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Analisis molecular de las tres agrupaciones génicas del ntcleo del LPS de 4. hydrophila AH-3 (serotipo O:34)

4.1 Resultados

4.1.1 Obtencion y caracterizacion de mutantes de A. hydrophila AH-3 por

insercion del transposon mini-TnS::Km1

Con el fin de localizar la agrupacion génica implicada en la biosintesis del nucleo del
LPS de Aeromonas hydrophila AH-3 (serotipo O:34), se realiz6 una mutagénesis basada
en la insercion del elemento de transposicion mini-Tn5::Km1l en un derivado de la cepa
AH-3 resistente a la rifampicina (AH-405), mediante conjugacién triparental entre esta
cepa, actuando como cepa receptora, la cepa portadora del transposon (S;7.; Apir mini-
Tn5::Km1l) y la cepa portadora del plasmido facilitador (HB101 + pRK2073) (ver Material
y M¢étodos, 3.8.13.1).

Se obtuvo un banco de 3000 mutantes y se procedi6 a la seleccion de aquellos que
carecieran de antigeno O en su LPS. Para lo cual, se comprob6 la incapacidad de los
mutantes de reaccionar positivamente en una inmunotransferencia a nivel colonial
realizada con antisuero especifico contra el antigeno O:34 de A. hydrophila (ver Material y
Métodos, 3.7.4.1). Posteriormente, se comprobd la sensibilidad al bacteriofago PM1 de
aquellas colonias que fueron negativas y se escogieron siete que resultaron ser resistentes
al mismo (ver Material y Métodos, 3.6). Ya que el receptor de este bacteriofago es el
antigeno O:34, los mutantes resistentes deberian carecer de antigeno O debido a una
mutacion en genes implicados en su biosintesis, en la union del antigeno O al ntcleo o en

la biosintesis del nucleo del LPS.
4.1.1.1 Analisis fenotipico del LPS por SDS-PAGE y SDS-Tricine-PAGE

Para demostrar la ausencia de antigeno O y comprobar, ademas, un posible cambio
en la movilidad electroforética del nucleo, lo que indicaria mutaciones en genes que
posiblemente afectaran a su biosintesis, se obtuvieron muestras de LPS de los mutantes
seleccionados, crecidos en TSB a 30°C, y se analizaron, junto con la cepa AH-3 como
control, por SDS-PAGE revelando los geles mediante tincién con nitrato de plata (ver
Material y Métodos, 3.7.1.2 y 3.7.2.1). Ninguno de los mutantes presentaba las bandas de
elevado peso molecular correspondientes al antigeno O del LPS, pero solo tres de ellos
mostraban cambios en el patron de migraciéon del ntcleo, mas bajo que el de la cepa
parental. A la vista de estos resultados, las muestras fueron analizadas por SDS-Tricine-

PAGE (ver Material y Métodos, 3.7.1.2 y 3.7.2.2) con el fin de conseguir una mejor
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resolucion de las fracciones de bajo peso molecular, aunque las diferencias ya eran

apreciables en los geles de SDS-PAGE (Fig. 4.1).

Dado que una movilidad mas rapida del nticleo puede ser indicativa de la pérdida de
uno o varios residuos, lo que implica un menor peso molecular, se prosigui6 con el estudio
de estos tres mutantes, llamados AH-3005, AH-3006 y AH-3007. El nucleo del LPS del
mutante AH-3007 presentaba una movilidad mas rapida que el del mutante AH-3006, el
cual, por su parte, presentaba la banda del niucleo mas baja que la del mutante AH-3005, lo

que era indicativo de que, seguramente, presentaban mutaciones en genes diferentes (Fig.

4.1).
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Figura 4.1. Geles de SDS-PAGE (A) y SDS-Tricine-PAGE (B) teflidos con nitrato de plata de muestras de LPS de
A. hydrophila AH-405 (carril 1) y de los mutantes: AH-3005 (2), AH-3006 (3) y AH-3007 (4).

4.1.1.2 Caracterizacion genética de los mutantes AH-3005, AH-3006 y
AH-3007

Para determinar, exactamente, la regién afectada por la inserciéon del transposon
mini-Tn5::Km1 en cada uno de los mutantes, se realizd el clonaje del transposén y la

secuenciacion de las zonas adyacentes al mismo.
4.1.1.2.1 Clonaje del transposén mini-TnS5::Kml

Para clonar el mini-Tn5::Km1, se realiz6 una digestion total del material gendmico
de los mutantes con las enzimas de restriccion EcoRV, EcoRI y Pstl. EcoRV no presenta
diana dentro del transposén, de manera que permite el clonaje de las dos zonas adyacentes
a su lugar de insercion, en cambio, EcoRI y Pstl presentan una diana inica en un extremo

del transposoén que no afecta a la resistencia a la kanamicina, permitiendo el clonaje de una
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unica zona adyacente. Mediante Southern blot e hibridacion de las diferentes digestiones
con una sonda marcada con digoxigenina de la region correspondiente a la resistencia a la
kanamicina, se comprob6 la insercion del transposoén en un tnico punto del genoma de

cada uno de los mutantes.

En la digestion realizada con EcoRV, en el caso del mutante AH-3006, o con EcoRI,
en el caso del mutante AH-3007, el tamafo de las bandas que reaccionaron con la sonda
resultd ser demasiado grande para su clonaje; o demasiado pequefio en el caso de EcoRV
en el mutante AH-3005. De modo que el trabajo de clonaje del transposon se centro en las
digestiones con Pstl, ya que, en los mutantes AH-3006 y AH-3007, el tamano de las
bandas con esta digestion era menor que con las digestiones EcoRIl y EcoRV,
respectivamente; y en el mutante AH-3005, las bandas de las digestiones con Pstl o EcoRI

eran similares en tamaiio.

El producto de las digestiones con Pstl del ADN gendmico de los mutantes se ligo al
vector pBCSK, digerido con Pstl y desfosforilado, y se transfirié por electroporacion a la
cepa XL1-Blue de E. coli. Las células transformadas, que contenian el mini-Tn5::Kml y el
extremo adyacente, se seleccionaron en placas de LB suplementadas con cloranfenicol y
kanamicina. E1 ADN plasmidico purificado se digiri6 con PstI para comprobar la presencia
del inserto, de alrededor de 3200 pb, 3300 pb y 2500 pb, en el caso de los mutantes AH-
3005, AH-3006 y AH-3007, respectivamente, de las cuales unas 1960 pb pertenecian al

transposon.
4.1.1.2.2 Secuenciacion de las zonas adyacentes al transposon

A partir del ADN plasmidico purificado, se procedid a la secuenciacion de la zona
genomica adyacente al transposén empleando el cebador ISI del extremo del mini-
Tn5::Kml y los cebadores T3 y M13 que flanquean el lugar de clonaje del vector pBCSK.
Las secuencias obtenidas se compararon con las de las bases de datos y se observo que en
los tres casos contenian pautas abiertas de lectura (ORF, Open Reading Frame) que

presentaban similitud con proteinas implicadas en la biosintesis del LPS .

En el mutante AH-3005, la insercion del transposén tuvo lugar en un gen cuyo
producto  presentd similitud con una heptosiltransferasa de  Actinobacillus
pleuropneumoniae, similar a la D-glicero-D-mano-heptosiltransferasa, denominada LbgB,
de Haemophilus ducreyi implicada en la biosintesis de su LOS. En el caso del mutante

AH-3006, la secuencia de aminoacidos deducida del gen mutado presentaba una elevada
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similitud con la B-1,4-glucosiltransferasa, WaaE, de varias bacterias. Ademas, a estos dos
genes les seguia una nueva pauta abierta de lectura transcrita en direccidon opuesta, cuyo
andlisis reveld similitud con diferentes heptosiltransferasas de distintas bacterias. El gen
mutado, en el caso del mutante AH-3007, codificaba, también, una proteina que presentaba

similitud con heptosiltransferasas de diferentes bacterias (Fig. 4.2).

Pstl Pstl

AH-3005 mini-Tn5::Km1 . >< j

T3 1SO ISI M13
Pstl Pstl
AH-3006 mini-TnS5::Km1l j
M13 ISO ISI T3
Pstl Pstl
AH-3007 mini-Tn5::Km1l j
T3 1SO IST M13

Figura 4.2. Esquema del fragmento clonado en pBCSK que muestra el lugar de insercion del mini-Tn5::Km1 (las tres
ORF indicadas como una flecha gris) en los mutantes AH-3005, AH-3006 y AH-3007. Todas las ORF dibujadas estan
incompletas. La orientacion del inserto respecto a los cebadores T3 y M13 se determind a partir de las secuencias
obtenidas.

4.1.2 Clonaje de las agrupaciones génicas del nicleo del LPS de A4.

hydrophila AH-3

Para determinar la secuencia completa de los genes hallados, interrumpida por el
transposOn, y caracterizar el resto de la agrupacion génica correspondiente a la sintesis del
nucleo del LPS de la cepa AH-3, se procedié a la blisqueda de clones en una libreria

gendmica de esta cepa.
4.1.2.1 Obtencion de una sonda especifica

A partir de la secuencia adyacente al lugar de insercion del transposén en los
mutantes AH-3005, AH-3006 y AH-3007, se disefiaron cebadores para obtener sondas de
cada uno de los genes mutados mediante PCR a partir de material gendémico de la cepa
AH-3 con dNTP marcados con digoxigenina (ver Material y Métodos, 3.8.12.1). Con los
cebadores WaaQF6 y LBGBRI se obtuvo un fragmento de 551 pb (sonda 1)

correspondiente al gen mutado en la cepa AH-3005, con los cebadores A3waaEF1 y
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A3waaER1 se amplifico una banda de 579 pb (sonda 2) correspondiente al gen mutado en
la cepa AH-3006, y con los cebadores A3waaCF y A3waaCR, un fragmento de 559 pb
(sonda 3) del gen mutado en la cepa AH-3007.

4.1.2.2 Hibridacion de la libreria genémica

Las sondas se emplearon en el escrutinio, mediante Colony blot (ver Material y
M¢étodos, 3.8.12.2), de una genoteca de A. hydrophila AH-3 construida en pLA2917 y
mantenida en E. coli DH5a (ver Material y Métodos, 3.8.11). Como control positivo de la

hibridacién se utilizéo la cepa AH-3 y, como control negativo, la cepa DH5a con el

cosmido pLA2917.

