genes tardíos 
(promotores clase III)

Flagelina

σ28

Gammaproteobacterias
Proteínas reguladoras

H-NS, cAMP-CAP OpaR
SwrZ
VapH

LuxS

Factores ambientales
pH, osmolaridad Hierro

Viscosidad
Temperatura

Glicosilación



Regulación genética del flagelo de Aeromonas

maf-1 maf-2

orf7-8 neuB neuA

flmD flmH flrA
motCD

Clase I
σ70-dep.

Clase III
σ54-dep.
FlrC-dep.

flhAFG
fliA
cheYZAB
pomAB

Clase II
σ54-dep.
FlrA-dep.

flrBC
flgA
flgBCDE
flgFGHIJKL
fliEFGHIJ
fliKLMNOPQR
flhB

Clase IV
σ28-dep.

flaA
flaBGHI
flgMN
motX
motY
motCD

lafK
fliEFGHIJL
flgAMNL
fliMNPQRL
flhABL
lafTU

Clase I
σ70-dep.

Clase III
σ28-dep.

flgMNL
maf-5
lafA
lafBCXE
lafFSTU

Clase II
σ54-dep.
LafK-dep.

lafBCXEF
lafS
lafTU
flgBCDEFG
flgHIJKLL

Flagelación lateral en A. piscicola AH-3

fliMNPQR

flhBA

lafK

fliEFGHIJ

flgNMA

flgBCDEFGHIJKL

maf-5

lafA

lafBCXEFSTU
(Modificado de Mendoza-Barberá et al. 2021)

Flagelación polar en A. piscicola AH-3

Región 1

flgNMA

cheVR flgBCDEFGHIJKL

Región 2

flaA

flaBGHI

Región 3

fliEFGHIJ fliKLMNOPQR

flhBAFG

fliA

cheYZAB

pomAB

orf26-27

cheW

orf29

Región 4

motX

Región 5

flrABC

Región 6

motCD

Región 7

motY
(Modificado de Mendoza-Barberá et al. 2021)

maf-1 maf-2

maf-5



Análisis de las islas de glicosilación

Flagellin

Pse ac. Maf

C. jejuni

(Parker et al. 2014)



Generación de mutantes en pauta de lectura

Δ 

pDM4  

Cmr  
Sac 

PRIMERA RECOMBINACIÓN 

SEGUNDA RECOMBINACIÓN 

1 2 

2. Apareamiento triparental

3. Crecimiento con sacarosa

4. Selección de colonias Cms

5. Comprobación por PCR

6. Secuenciación

E. coli

1. Generación y clonación del fragmento mutante

(Link et al. 1997)

(Link et al. 1997)



Análisis de las islas de glicosilación

A. piscicola AH-3

flaABGHI
maf-1

orf7-8
maf-2
neuB

flmD
neuA
flmH

A. hydrophila ATCC7966

A. hydrophila AH-1

A. caviae Sch3N

maf-1 maf-2

A. piscicola AH-3
flgBCDEFGHIJKL maf-5

lafA

lafBCXEFSTU

Δmaf-5

Medio líquido Medio semi-sólido

Región de flagelación lateral

Región de flagelación polar

maf-5

Heteroglicano

Heteroglicano

Pse5Ac7Ac9Ac

Pse5Ac7Ac

Δmaf-1

Δmaf-2

66 -

45 -

30 -

St    AH-3  Maf-2
Maf-2
Compl.



Proteínas Maf

Derivado de Pse
Pse5Ac7Ac9Ac

Pse5Ac7Ac

Flagelina

Heteroglicano
Pse 376 Da -Hex-Hex-HexNAc-HexNAc-HexNAc-102Da

Pse 422 Da -Hex-Hex- 1/3 monosacáridos

A. piscicola AH-3

A. hydrophila ATCC7966

A. hydrophila AH-1

A. caviae Sch3N

Similitud entre secuencias de Maf-1

% Similitud



Análisis de especificidad sustrato-receptor de Maf-1

Ensayos de complementación cruzada
entre las proteínas Maf-1 de diferentes especies



Estudios de complementación cruzada de Maf-1

A. hydrophila AH-1

A. piscicola AH-3: Heteroglicano 1679 Da

A. hydrophila ATCC7966: Heteroglicano 1285 Da

A. hydrophila AH-1: Pse5Ac7Ac9Ac

A. caviae Sch3N: Pse5Ac7Ac

+ m
af-1

(ATCC7966)

St AH-1

Δm
af-1

+ m
af-1

(AH-1)

+ m
af-1

(Sch3N
)

+ m
af-1

(AH-3)