El revelado permitié detectar dos clones con reaccion positiva para la sonda 2, que se
denominaron COS-CORE2 y COS-CORE2b, y uno para la sonda 3, denominado COS-
CORES3. Pero no se obtuvo ninguno que reaccionara con la sonda 1. Para confirmar la
hibridacion especifica, se realizo la misma PCR empleada para la elaboracion de la sonda a
partir del ADN plasmidico de los clones y se utilizé el ADN gendémico de la cepa AH-3
como control positivo y el ADN del vector de clonaje pLA2917 como control negativo.

Los tres clones amplificaron una banda del tamaio esperado.

4.1.3 Secuenciacion de las tres agrupaciones génicas del nucleo del LPS de

A. hydrophila AH-3
4.1.3.1 Secuenciacion de los genes no clonados a partir de PCR inversa

En funciéon de la secuencia conocida de la zona adyacente al mini-Tn5::Km1 del
mutante AH-3005, debido a que la sonda 1 no reveld ningln clon en la libreria gendmica,
se disefiaron dos oligonucledtidos divergentes, WaaQF3 y WaaQR2, y se eligio la enzima
de restriccion Pstl para digerir el ADN cromosdmico de la cepa AH-3, ya que no
presentaba ninguna diana entre los dos cebadores. El producto de la digestion fue religado
y se usé como molde en la reaccion de PCR con la AccuPrime™ Tag ADN polimerasa (ver
Material y Métodos, 3.8.9.1.2). Se obtuvo una banda de 2662 pb, de las cuales 1011 pb ya
eran conocidas, que fue purificada y secuenciada, inicialmente, con estos dos cebadores vy,
posteriormente, con otros que se fueron disefiando a medida que se iba completando la

secuencia.

Este procedimiento se repitid, a medida que se secuenciaban los fragmentos, con

diferentes religados de diferentes restricciones y distintos cebadores, prosiguiendo la
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secuenciacion de las bandas especificas obtenidas por los extremos correspondientes a la
secuencia desconocida, hasta llegarse a secuenciar un poco mas de las, aproximadamente,
8 Kb que constituian una agrupacion génica, que fue denominada regiéon 1 wa, que
contenia 7 pautas abiertas de lectura implicadas en la biosintesis del nticleo del LPS. Los
oligonucledtidos que fueron empleados en la secuenciacion y se muestran en el apartado

3.4.5 de Material y Métodos.
4.1.3.2 Secuenciacion de los clones COS-CORE2 y COS-CORE3

La secuenciacion del inserto de los clones COS-CORE2, COS-CORE2b y COS-
CORES se inicid usando los cebadores CSpLA y RpLA, complementarios a las secuencias
que flanquean la diana Bg/II del cosmido pLA2917, y uno de los cebadores utilizados para
la elaboracion de la sonda, con el cual también se procedia a la comprobacion de los

mismos.

Los extremos de los insertos secuenciados con los cebadores RpLA y CSpLA no
mostraron similitud con proteinas implicadas en la biosintesis del LPS, a excepcion del
extremo del inserto del clon COS-CORE2b secuenciado con el cebador CSpLA, que
presentaba similitud con una heptosiltransferasa de Vibrio cholerae. De manera que el clon
COS-CORE2 contenia una agrupacion génica completa, mientras que la del clon COS-

CORE2D estaba truncada, por lo que solamente se continu6 la secuenciacion del primero.

A partir de los tramos de secuencia obtenidos con los cebadores iniciales de cada uno
de los genes, se disefiaron nuevos cebadores que permitieran continuar la secuenciacion del
inserto en ambos sentidos y se prosiguid de esta manera hasta completar las secuencias.
Los oligonucleétidos empleados en la secuenciacion se detallan en los apartados 3.4.6 y

3.4.7 de Material y Métodos.

De esta forma, se secuenciaron a partir del clon COS-CORE2 un poco mas de las,
aproximadamente, 4750 pb de una agrupacion génica, que recibio el nombre de region 2
wa, con 4 pautas abiertas de lectura. A partir del clon COS-CORE3, también se
secuenciaron un poco mas de las, aproximadamente, 2200 pb de otra agrupaciéon génica,
denominada region 3 wa, que contenia 2 pautas abiertas de lectura. Todas estas ORF
estaban relacionadas con la biosintesis del nucleo del LPS y ninguna de ellas se
correspondia en su secuencia con las halladas en la otra regién, ni tampoco con las de la

region 1, de modo que se trataba de genes diferentes.
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4.1.4 Analisis de las secuencias nucleotidicas de las tres regiones wa del

nucleo del LPS de A. hydrophila AH-3

Una vez obtenidas las secuencias nucleotidicas de estas tres agrupaciones implicadas
en la biosintesis del ntcleo del LPS, se procedid al analisis de las mismas. Se detectaron
las posibles pautas de lectura abierta en funcion de la presencia de codones de inicio y de

terminacion y se descartaron, inicialmente, todas las pautas de menos de 100 pb.
4.1.4.1 Region 1 wa del nucleo del LPS de A. hydrophila AH-3

En la secuencia nucleotidica correspondiente a la regiéon 1 wa implicada en la
biosintesis del ntcleo del LPS de A. Aydrophila AH-3 (ver Anexo 8.1), se identificaron 7
ORF (Fig. 4.3). Esta region estaba flanqueada por un gen que codificaba una putativa

proteina reguladora TetR y por otro que codificaba una proteina hipotética. El contenido

(I’mﬂ >I orf? >| wﬁ>orf4 [_os >I oArf6>U<oﬂ7<ﬂ

AH-3005

G+C de la agrupacion secuenciada era del 56,2%.

Figura 4.3. Esquema de la organizacion genética de la region 1 wa del ntcleo del LPS de 4. hydrophila AH-3. Los
putativos promotores detectados se muestran con flechas finas y los posibles terminadores Rho-independientes, mediante
circulos. El triangulo muestra el lugar de insercion del mini-Tn5::Km1 en el mutante AH-3005.

La secuencia nucleotidica y la secuencia primaria de la proteina deducida de cada
una de las ORF fueron analizadas y comparadas con las de las bases de datos, con la
finalidad de detectar aquellas que presentaran similitud con productos génicos,

previamente descritos, implicados en la formacion del LPS (Tabla 4.1).

Las presuntas unidades transcripcionales se determinaron tras la busqueda de
putativos promotores y terminadores Rho-independientes. En base a las posibles
secuencias promotoras encontradas, una a 5> de la primera ORF y otra a 5’ de la ltima; a
las secuencias terminadoras, a 3’ de las ORF 6 y 7; y a la direccion de transcripcion de las
OREF, la agrupacion estaria compuesta por dos unidades transcripcionales: una constituida
por las seis primeras ORF, de la 1 a la 6; y otra constituida por un gen monocistrénico
transcrito en direccion opuesta, ORF7. Por otro lado, también se hallaron putativos RBS a

5’ del inicio de traduccion de cada ORF.

Por otro lado, no fue hallada ninguna secuencia JUMPStart con el elemento ops en la
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region 5’ del primer operdn a pesar de su longitud.

Tabla 4.1. Analisis y caracteristicas principales de las 7 ORF de la regioén 1 wa del ntcleo del LPS de 4. hydrophila
AH-3, asi como su localizacion en la secuencia nucleotidica (ver Anexo 8.1).

ORF Proteina homéloga '

Nombre (niimero de acceso)

n° | dela (% Identidad/% Similitud)
proteina

Posicion G+C | Tamaifio | PM’

2 2
nucleotidica | (%) | (aa) |(kDa) pI’ | GRAVY

H1dD, ADP-L-glicero-D-mano-
heptosa-6-epimerasa,
Klebsiella pneumoniae

(QIXCAL1) (71/83)

WavL, Glicosiltransferasa,
2 | WahA | Vibrio cholerae 1601-3358 | 56,7 586 65,8 | 8,1 -0,145
(AAL77362) (64/77)

WaalL, Antigeno O ligasa,
3 | Waal | Haemophilus influenzae 3368-4579 | 50,7 403 449 (9,29| 0,661
(ZP_00202015) (23/46)

Glicosiltransferasa,
4 | WahB |Actinobacillus pleuropneumoniae 4576-5241 | 54,9 221 24,4 16,75| 0,148
(ZP_00134259) (47/65)

Heptosiltransferasa I, IT o III
5 WahC | de diferentes bacterias 5327-6355 | 56,8 342 37,5 16,95 0,182
(YP_109261) (28/42)

Heptosiltransferasa,
6 | WahD | Actinobacillus pleuropneumoniae 6410-7519 | 59,2 370 41,3 8,58 | -0,071
(ZP_00134260) (26/48)

Heptosiltransferasa II o III
7 | WahE | de diferentes bacterias 8525-7461 | 58,6 355 40,2 | 6,51 -0,091
(ZP_00145125) (27/54)

! Las proteinas homologas indicadas corresponden a las que presentaban mayor identidad y similitud con una funcién no
putativa.

% El peso molecular (PM), el punto isoelétrico (pI) y el promedio de hidrofobicidad de las proteinas (GRAVY) se han
calculado usando el programa ProtParam de Expasy.

1 HldD 591-1550 | 56,6 319 36,4 | 49 | -0,387

4.1.4.1.1 ORF1: hldD

La OREF inicial fue denominada 4ldD puesto que codificaba una proteina de 319
aminodcidos que presentaba una identidad del 71% con la ADP-L-glicero-D-mano-
heptosa-6-epimerasa, implicada en la biosintesis de la L,D-Hep a partir de D,D-Hep
(Kneidinger et al., 2002), de varias enterobacterias. Ademas, la localizacion que ocupa es

la que normalmente presenta en otras agrupaciones wa de otras bacterias.
4.1.4.1.2 ORF2: wahA

La ORF2 codificaba una proteina de 586 aminodcidos que mostraba un 77% de
similitud con la glicosiltransferasa WavL de Vibrio cholerae y un 64% de similitud con

una polisacérido desacetilasa de Fusobacterium nucleatum. Se trata de una Unica pauta
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abierta de lectura con dos dominios conservados: la region N-terminal presenta un dominio
de la familia 1 de las glicosiltransferasas (aminoacidos 156 a 303), cuyos miembros son
capaces de transferir azucares activados en la sintesis de diversas estructuras, incluido el
LPS; y en la regién C-terminal aparece un dominio polisacarido desacetilasa (aminoacidos
404 a 543). Ambos dominios también estan presentes en la proteina WavL de Vibrio
cholerae (Schild et al., 2005). De manera que se pensd que esta proteina podria estar
implicada en la transferencia de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y también en llevar a cabo

su desacetilacion.

Siguiendo la nomenclatura introducida por Reeves (Reeves et al., 1996), el gen fue
llamado wahA atendiendo a una designacion que empezara por orden alfabético en los
genes responsables de la biosintesis del nicleo con una funcion especifica no descrita, en
la mayoria de los casos, en otras bacterias, y a la utilizacion de la letra “h” como indicativo

de genes que pertenecen a A. hydrophila.
4.1.4.1.3 ORF3: waalL

La proteina codificada por la ORF3, de 403 aminodcidos, presentaba un nivel de
similitud del 46% y una identidad del 23% con la antigeno O ligasa de Haemophilus
influenzae y unos niveles similares con la ligasa de Mannheimia succiniciproducens y la de
Vibrio cholerae. Ademas, el analisis de los dominios transmembrana de esta proteina
predijo la presencia de 12 hélices transmembrana (aminodcidos 15-34, 39-55, 68-85, 90-
106, 113-132, 149-165, 178-194, 199-215, 222-238, 331-348, 354-370 y 377-393), hecho
caracteristico de estas enzimas (Abeyrathne et al., 2005), por lo que el gen fue llamado

waal.
4.1.4.1.4 ORF4: wahB

La proteina de 221 aminoécidos deducida de la ORF4 mostraba un 65% de similitud
y un 47% de identidad con una glicosiltransferasa de Actinobacillus pleuropneumoniae y
unos niveles similares con la galactosiltransferasa LbgA de Haemophilus ducreyi,
implicada en la transferencia de una galactosa mediante un enlace [B(1-4) a una D,D-Hep
de su LOS (Tullius et al., 2002). Asi mismo, presentaba un dominio conservado de la
familia 25 de glicosiltransferasas (aminoéacidos 1 a 184), en la que una de las actividades
que se conocen es la de galactosiltransferasa. Por lo tanto, esta ORF podria codificar la

B-1,4-galactosiltransferasa responsable de la union del residuo de galactosa al cual se
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ligard el antigeno O en el nucleo del LPS de A. hydrophila AH-3 y al gen se lo llamo
wahB.

4.1.4.1.5 ORFS: wahC

La ORFS5 codificaba una proteina de 342 aminoacidos con similitudes no superiores
al 50% con diversas heptosiltransferasas de diferentes bacterias, entre las que aparecian
tanto la heptosiltransferasa I, WaaC, de Burkholderia mallei (42% de similitud), como la
heptosiltransferasa I, WaaF, de Fusobacterium nucleatum (50% de similitud), como la
heptosiltransferasa III, WaaQ, de Klebsiella pneumoniae (49% de similitud); tres tipos de
enzimas que realizan enlaces diferentes y reconocen estructuras diferentes, en funcion de la
heptosa que unen al nicleo interno. Se trataba de una proteina que, al presentar un dominio
conservado de las glicosiltransferasas de la familia 9 (aminoacidos 99 a 339), tenia una
funcion heptosiltransferasa, pero, por el momento, no se la podia implicar en la

transferencia de una heptosa concreta del nticleo. El gen fue denominado wahC.
4.1.4.1.6 ORF6: wahD

La proteina codificada por esta ORF, de 370 aminoacidos, presentaba una similitud
del 48% con una heptosiltransferasa de Actinobacillus pleuropneumoniae y niveles un
poco mas inferiores con la proteina LbgB de Fusobacterium nucleatum (46%) y de
Haemophilus ducreyi (43%), enzima que transfiere una D,D-Hep mediante un enlace
o(1-6) a una glucosa del nucleo de su LOS (Tullius et al., 2002). El anélisis de los
dominios conservados reveld que se trataba de una proteina con funcion heptosiltransferasa

al presentar el dominio de las glicosiltransferasas de la familia 9 (aminoéacidos 102 a 343).

Correspondia, por otro lado, al gen en el cual se habia producido la insercion del
transposon mini-Tn5::Kml en el mutante AH-3005 (ver apartado 4.1.1.2.2) y cuyo patréon
de electroforesis del LPS mostraba que carecia de antigeno O y que su nicleo migraba mas

rapido que en el caso de la cepa parental AH-3 (Fig. 4.1).

En base a estos resultados, se podria tratar de una proteina con funcion a-1,6-D,D-
heptosiltransferasa responsable de la uniéon de una D,D-Hep a la Glc del ntcleo interno del
LPS de A. hydrophila AH-3, de manera que su mutacion provocaria la falta del lugar de
unioén de la galactosa y, por lo tanto, la ausencia del antigeno O y la presencia de un ntcleo

mas pequeiio que migraria mas rapido. El gen fue llamado wahD.
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4.1.4.1.7 ORF7: wahE

Esta ORF codificaba una proteina de 355 aminoacidos con un dominio de la familia
9 de glicosiltransferasas caracteristico de enzimas con funcion heptosiltransferasa
(aminoacidos 193 a 285) y presentaba similitudes con diversas heptosiltransferasas como
la heptosiltransferasa II, WaaF, de Fusobacterium nucleatum (54% de similitud) y la
heptosiltransferasa I1I, WaaQ, de diversas enterobacterias (similitud alrededor del 43%).
Se descart6 que se tratara del gen waaQ debido a que su proteina cataliza una union o(1-7)
no presente en el nacleo de 4. hydrophila AH-3. El gen fue llamado wahE, pero no se le

pudo asignar una funcion concreta en la transferencia de una heptosa del nticleo.
4.1.4.2 Region 2 wa del nucleo del LPS de A. hydrophila AH-3

En la secuencia nucleotidica correspondiente a la regién 2 wa implicada en la
biosintesis del ntcleo del LPS de A. hAydrophila AH-3 (ver Anexo 8.2), se identificaron 4
ORF (Fig. 4.4). Esta region estaba localizada entre un gen que codificaba una proteina
integral de membrana de funcién desconocida y el gen coaD, ORF que presentaba un 87%
de similitud con esta enzima de otras bacterias y que estd implicada en la biosintesis de la
coenzima A (Geerlof et al., 1999). Su localizacion en un extremo de la agrupacion es la

que suele presentar en otras bacterias. El contenido G+C de esta region era del 64%.

T< - < o2 || o >< ot |mp>

AH 3006

Figura 4.4. Esquema de la organizacion genética de la region 2 del ntcleo del LPS de 4. hydrophila AH-3. La ultima
ORF indicada se corresponde con el gen coaD, no implicado en la biosintesis del LPS. Los posibles promotores
detectados se muestran con flechas finas y los posibles terminadores Rho-independientes, mediante circulos. El triangulo
muestra el lugar de insercion del mini-Tn5::Kml en el mutante AH-3006.

La secuencia de nucleotidos y las secuencias de aminoéacidos deducidas de las 4 ORF
fueron comparadas con las de las bases de datos y se analizaron sus caracteristicas
principales (Tabla 4.2). A su vez, también se determinaron las presuntas unidades
transcripcionales mediante la localizacion de posibles regiones promotoras y secuencias
terminadoras Rho-independientes. La localizacion de presuntos promotores delante de las
ORF 2, 3 y 4 y de posibles terminadores a 3’ de las ORF 1, 3 y 4 indica que la agrupacion
esta formada por tres putativas unidades transcripcionales: ORF2-ORF1, ORF3 (transcrita

en direccion opuesta) y ORF4. Putativos RBS fueron también hallados a 5 del inicio de
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traduccidon de cada una de las ORF.

Tabla 4.2. Analisis y caracteristicas principales de las 4 ORF de la regién 2 wa del ntcleo del LPS de A. hydrophila
AH-3, asi como su localizacion en la secuencia nucleotidica (ver Anexo 8.2).

ORY Proteina homéloga ' Posicion G+C | Tamaifio | PM’
Nombre (nimero de acceso) nucleotidica | (%) (a2) (kDa) pI’ | GRAVY?
n° | dela (% Identidad/% Similitud) ?
proteina
Kdo transferasa,
1 WaaA | Vibrio cholerae 1585-320 66 421 46,1 | 9,14 | 0,026
(AAF93409) (53/71)
Heptosiltransferasa II,
2 WahF Vibrio parahaemolyticus 2702-1587 64,2 371 41 9,2 -0,15
(NP_796591) (57/73)
a-L-glicero-D-mano-heptosa
-1,4-gl ilt fe
3| Waag | Prls4-glucosiltransferasa, 2944-3732 | 63 262 | 293 |9.28| -0,068
Vibrio fischeri
(YP 203517) (56/70)
Heptosiltransferasa II,
4 WaaF Vibrio vulnificus 4837-3794 63,9 347 38,6 | 8,7 -0,197
(AA009322) (56/73)

' Las proteinas homologas indicadas corresponden a las que presentaban mayor identidad y similitud con una funcién no
putativa.

% El peso molecular (PM), el punto isoelétrico (pI) y el promedio de hidrofobicidad de las proteinas (GRAVY) se han
calculado usando el programa ProtParam de Expasy.