30 

45 

(kDa)
SDS-PAGE de flagelos extraídos

Radio de migración en LB agar (0,27%)

** p-valor < 0,001

+ m
af-1

(ATCC7966)

AH-1

+ pBAD
33

+ m
af-1

(AH-1)

+ m
af-1

(Sch3N
)

+ m
af-1

(AH-3)

Δm
af-1

8

(mm)

6

4

2

0

Motilidad en LB agar (0,27%)



Estudios de complementación cruzada de Maf-1

A. caviae Sch3N

A. piscicola AH-3: Heteroglicano 1679 Da

A. hydrophila ATCC7966: Heteroglicano 1285 Da

A. hydrophila AH-1: Pse5Ac7Ac9Ac

A. caviae Sch3N: Pse5Ac7Ac

Motilidad en LB agar (0,27%) Radio de migración en LB agar (0,27%)

8

6

4

2

0 + m
af-1

(ATCC7966)

Sch3N

+ pBAD
33

+ m
af-1

(Sch3N
)

+ m
af-1

(AH-1)

+ m
af-1

(AH-3)

Δm
af-1

** p-valor < 0,001

(mm)

30 

45 

(kDa)
SDS-PAGE de flagelos extraídos

St + m
af-1

(ATCC7966)

Sch3N

Δm
af-1

+ m
af-1

(Sch3N
)

+ m
af-1

(AH-1)

+ m
af-1

(AH-3)



Estudios de complementación cruzada de Maf-1

TEM de A. caviae Sch3NΔmaf-1 + maf-1 de A. hydrophila AH-1



Estudios de complementación cruzada de Maf-1

A. piscicola AH-3

A. piscicola AH-3: Heteroglicano 1679 Da

A. hydrophila ATCC7966: Heteroglicano 1285 Da

A. hydrophila AH-1: Pse5Ac7Ac9Ac

A. caviae Sch3N: Pse5Ac7Ac

+ m
af-1

(Sch3N
)

+ pBAD
33

+ m
af-1

(AH-3)

+ m
af-1

(ATCC7966)

+ m
af-1

(AH-1)

Δm
af-1

AH-3

Radio de migración en LB agar (0,27%)

8

6

4

2

0

** p-valor < 0,001

(mm)

SDS-PAGE de flagelos extraídos

+ m
af-1

(Sch3N
)

AH-3

Δm
af-1

+ m
af-1

(ATCC7966)

+ m
af-1

(AH-1)

St

30 

45 

(kDa)

+ m
af-1

(AH-3)

Motilidad en LB agar (0,27%)



Estudios de complementación cruzada de Maf-1

A. hydrophila ATCC7966

A. piscicola AH-3: Heteroglicano 1679 Da

A. hydrophila ATCC7966: Heteroglicano 1285 Da

A. hydrophila AH-1: Pse5Ac7Ac9Ac

A. caviae Sch3N: Pse5Ac7Ac

Motilidad en LB agar (0,27%)
+ m

af-1
(Sch3n)

ATCC7966

+ pBAD
33

+ m
af-1

(ATCC7966)

+ m
af-1

(AH-3)

+ m
af-1

(AH-1)

Δm
af-1

6

2

4

0

(mm)

** p-valor < 0,001

Radio de migración en LB agar (0,27%)

30 

45 

(kDa)
St

SDS-PAGE de flagelos extraídos

+ m
af-1

(Sch3N
)

ATCC7966

Δm
af-1

+ m
af-1

(ATCC7966)

+ m
af-1

(AH-3)

+ m
af-1

(AH-1)



A. piscicola AH-3: Heteroglicano 1679 Da
A. hydrophila ATCC7966: Heteroglicano 1285 Da
A. hydrophila AH-1: Pse5Ac7Ac9Ac
A. caviae Sch3N: Pse5Ac7Ac

Similitud entre secuencias de FlaA o FlaB

Análisis de especificidad sustrato-receptor de Maf-1

% Similitud



Análisis de especificidad sustrato-receptor de Maf-1

Flagelina

Sch3NΔFlaA/B AH-1ΔFlaA/B

AH-3ΔFlaA/B ATCC7966ΔFlaA/B

FlaA/B

FlaA/B FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

FlaA/B

Ensayos de complementación cruzada entre
las flagelinas polares de diferentes especies



Análisis de genes implicados en glicosilación

A. caviae Sch3N

A. hydrophila AH-1

A. piscicola AH-3

A. hydrophila ATCC 7966T

Medio Líquido

Medio Líquido             Medio semisólido 

Medio Líquido           Medio semisólido 



Análisis de genes implicados en glicosilación



Regulación por temperatura de la expresión del flagelo
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