4.1.4.2.1 ORF1: waaA

La proteina codificada por la ORF1, de 421 aminodacidos, presentaba una similitud
del 71% con la Kdo transferasa, encargada de unir el residuo de Kdo al lipido A, de Vibrio
cholerae y una similitud, también elevada, con la Kdo transferasa de otras bacterias, por lo
que el gen fue denominado waaAd. Ademads, presentaba un dominio conservado de la
familia 1 de glicosiltransferasas (aminoacidos 232 a 399) y el analisis del perfil

hidrofobico de la proteina revel6 un posible dominio transmembrana (aminoacidos 5 a 23).
4.1.4.2.2 ORF2: wahF

La proteina de 371 aminodcidos codificada por la ORF2 presentaba un 73% de
similitud y un 57% de identidad con la heptosiltransferasa Il de Vibrio parahaemolyticus, y
niveles similares, también, con esta proteina de otras especies de este género y de
diferentes bacterias Gram negativas tales como Photobacterium y Pseudomonas. Contenia
un dominio conservado de la familia 9 de glicosiltransferasas caracteristico de enzimas con
funcion heptosiltransferasa (aminoédcidos 69 a 323). Debido a los resultados hallados en el
analisis de la ORF4 (ver apartado 4.1.4.2.4), se pens6 que una de las dos podria codificar la

heptosiltransferasa 1I, WaaF, que transfiere la Hepll mediante un enlace o(1-3) a la Hepl
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del nucleo interno, mientras que la proteina codificada por la otra ORF realizaria un enlace

similar de otra heptosa. Se decidi6 denominar a este gen wahF.
4.1.4.2.3 ORF3: waaE

Esta ORF codificaba una proteina de 262 aminoacidos que presentaba un dominio
conservado de la familia 2 de las glicosiltransferasas (aminoacidos 7 a 195), implicadas, en
algunos casos, en la transferencia de glucosa a partir del aztcar activado. Mostraba una
similitud del 70% y una identidad del 56% con una a-L,D-Hep B-1,4-glucosiltransferasa de
Vibrio fischeri, niveles similares con la proteina LgtF de Haemophilus ducreyi (Filiatrault
et al., 2000), y un 65% de similitud y un 48% de identidad con la proteina WaaE de
Serratia marcescens (Coderch et al., 2004). Se trata de enzimas que afaden un residuo de
glucosa mediante un enlace B(1-4) a la Hepl del ntcleo interno. Este gen podria estar
implicado en el mismo tipo de transferencia en el nucleo interno de 4. hydrophila AH-3 y

fue llamado waakFE.

Por otro lado, el LPS del mutante AH-3006, en el que la insercién del transposon se
habia producido en este gen (ver apartado 4.1.1.2.2), carecia de antigeno O y su nucleo
migraba mucho mas rapido que el de la cepa parental AH-3 (Fig. 4.1), lo que concordaria
con el hecho de haber perdido la Glc del nicleo interno, impidiendo la construccion del

resto del nucleo y la ligacion del antigeno O.
4.1.4.2.4 ORF4: waaF

La proteina codificada por esta ORF, de 347 aminodcidos, presentaba una elevada
similitud, del 73%, con la heptosiltransferasa I de Vibrio vulnificus. A su vez, también
mostraba una similitud del 64% con una heptosiltransferasa de Haemophilus influenzae y

con la heptosiltransferasa Il de Haemophilus ducreyi.

Esta proteina contenia un dominio conservado de la familia 9 de las
glicosiltransferasas (aminoacidos 253 a 303), caracteristico de una funcion
heptosiltransferasa, y podria ser que estuviese implicada en la transferencia de la Hepll
mediante un enlace a(1-3) a la Hepl del nacleo interno o en la transferencia de otra
heptosa con un enlace similar, funcidn, por otro lado, también probable para la ORF2 (ver

apartado 4.1.4.2.2). Este gen recibio el nombre de waaF'.
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4.1.4.3 Region 3 wa del nucleo del LPS de A. hydrophila AH-3

En la secuencia nucleotidica correspondiente a la regiéon 3 wa implicada en la
biosintesis del ntcleo del LPS de A. Aydrophila AH-3 (ver Anexo 8.3), se identificaron 2
ORF (Fig. 4.5). Esta region estaba flanqueada por un gen que codificaba una guanilato

quinasa y por otro que contenia un dominio GGDEF (diguanilato ciclasa). El porcentaje de
G+C de esta agrupacion era del 61,8%.

T< G| K >T

AH-3007

Figura 4.5. Esquema de la organizacion genética de la region 3 del nucleo del LPS de 4. hydrophila AH-3. Los posibles
promotores detectados se muestran con flechas finas y los posibles terminadores Rho-independientes, mediante circulos.
El tridngulo muestra el lugar de insercion del mini-Tn5::Km1 en el mutante AH-3007.

La secuencia nucleotidica y las secuencias de aminoacidos deducidas de las 2 ORF
fueron analizadas y comparadas con las de las bases de datos (Tabla 4.3). En base a la
localizacion de posibles secuencias promotoras a 5° de cada una de las ORF, las cuales
también presentaban presuntos terminadores Rho-independientes a 3, esta region estaria
constituida por dos unidades transcripcionales monocistronicas, transcritas en direccion
opuesta. También se hallaron, ademads, putativos RBS a 5’ del inicio de traduccion de cada

ORF.

Tabla 4.3. Analisis y caracteristicas principales de las 2 ORF de la region 3 wa del ntcleo del LPS de 4. hydrophila
AH-3, asi como su localizacion en la secuencia nucleotidica (ver Anexo 8.3).

ORY Proteina homéloga Posicién G+C | Tamaiio | PM’
Nombre (némero de acceso) nucleotidica | (%) (as) | (kDa) pI* | GRAVY®
n°| dela (% Identidad/% Similitud) " °
proteina
Heptosiltransferasa,
1 WaaC | Vibrio cholerae 1476-421 63,7 351 38,5 19,19 -0,081
(ZP_00757651) (58/73)
Kdo kinasa,
2 | KdkA | Vibrio alginolyticus 1661-2374 61,3 237 27,2 19,32 | -0,432
(ZP_01261295) (44/65)

' Las proteinas homologas indicadas corresponden a las que presentaban mayor identidad y similitud con una funcién no
putativa.

% El peso molecular (PM), el punto isoelétrico (pI) y el promedio de hidrofobicidad de las proteinas (GRAVY) se han
calculado usando el programa ProtParam de Expasy.

4.1.4.3.1 ORF1: waaC

La proteina codificada por la ORF1, de 351 aminoacidos, presentaba niveles de un
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73% de similitud y de un 58% de identidad con una heptosiltransferasa de V. cholerae y
niveles parecidos con heptosiltransferasas de otras especies del mismo género. Los niveles
de similitud e identidad eran un poco inferiores con heptosiltransferasas de diferentes
especies de Shewanella. Por otro lado, mostraba una similitud del 45% y una identidad del
23% con la heptosiltransferasa 1 de Helicobacter pylori y niveles similares con la de
Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter o Klebsiella pneumoniae. Estos niveles eran
mas altos en el caso de la heptosiltransferasa | de Haemophilus influenazae, OpsX (65% de
similitud y 49% de identidad). La proteina presentaba un dominio conservado de la familia
9 de las glicosiltransferasas (aminodcidos 73 a 317), caracteristico de una funcién

heptosiltransferasa.

Este habia resultado ser el gen en el que se habia insertado el transposoén en el
mutante AH-3007 (ver apartado 4.1.1.2.2). Su LPS carecia de antigeno O y su nucleo
migraba mucho mas rapido que el de la cepa parental e incluso que el de los otros mutantes
por insercion del transposon (Fig. 4.1), lo que podria estar de acuerdo con una mutacion
profunda a nivel del ntcleo interno. Por lo tanto, podria estar implicado en la transferencia

de la primera heptosa del nucleo y el gen recibi6 el nombre de waaC.
4.1.4.3.2 ORF2: kdkA

Esta ORF fue denominada kdkA ya que codificaba una proteina de 237 aminoacidos
con un 65% de similitud y un 44% de identidad con la Kdo kinasa de V. alginolyticus y
niveles similares con la de otras especies del género Vibrio, de Photobacterium y de
Shewanella. Esta enzima estaria implicada en la fosforilacion de la posicion 4 del unico

Kdo del nucleo de 4. hydrophila AH-3 (White et al., 1999).

4.1.5 Construccion de mutantes en diversos genes de las tres regiones wa

del nucleo del LPS de A. hydrophila AH-3

Con el fin de determinar y confirmar, en algunos casos, la funcionalidad de los genes
secuenciados en las tres regiones wa, aparte de los mutantes por insercion del transposon
mini-Tn5::Kml, se construyeron mutantes, o se intentd su obtencidon, en cada una de las
OREF restantes, a excepcion de la ORF que codificaba la epimerasa HIdD. Los mutantes
recibieron el nombre del nimero de la ORF y de la region, asi, por ejemplo, AH-3A2.1

hace referencia al mutante en la ORF2 de la region 1 wa.
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4.1.5.1 Construccion de mutantes mediante recombinacion en un punto en

los genes wahE'y waaF

Para la construccion del mutante en el gen wahE (AH-3A7.1) y del mutante en el gen
waaF (AH-3A4.2) mediante mutagénesis dirigida por recombinacion en un punto (ver
Material y Métodos, 3.8.13.2), se amplificaron fragmentos internos de los genes utilizando
ADN cromosémico de la cepa AH-3. Las parejas de cebadores utilizadas en cada caso se
hallan descritas en los apartados 3.4.5 y 3.4.6 de Material y Métodos. Los productos
amplificados, de 540 pb, en el caso del gen wahE; y de 600 pb, en el caso del gen waaF’, se
ligaron al vector de clonaje pGEM-T easy y se transformaron a la cepa E. coli XLL1-Blue
mediante electroporacion, seleccionando los transformantes en placas de LB
suplementadas con ampicilina, X-Gal e IPTG a una temperatura de incubacion de 37°C. Se
seleccionaron las colonias blancas para comprobar la presencia de los plasmidos
recombinantes y recuperar los insertos mediante la extraccion de los plasmidos y su
posterior digestion con Notl, en el caso de la construccion con el fragmento interno del gen

wahE, y con EcoRl, en el caso del fragmento interno del gen waaF.

A continuacidn, los extremos protuberantes 5’ del fragmento interno del gen wahFE se
convirtieron en romos mediante tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa y se ligd el inserto al vector suicida pFS100, digerido con EcoRV vy
desfosforilado. Por otro lado, el fragmento truncado del gen waaF se ligd al mismo vector
digerido con EcoRI y desfosforilado. Las ligaciones se transformaron mediante
electroporacion a la cepa E. coli MC1061 (Apir) y la seleccion se llevo a cabo en placas de
LB suplementadas con kanamicina a una temperatura de 30°C. Los transformantes
seleccionados se comprobaron mediante amplificacion del inserto clonado utilizando los
cebadores pGPfor y pGPrev del vector pFS100, adyacentes a las dianas EcoRI y EcoRV

del mismo.

Una vez obtenidas las construcciones en la cepa MC1061 (Apir), se transfirieron
mediante conjugacion triparental a la cepa de A. hydrophila AH-405 (AH-3 resistente a la
rifampicina) y los transconjugantes se seleccionaron en placas de TSA suplementadas con

rifampicina y kanamicina a una temperatura de 30°C.

Con el fin de realizar una primera seleccion de posibles colonias mutantes, se llevo a
cabo una PCR con cebadores, separados no mas de 4 Kb, externos a los utilizados para

amplificar la region interna de cada uno de los genes, de manera que una PCR negativa
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realizada con la EcoTag ADN polimerasa era indicativa de una probable insercion del
vector en el lugar deseado del cromosoma, debido a la imposibilidad de amplificacion de
fragmentos tan grandes por parte de la enzima. Los cebadores externos utilizados para
comprobar los posibles mutantes en los genes wahE y waaF fueron las parejas WaaQF6 y
YicCF1 (2020 pb), y A3coaDrev y A3waaEF (1923 pb), respectivamente. En ambos casos,
se seleccionaron aquellos en los que no se producia amplificacion de la banda, la cual si

aparecia en el control realizado con la cepa AH-3.

La comprobacion final de la correcta insercion del vector pFS100 en los genes wahE
y waaF en los transconjugantes seleccionados se realiz6 mediante Southern blot,
empleando ADN gendmico digerido con BamHI, en el caso del mutante AH-3A7.1, y con
EcoRV, en el caso del mutante AH-3A4.2. E1 ADN genomico de la cepa parental se digirid
también con los mismos enzimas y se utilizaron sondas especificas marcadas con
digoxigenina para los genes wahE y waaF, en funcion de los transconjugantes analizados.
Los cebadores utilizados en la elaboracion de las sondas estan descritos en los apartados
3.4.5 y 3.4.6 de Material y Métodos. La eleccion de estas dianas obedece a que BamHI y
EcoRYV se hallan en el vector pFS100 pero no en los genes wahE y waaF, respectivamente,
por lo que se generan dos fragmentos diferentes que contienen el gen truncado en el
material gendmico mutado por recombinacién en un punto, mientras que en la cepa

parental, tan sélo aparece un fragmento que contiene el gen completo.

4.1.5.2 Intento de construccion de mutantes mediante recombinacion en

un punto en los genes waaA y kdkA

Se intentd construir, sin éxito, el mutante en el gen waaAd, que codifica la Kdo
transferasa, y el mutante en el gen kdkA, que codifica la Kdo kinasa, mediante mutagénesis
dirigida por recombinacion en un punto (ver Material y Métodos, 3.8.13.2). Para ello, se
amplificaron fragmentos internos de ambos genes a partir de ADN cromosomico de la cepa
AH-3 con las parejas de cebadores descritas en los apartados 3.4.6 y 3.4.7 de Material y
Meétodos. Los productos amplificados, de 726 pb, en el caso del gen waad; y de 494 pb, en
el caso del gen kdkA, se ligaron al vector pPGEM-T easy y las ligaciones se transformaron a
la cepa E. coli XL1-Blue mediante electroporacion. La seleccion de los transformantes se
realizd en placas de LB suplementadas con ampicilina, X-Gal e IPTG a una temperatura de
incubacion de 37°C. Se comprobd la presencia de los plasmidos recombinantes en las

colonias blancas mediante su extraccion y digestion con EcoRl, la cual permitio, también,
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recuperar los insertos.

Ambos insertos se ligaron, a continuacion, al vector pFS100 digerido con EcoRI y
desfosforilado y las ligaciones se transformaron mediante electroporacion a la cepa E. coli
MC1061 (Apir), seleccionandose los transformantes en placas de LB suplementadas con
kanamicina a una temperatura de 30°C. Los transformantes seleccionados se comprobaron
mediante amplificacion del inserto clonado utilizando los cebadores pGPfor y pGPrev del

vector pFS100.

Finalmente, se transfirieron las construcciones obtenidas en la cepa MC1061 (Apir)
mediante conjugacion triparental a la cepa de 4. hydrophila AH-405 y los transconjugantes
se seleccionaron en placas de TSA suplementadas con rifampicina y kanamicina a una
temperatura de 30°C. En ambos casos, aparecieron muy pocas colonias en los tres intentos
de conjugacion realizados. Ademads, todos los candidatos resultaron ser positivos para las
PCR con los cebadores externos utilizados para comprobar la posible insercion del
plasmido, las cuales se realizaron con las parejas A3waaAR3 y A3waaFR2 (1802 pb), en el
caso de la comprobacion del mutante en el gen waad, y 2.3-F y 2.3-R (1099 pb), en el caso

de la comprobacion del mutante en el gen kdkA.

Debido al fracaso en la obtencion de mutantes en estos dos genes, se planted la

posibilidad de que estas mutaciones provocasen un fenotipo letal en 4. hydrophila AH-3.

4.1.5.3 Construccion de mutantes mediante doble recombinacion en los

genes wahA, waaL, wahB, wahCy wahF

La construccion de mutantes en los genes wahd (AH-3A2.1), waal (AH-3A3.1),
wahB (AH-3A4.1), wahC (AH-3A5.1) y wahF (AH-3A2.2) se realizd6 mediante
mutagénesis dirigida por doble recombinacion con el fin de producir una delecion en el gen
sin alterar la pauta de lectura y evitando un posible efecto polar en el resto de genes de su

agrupacion (ver Material y Métodos, 3.8.13.3).

A partir del ADN cromosémico de la cepa AH-3, se realizaron las PCR A-B y C-D
para obtener los dos fragmentos que sirvieron de molde en las PCR A-D obteniéndose
copias delecionadas de cada uno de los genes de 1380 pb (wahA), 1223 pb (waal), 1364
pb (wahB), 1346 pb (wahC) y 1173 pb (wahF). Los cebadores utilizados en cada una de las
PCR para la construccion de cada uno de los mutantes se describen en los apartados 3.4.5 y

3.4.6 de Material y Métodos. Los extremos de las construcciones A-D se digirieron con la
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enzima de restriccidon cuya diana se habia incluido en el disefio de los cebadores A y D:
Sall, en el caso de los genes wahA, waal y wahF; y Bglll, en el caso de los genes wahB 'y
wahC. El producto se lig6 al vector suicida pDM4 digerido con Sa/l o Bgl/ll, dependiendo
del caso, y desfosforilado, y se transformé a la cepa E. coli MC1061 (Apir). La seleccion
de las colonias se llevd a cabo a 30°C en placas de LB suplementadas con cloranfenicol vy,
mediante la purificacion del plasmido y la digestion con Sall o Bgl/ll, segin la

construccion, se comprobd la presencia del inserto.

Posteriormente, se transfirieron las construcciones obtenidas a la cepa AH-405
mediante conjugacién triparental seleccionando los transconjugantes a 30°C en placas de
TSA con rifampicina y cloranfenicol. La insercion cromosdmica del vector, mediante una
primera recombinacion, se comprobd por PCR con los cebadores A y D, con los que se
obtenia una banda correspondiente a la copia correcta del gen y otra de la copia

delecionada.

A continuacién, se escogié uno de los transconjugantes para cada una de las
mutaciones y se realizdo un banco de diluciones que se plaqued en TSA con sacarosa al
15% y se hizo crecer a 30°C. De las colonias que aparecieron, se comprobd su capacidad
para crecer en placas de LB suplementadas con cloranfenicol y se eligieron aquellas que
fueron sensibles al antibidtico. Los candidatos se comprobaron, finalmente, por PCR con
los cebadores A y D y se seleccionaron los mutantes en los que, debido a una segunda
recombinacion, quedaba una unica copia delecionada del gen mutado en el cromosoma,
ademas de secuenciar el producto de la amplificacion para comprobar que en la region

delecionada se mantuviera la pauta de lectura.

4.1.6 Caracterizacion fenotipica del LPS por SDS-PAGE o SDS-Tricine-
PAGE de mutantes en diversos genes de las tres regiones wa del nicleo del LPS

de A. hydrophila AH-3

Se determinod el perfil electroforético del LPS de los mutantes de la cepa AH-3
obtenidos mediante recombinaciéon en un punto (ver apartado 4.1.5.1) y doble
recombinacion (ver apartado 4.1.5.3). Para ello, se obtuvieron muestras de LPS de los
mutantes construidos (ver Material y Métodos, 3.7.1.2) y se analizaron mediante SDS-
PAGE y SDS-Tricine-PAGE (ver Material y Métodos, 3.7.2), consiguiendo con el segundo
tipo de geles una mayor definicion de las fracciones de bajo peso molecular y la

visualizacion de alteraciones diferentes a nivel del ntcleo del LPS.
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4.1.6.1 Mutantes que carecen de antigeno O

Los mutantes AH-3A3.1, AH-3A4.1, AH-3A2.2 y AH-3A4.2, asi como los mutantes
AH-3005, AH-3006 y AH-3007, como ya se observo anteriormente (ver apartado 4.1.1.1),
carecian por completo de antigeno O:34 y su nticleo, a excepcion del mutante AH-3A3.1,
migraba mas rapido que el de la cepa parental, en diferentes grados, indicando la pérdida

de uno o varios residuos del oligosacarido (Fig. 4.6).

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 4.6. Gel de SDS-Tricine-PAGE tefiido con nitrato de plata de muestras de LPS de A. hydrophila AH-405 (carril
1) y de los mutantes en el nicleo del LPS que carecen de antigeno O:34: AH-3A3.1 (2), AH-3A4.1 (3), AH-3005 (4),
AH-3A2.2 (5), AH-3006 (6), AH-3A4.2 (7) y AH-3007 (8).

El nucleo del mutante en el gen waal (AH-3A3.1) no migraba mas rapido que el de

la cepa parental, de acuerdo con el hecho de que permaneciese intacto al haber sido mutada

la ligasa del antigeno O, del cual carecia (ver apartado 4.1.4.1.3).

En el caso del mutante en el gen wahB (AH-3A4.1), la ausencia del antigeno O y la
migracion de su nucleo, s6lo un poco mas rapida que la del nicleo completo, indicaba que
podria tratarse del gen que codifica la 3-1,4-galactosiltransferasa responsable de la union
del residuo de galactosa al cual se une el antigeno O, en base a los resultados obtenidos en

el andlisis de su secuencia (ver apartado 4.1.4.1.4).

El mutante AH-3005, cuyo gen afectado es el wahD, carecia de antigeno O y
presentaba un nucleo que aparecia un poco mas bajo que el del mutante AH-3A4.1, lo que
junto con los datos del analisis de su secuencia concuerda con que el hecho de que el gen

mutado codificase la a-1,6-D,D-heptosiltransferasa (ver apartado 4.1.4.1.6).

Tanto el ntcleo del mutante en el gen wahF (AH-3A2.2) como el del mutante en el
gen waaF (AH-3A4.2) migraban mas rapido que el del mutante AH-3005, por lo que las
heptosiltransferasas afectadas (ver apartados 4.1.4.2.2 y 4.1.4.2.4) producirian la pérdida
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de mas residuos que en el caso de la mutacion en el gen wahD, de manera que los genes

mutados estarian implicados en la transferencia de alguna de las L,D-Hep.

Respecto al mutante AH-3006, su nucleo también aparecia mas bajo que el del
mutante AH-3005, y como ya se habia comentado, el gen waaFE estaria implicado en la
transferencia del residuo de glucosa, lo que afectaria a la construccion de la cadena

principal (ver apartado 4.1.4.2.3).

La migracion del nucleo del mutante en el gen waaC (AH-3007), mucho mas rapida
que el resto, era indicativa de la falta de una gran cantidad de residuos, lo que era de
esperar si el gen afectado estuviese implicado en la transferencia de la primera heptosa,
funcion que sugeria la comparacion de su secuencia con las de las bases de datos (ver

apartado 4.1.4.3.1).
4.1.6.1 Mutantes que presentan antigeno O

Los mutantes AH-3A2.1, AH-3A5.1 y AH-3A7.1 mostraban diferentes cantidades de
antigeno O y también cambios en el patron de migracién del ntcleo respecto a la cepa

parental (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Geles de SDS-PAGE (A) y SDS-Tricine-PAGE (B) tefiidos con nitrato de plata de muestras de LPS de
A. hydrophila AH-405 (carril 1) y de los mutantes en el nucleo del LPS que presentan antigeno O:34 en diferentes
cantidades: AH-3A2.1 (2), AH-3AS5.1 (3) y AH-3A7.1 (4).

El mutante en el gen wah4d (AH-3A2.1) presentaba un nucleo que migraba mas
rapido que el de la cepa parental, sin embargo también mostraba una pequeiia cantidad de
antigeno O, de moléculas con un elevado niimero de repeticiones. El andlisis de la

secuencia de este gen revelaba que podria estar implicado en la transferencia del residuo de
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GIcNAc y en su desacetilacion, el cual se halla en el extremo de una ramificacion (ver
apartado 4.1.4.1.2). Si asi fuera, la ausencia del residuo de glucosamina afectaria de alguna

manera a la unién del antigeno O.

En el caso del mutante en el gen wahC (AH-3A5.1), el niicleo migraba un poco mas
rapido que el de la cepa salvaje, aunque no tanto como el del mutante AH-3A2.1, y
presentaba una pequefia cantidad de moléculas de antigeno O de elevado peso molecular.
La heptosiltransferasa codificada por el gen mutado (ver apartado 4.1.4.1.5) seria, por lo
tanto, también importante para la unioén del antigeno O, aunque no la impediria de forma

completa.

La mutacioén en el gen wahE (AH-3A5.1) no provocaba practicamente alteraciones en
el patron de migracion del LPS respecto a la cepa parental, tan sélo se podia apreciar la
presencia de un nucleo un poco mas bajo, lo que podria ser indicativo de la ausencia de un
unico residuo de Hep que no afectaria a la ligacion del antigeno O, ya que la proteina
codificada por este gen presentaba similitud con diferentes heptosiltransferasas (ver

apartado 4.1.4.1.7).
4.1.7 Analisis de complementacion de mutantes en el nicleo del LPS

4.1.7.1 Complementacion de los mutantes en el nucleo del LPS de A.

hydrophila AH-3

Se realizaron ensayos de complementacion de los mutantes obtenidos en los
diferentes genes del nucleo del LPS de 4. hydrophila AH-3 para comprobar la

recuperacion del fenotipo debido a la reintroduccion del gen mutado.

Para ello, los genes de A. hydrophila AH-3 correspondientes a las siguientes ORF (el
primer nimero es el de la ORF y el segundo hace referencia a la region wa a la que
pertenece): ORF2.1, ORF3.1, ORF4.1, ORF5.1, ORF6.1, ORF7.1, ORF2.2, ORF3.2,
ORF4.2 y ORF1.3 se amplificaron a partir de ADN cromosémico de la cepa AH-3 con los
cebadores descritos en los apartados 3.4.5, 3.4.6 y 3.5.7 de Material y Métodos. Los
fragmentos obtenidos fueron de 1904 pb, 1471 pb, 1017 pb, 1200 pb, 1379 pb, 1167 pb,
1276 pb, 1011 pb, 1223 pb y 1158 pb, respectivamente. Estos productos amplificados se
digirieron con las enzimas de restriccion cuya diana habia sido incluida en el disefio de los
cebadores: Smal, o Scal en el caso de las ORF2.2 y ORF1.3, en el cebador directo, y Xbal

en el cebador reverso. Posteriormente, se ligd cada uno de ellos al vector pPBAD33 digerido
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con las enzimas Smal y Xbal, asegurando asi la correcta orientacion de los genes bajo el
control del promotor Pgap (ver Material y Métodos, 3.8.15.1). Las ligaciones se
transfirieron por separado a la cepa de E. coli LMG194 mediante electroporacién y se
seleccionaron los transformantes a 30°C en placas de LB con cloranfenicol, los cuales se
comprobaron mediante amplificacion del inserto clonado y su secuenciacion utilizando los

cebadores PBAD-F y PBAD-R del vector pBAD33.

Las construcciones obtenidas fueron transferidas de manera independiente al mutante
en la ORF correspondiente mediante conjugacion triparental y los transconjugantes fueron
seleccionados en placas de TSA con cloranfenicol y rifampicina a 30°C y confirmados
mediante PCR del plasmido purificado con los cebadores especificos de cada ORF.
Paralelamente, a cada uno de los mutantes, también se le transfirié el vector pBAD33 sin

inserto, cuya presencia se comprob6 mediante la extraccion y visualizacion del plasmido.

Los ensayos de complementacion, para cada uno de los mutantes, se llevaron a cabo
a 30°C en condiciones inducidas con arabinosa, manteniendo también un cultivo de cada
cepa reprimido con glucosa como control (ver Material y Métodos, 3.8.15.1). A
continuacion, se obtuvieron muestras de LPS (ver Material y Métodos, 3.7.1.2) que fueron
analizadas mediante SDS-PAGE. En todos los casos, la complementacién del mutante con
la expresion inducida del gen correspondiente en el pldsmido pBAD33 restauraba el perfil
electroforético del LPS, idéntico al de la cepa parental, mientras que no se originaba

ningun cambio del fenotipo en los mutantes con el vector pBAD33 sin inserto.

4.1.7.2 Complementacion de mutantes en el nucleo del LPS de Klebsiella

pneumoniae 52145

Con el objetivo de caracterizar mejor algunos de los genes del nucleo del LPS de A.
hydrophila AH-3, se realizaron ensayos de complementacion de varios mutantes de
Klebsiella pneumoniae 52145 (0O1:K2) definidos para diversos genes de biosintesis del

nucleo.

Las construcciones en pBAD33 con los genes que codificaban las diferentes
putativas heptosiltransferasas de A4. hydrophila AH-3 (ver apartado 4.1.7.1): pBAD-
ORF5.1, pBAD-ORF6.1, pBAD-ORF7.1, pBAD-ORF2.2, pBAD-ORF4.2 y pBAD-
ORF1.3 fueron utilizadas en ensayos de complementacion independientes de las cepas

52145AwaaQ, 52145AwaaF y 52145AwaaC, mutantes de la cepa 52145 en las
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heptosiltransferasas III, II y I, respectivamente. Por otro lado, se utiliz6 la construccion
pBAD-ORF3.2 (ver apartado 4.1.7.1) para realizar la complementacion del mutante
52145AwaaFE y comprobar si el gen waaE de A. hydrophila AH-3 podia tener una posible
funcion a-L,D-Hep B-1,4-glucosiltransferasa. Las cepas mutantes que habian incorporado
la construccion correspondiente, mediante electroporacion y seleccion a 37°C en placas de
LB con cloranfenicol, fueron confirmadas mediante PCR del pldsmido purificado con los

cebadores especificos de cada ORF.

Los ensayos de complementacion, en cada uno de los casos, se realizaron a 37°C en
condiciones de induccidén con arabinosa, manteniendo también un cultivo de cada cepa
reprimido con glucosa como control (ver Material y Métodos, 3.8.15.1). El andlisis de las
muestras de LPS mediante SDS-PAGE revel6 que el plasmido pBAD-ORF3.2 era capaz de
complementar al mutante 52145AwaaF, el cual presentaba una migracion mas rapida del
nucleo y una reduccién de la cantidad de antigeno O, de manera que recuperaba el fenotipo
de la cepa 52145 usada como control. El plasmido pBAD-ORF4.2 fue el unico entre los
que contenian genes de putativas heptosiltransferasas que complement6 al mutante
52145AwaakF. Sin embargo, ninguno de estos mismos vectores fue capaz de complementar

al mutante 52145AwaaC ni al mutante 52145AwaaQ (Fig. 4.8).

1 2 3 4 5 6 7

Figura 4.8. Gel de SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata de muestras de LPS de K. pneumoniae 52145 (carril 1),
52145AwaakF (2), 52145AwaaF complementado con pBAD-ORF4.2 (3), 52145AwaaFE (4), 52145AwaaE complementado
con pBAD-ORF3.2 (5), 52145AwaaC (6), 52145AwaaC con pBAD-ORF1.3 (7). Las cepas con el plasmido pBAD33
fueron crecidas bajo condiciones de induccion.

4.1.7.3 Complementacion de la cepa de E. coli CJB26

Con el objetivo de confirmar la funcion Kdo transferasa del gen waad de A.
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hydrophila AH-3, se realiz6 el andlisis de complementacion de la cepa de E. coli CIB26,
mutante condicional que presenta un determinante para la resistencia a la kanamicina
insertado en su gen waaA y una copia del gen salvaje en un plasmido cuya replicacion es
sensible a la temperatura (vector recombinante pJSC2) y que permite el crecimiento de la

bacteria a 30°C, pero no a la temperatura restrictiva de 44°C (Belunis ef al., 1995).

Las construcciones pPGEMT-ORF1.2 y pPGEMT-ORF2.3-1.2, obtenidas tal y como se
describe en el apartado 3.8.15.2 de Material y Métodos, se utilizaron en dos ensayos de
complementacion independientes. El plasmido pGEMT-ORF1.2, el cual contenia el gen
waaA de AH-3, una vez electroporado en la cepa CJB26, no cambi6 su fenotipo sensible a
la temperatura, de manera que era incapaz de crecer a 44°C. La electroporacion, en cambio,
del plasmido pGEMT-ORF2.3-1.2, con en el que ademas del gen waad se introducia el
gen kdkA, permitid el crecimiento a 44°C de colonias que fueron, posteriormente,
seleccionadas por su incapacidad de crecer en cloranfenicol, resistencia contenida en el
vector pJSC2. El aislamiento del ADN plasmidico de los candidatos, junto con el de la
cepa CJB26, y la digestion con Sall revel6 la presencia del plasmido introducido (bandas

de 4114 pb y 1513 pb) y la ausencia del vector pJSC2 (banda de 9,2 Kb).

La complementacion observada sugiere con cierta seguridad que la ORF1.2 y la
ORF2.3 codifican la Kdo transferasa WaaA y la Kdo kinasa KdkA de la ruta de biosintesis
del nucleo interno de 4. hydrophila AH-3, ya que es necesaria la coexpresion de ambas
para que un mutante de E. coli en su WaaA sea viable, tal y como ocurre en el caso de

coexpresar los mismos genes de Haemophilus en un mutante de E. coli similar (Brabetz et

al., 2000).

4.1.8 Elucidacion de la estructura quimica del LPS de los mutantes en

diversos genes de las tres regiones wa del nucleo de A. hydrophila AH-3

Las moléculas de LPS se obtuvieron por el método fenol-agua o por el método PCP a
partir de células deshidratadas de cada uno de los mutantes (ver Material y Métodos,
3.7.1.1). Las muestras de LPS fueron degradadas mediante hidrélisis acida suave (ver
Material y Métodos, 3.7.3.1) y la fraccion oligosacaridica correspondiente al nucleo fue
purificada por GPC (ver Material y Métodos, 3.7.3.2). En el caso del mutante AH-3007, la
degradacion de su LPS consistio en una hidrolisis basica (ver Material y Métodos, 3.7.3.3).
En ambos casos, el estudio de las moléculas obtenidas se realizé mediante espectrometria

de masas con ionizacidon por electrospray (ESI-MS) de alta resolucién (ver Material y
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Métodos, 3.7.3.5). Cuando fue necesario, también se llevo a cabo un analisis de metilacion
de monosacaridos (ver Material y Métodos, 3.7.3.4), lo que permitia, no sélo la
determinacion de las posiciones de los enlaces en la mayoria de los residuos de aztcares,
sino también la diferenciacion entre D,D-Hep y L,D-Hep, cuyos derivados metilados
presentan diferente tiempo de retencion en GLC. Los resultados obtenidos se compararon
con la estructura del ntcleo completo de un mutante en la cepa AH-3 sin antigeno O:34,

A. hydrophila AH-901, caracterizado con anterioridad (Knirel ef al., 2004).
4.1.8.1 Estructura quimica de los mutantes AH-3A3.1 y AH-3A4.1

La muestra oligosacaridica del mutante en el gen waal, AH-3A3.1, resultd ser
idéntica a la del R-LPS de 4. hydrophila AH-901 (Knirel et al., 2004). El pico del i6n
molecular mas intenso en su espectro de masas, con una relacion m/z de 1857,63,
correspondia al nucleo completo, cuya masa molecular calculada es de 1857,61 uma. La
heterogeneidad observada en el espectro estd asociada a la presencia de la Gal en una

cantidad no estequiométrica (Fig. 4.9).

D-Gal-(1-54) L-a-D-HepIV-(1-56),
D-a-D-HeplI-(1—6)-D-0-D-Hepl-(1—6)-B-D-Glc-(1—4)-L-0-D-Hepl-(1—5)-Kdo
0-D-GleN-(1-57)-L-0-D-HepIII-(1—2)-L-o-D-HeplI-(1—>3)]
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Figura 4.9. Espectro de ESI-MS, con deconvolucion de las cargas, del nticleo obtenido por hidrélisis acida suave del LPS
del mutante AH-3A3.1. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta, los componentes presentes en
una cantidad no estequiométrica estan en cursiva.

El pico del i6n molecular mas intenso en el caso del mutante AH-3A4.1, cuyo gen

mutado era el wahB, se hallaba en m/z = 1695,57, de manera que mostraba una estructura
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idéntica a la del mutante AH-3A3.1, pero carecia del residuo de Gal, ya que la masa

molecular calculada para esta estructura es de 1695,55 uma (Fig. 4.10).

L-a-D-HepIV-(1-56),
D-o-D-HeplI-(1—6)-D-a-D-Hepl-(1—6)-B-D-Glc-(1—4)-L-0-D-Hepl-(1-5)-Kdo
0-D-GIcN-(1-7)-L-0-D-HeplTI-(1-2)-L-0-D-HeplI-(1—3)

Figura 4.10. Estructura quimica propuesta correspondiente al nticleo obtenido por hidrélisis 4cida suave del LPS del
mutante AH-3A4.1.

4.1.8.2 Estructura quimica de los mutantes AH-3A7.1 y AH-3AS.1

El espectro de masas del nucleo del mutante AH-3A7.1, afectado en el gen wahE, era
similar al del mutante AH-3A3.1, pero las masas observadas en los picos eran inferiores en
192 uma, lo que se correspondia con la pérdida de un residuo de heptosa, y existian,
también, dos glicoformas que se diferenciaban en la presencia o la ausencia de Gal (Fig.
4.11). El andlisis de metilacion indicaba que el residuo perdido era la L,D-HeplIV terminal,

mientras que la D,D-Hepll estaba presente.

,B-D-Gal-(l—>4)—|
D-o-D-HeplI-(1—6)-D-a-D-Hepl-(1—6)-B-D-Glc-(1—4)-L-a-D-Hepl-(1—5)-Kdo
0-D-GleN-(1-57)-L-0-D-HepIII-(1—2)-L-o-D-HeplI-(1—>3)
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Figura 4.11. Espectro de ESI-MS, con deconvolucion de las cargas, del nucleo obtenido por hidrélisis acida suave del
LPS del mutante AH-3A7.1. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta, los componentes
presentes en una cantidad no estequiométrica estan en cursiva.
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En el mutante en el gen wahC, AH-3A5.1, también se producia la pérdida de un
residuo de heptosa, pero, contrariamente a lo que ocurria en el mutante AH-3A7.1, el
andlisis de metilacion mostraba que la L,D-HeplV terminal no habia sido afectada y que la
pérdida correspondia a la D,D-Hepll terminal. Segun lo observado en el espectro de masas,
la estructura mayoritaria del ntcleo de este mutante, pico del i6n molecular en m/z =
1503,53, carecia también de Gal (Fig. 4.12). De manera que la D,D-Hepll debe ser
importante para la union de la Gal sobre la D,D-Hepl.

B-D-Gal-(1 %4)—| L—oc-D-HepIV-(l—>6)—|
D-o-D-Hepl-(1—6)-B-D-Glc-(1—4)-L-a-D-HepI-(1—-5)-Kdo
0-D-GlcN-(1—7)-L-o-D-HeplIII-(1 —)2)-L—0(,-D-HepH-(1—)3)J
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Figura 4.12. Espectro de ESI-MS, con deconvolucién de las cargas, del nucleo obtenido por hidrolisis acida suave del

LPS del mutante AH-3AS5.1. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta, los componentes
presentes en una cantidad no estequiométrica estan en cursiva y en negro se indica la estructura mayoritaria.

4.1.8.3 Estructura quimica del mutante AH-3A2.1

El espectro de masas del mutante en el gen wahA4, AH-3A2.1, mostraba la falta del
residuo de GIcN. Las estructuras mayoritarias estaban desprovistas también de Gal y de o
uno o tres residuos de Hep, en base a la aparicion de picos de iones moleculares intensos

en m/z = 1342,43 y en m/z = 958, respectivamente (Fig. 4.13).

La estructura mas abundante es la correspondiente al pico mayoritario en m/z = 958
(no representado en la Fig. 4.13), el cual perteneceria a una glicoforma truncada del nacleo

constituida por Kdo, Glc y tres residuos de Hep.
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En el espectro también se podian observar dos picos minoritarios, uno
correspondiente a la estructura del nucleo completo sin GIcN y otro a esta misma

estructura sin Gal.

El residuo de GlcN parece ser importante para la unién de los azucares del nicleo

externo y de la L,D-HeplIV terminal.

D-Gal-(1-4) L-0-D-HepI V-(1-6)
D-0-D-Hepll-(1-—6)-D-0-D-Hepl-(1-36)-B-D-Gle-(1—4)-L-a-D-Hepl-(1—5)-Kdo
L-0-D-HeplII-(1-2)-L-0-D-HeplI-(1-3)
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Figura 4.13. Espectro de ESI-MS, con deconvolucion de las cargas, del nucleo obtenido por hidrolisis acida suave del
LPS del mutante AH-3A2.1. So6lo se muestra la parte del espectro con las masas moleculares mas elevadas, de manera
que el pico en m/z = 958 no esta representado. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta, los
componentes presentes en una cantidad no estequiométrica estan en cursiva y en negro se indica la estructura mayoritaria.

4.1.8.4 Estructura quimica del mutante AH-3005

El espectro de masas del mutante en el gen wahD, AH-3005, mostraba la falta del
fragmento trisacaridico del nucleo externo consistente en Gal, D,D-Hepll y D,D-Hepl,
mientras que el resto del nucleo, que daba un pico del i6n molecular en m/z = 1311,44, no

estaba afectado (Fig. 4.14).

El anélisis de metilacion confirmé la conservacion de la L,D-HeplV terminal, la

ausencia de Gal y D,D-Hep y la aparicion de Glc en posicion terminal.
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Figura 4.14. Espectro de ESI-MS, con deconvolucion de las cargas, del nucleo obtenido por hidrélisis acida suave del
LPS del mutante AH-3005. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta.

4.1.8.5 Estructura quimica de los mutantes AH-3A2.2 y AH-3006

El nucleo del mutante en el gen wahF, AH-3A2.2, y el del mutante en el gen waaE
(AH-3006) mostraban un espectro de masas similar. Ambos contenian un unico pico del
16n molecular en m/z = 796,25 6 796,24, respectivamente, para un oligosacarido que

consiste en un Kdo y tres residuos de Hep.

El andlisis de metilacion indicaba en los dos mutantes la presencia, inicamente, de
L,D-Hep terminales, mientras que solo en el caso del mutante AH-3006 aparecian residuos

de L,D-Hep terminales sustituidos en la posicion 2.

En base a estos datos, la estructura ramificada de tres heptosas se asigno al
oligosacérido del mutante AH-3A2.2 (Fig. 4.15) y, la linear, al del mutante AH-3006 (Fig.
4.16). La estructura del mutante AH-3A2.2 sugiere que la L,D-HepllI seria importante para
la union de la Glc y, la del mutante AH-3006, que la ausencia de Glc afectaria a la

incorporacion de la GIcN.
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Figura 4.15. Espectro de ESI-MS, con deconvolucion de las cargas, del nucleo obtenido por hidrolisis acida suave del
LPS del mutante AH-3A2.2. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta.
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Figura 4.16. Espectro de ESI-MS, con deconvolucién de las cargas, del nucleo obtenido por hidrolisis acida suave del
LPS del mutante AH-3006. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta.
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4.1.8.6 Estructura quimica del mutante AH-3A4.2

El mutante en el gen waaF, AH-3A4.2, presentaba un nucleo todavia mas truncado
que los anteriores con un unico Kdo y dos residuos de Hep identificados como un intenso
pico del i6n molecular en m/z = 604,19 (Fig. 4.17), de manera que la L,D-HeplI podria ser

importante para la union de la Glec.
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Figura 4.17. Espectro de ESI-MS, con deconvolucion de las cargas, del nucleo obtenido por hidrélisis acida suave del
LPS del mutante AH-3A4.2. En el recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta.

4.1.8.7 Estructura quimica del mutante AH-3007

El LPS del mutante en el gen waaC, AH-3007, se estudi6 a partir del producto de la
hidrolisis bésica, asi como también se realizd un analisis de la molécula completa. El
espectro de masas mostré que la region del nucleo de este mutante estd restringida a una

molécula de Kdo fosforilada.

La heterogeneidad observada en el espectro del LPS completo es debida a la
aparicion de varias formas del lipido A que difieren en el nimero de acidos grasos y de

Ara4N y la presencia de lipido A libre (Fig. 4.18).
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Figura 4.18. Espectro de ESI-MS, con deconvolucion de las cargas, del LPS completo del mutante AH-3007. En el
recuadro superior se muestra la estructura quimica propuesta.

4.1.9 Estudio de la distribucion de los genes wahB, wahC, wahD y wahE en

Aeromonas mesofilas

Con el fin de valorar la distribucion en diferentes cepas de Aeromonas mesoéfilas de
algunos de los genes implicados en la biosintesis del nticleo externo: wahB, wahC'y wahD,;
asi como también del gen que codifica la heptosiltransferasa que cataliza la unién de la

L,D-HeplV al ntcleo interno, wahE, se realizo un ensayo de dot blot.

Se elaboraron sondas de ADN marcadas con digoxigenina correspondientes a
fragmentos internos de cada uno de los genes, mediante PCR a partir de ADN
cromosomico de la cepa AH-3 con los cebadores descritos en el apartado 3.4.5 de Material
y Métodos, y se realizd con ellas una hibridacion del ADN genomico de diferentes
serotipos de Aeromonas mesofilas, entre las que se incluyen cepas de las especies A.

hydrophila, A. caviae y A. veronii bv. sobria (ver Material y Métodos, 3.8.12.3).

Los serotipos analizados fueron 32 (O:1, O:5, O:6, O:8, 0:10, O:11, O:13, O:14,
0:16, O: 17, 0:18, 0:19, 0:20, O:21, 0:22, 0:23, 0:24, 0:25, 0:26, 0:27, 0:28, 0:29,
0:30, 0:32, 0:33, 0:34, 0:35, 0:37, 0:38, 0:40, 0:42 y O:44), como control positivo se
utilizé la cepa AH-3 (serotipo O:34) y como control negativo la cepa E. coli DH5a. Asi
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mismo, también se analizo la cepa psicrofila A450 de 4. salmonicida. El resultado fue una
hibridacion positiva de la mayoria de las cepas y el mismo patron en cada una de ellas,
independientemente de la sonda utilizada, a excepcién de la cepa A450 que dio una
hibridaciéon positiva con la sonda del gen wahE y negativa con las sondas de los genes
wahB, wahC'y wahD (Fig. 4.19). Se observd, por lo tanto, una elevada conservacion de los
genes del nucleo externo entre las diferentes cepas de Aeromonas mesofilas analizadas, de

manera que la conservacion del nucleo interno debe ser todavia mayor.
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Figura 4.19. Distribucion del gen wahE en distintas cepas de Aeromonas spp. mediante dot blot. Los serotipos estudiados
fueron los siguientes: al, O:1; b1, O:5, cl1, 0:6; d1, O:8; el, O:10; f1, O:11; a2, O:13; b2, O:14; ¢2, O:16; d2, O: 17; e2,
0:18; 12, 0:19; a3, 0:20; b3, O:21; ¢3, 0:22; d3, 0:23; €3, 0:24; 13, O:25; a4, 0:26; b4, O:27; c4, 0:28; d4, 0:29; e4,
0:30; f4, 0:32; a5, 0:33; b5, 0:34; ¢5, 0:35; d5, 0:37, €5, 0:38, 5, 0:40; a6, 0:42 y b6, O:44. La cepa A450 ocupa la
posicion d6. La posicion e6 es el control positivo (AH-3) y la posicion f6 corresponde al control negativo (E. coli DH5).
La hibridacion con las sondas de los genes wahB, wahC'y wahD presentd el mismo patrén, excepto en la posicion d6, en
la que fue negativa.

4.2 Discusion

El aislamiento de tres mutantes diferentes por insercion del transposén mini-
Tn5::Kml en la cepa de A. hydrophila AH-3 (serotipo O:34), con un LPS sin antigeno O y
con una mayor migracion electroforética del nucleo, permitié la caracterizacion de tres
regiones genomicas diferentes que contenian genes implicados en la biosintesis del ntcleo
del LPS. De manera que, en la cepa AH-3, no existe una tnica agrupacion wa a diferencia
de lo que ocurre en la mayoria de enterobacterias, asi como también en el caso del género
Vibrio (Nesper et al., 2002). La region 1 wa contiene siete genes y estd flanqueada por un
gen que codifica una putativa proteina reguladora TetR y por otro que codifica una

proteina hipotética; la region 2 wa contiene cuatro genes y esta localizada entre un gen que
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codifica una proteina integral de membrana de funcién desconocida y el gen coaD,
implicado en la biosintesis de la coenzima A (Geerlof et al., 1999); y la regién 3 wa,
constituida por dos genes, esta flanqueada por un gen que codifica una guanilato quinasa y
por otro que contiene un dominio GGDEF. Las tres regiones y los genes contenidos en
cada una de ellas se corresponden completamente con los de la recientemente secuenciada
A. hydrophila ATCC7966" (Seshadri et al., 2006), en la cual la region 1 (AHA4232 a
AHAA4226), la region 2 (AHA0170 a AHAO0167) y la region 3 (AHA0042 a AHA0043)
estan delimitadas por los mismos putativos genes, pero, mientras que la estructura quimica
del LPS de A. hydrophila AH-3 es conocida (Knirel et al., 2002; Knirel et al., 2004), no es
éste el caso para A. hydrophila ATCC7966".

Regién 1

hldD wahA waalL wahB wahC wahD wahE 4-‘
[ on1 >| orf?2 >| orf3 >|orf4>| orf3 >| orf6 >< orf7 |

Region 2 Region 3

T< En'e ﬂTﬁ e |c,,,,,,> T-TQT

Figura 4.20. Esquema de las tres regiones génicas wa del LPS de A. hydrophila AH-3 con los nombres asignados a cada
una de las ORF. En rosa se indica el gen de la ligasa del antigeno O y, en blanco, el gen no relacionado con la biosintesis
del nticleo (coaD) y el relacionado indirectamente (h/dD). Los putativos promotores detectados se indican con flechas
finas y los terminadores Rho-independientes mediante circulos.

La construccién de mutantes en cada uno de los genes en los que fue posible y la
caracterizacion fenotipica de su LPS, junto con los datos obtenidos en base a la secuencia y
a los ensayos de complementacion, permitid la asignacion de presuntivas funciones a cada

uno de ellos.

En la region 3 wa (Fig. 4.20), la ORF1 y la ORF2 codifican la L,D-Hepl transferasa
WaaC y la Kdo kinasa KdkA, respectivamente. La funcién del gen waaC fue confirmada
por el espectro de masas del LPS completo del mutante AH-3007 (Fig. 4.18). El LPS de 4.
hydrophila AH-3 contiene un residuo de Kdo fosforilado, probablemente en la posicion 4,
como en el caso de Vibrio (Knirel et al., 2004; Vinogradov et al., 1995), lo que concuerda
con la similitud entre la proteina WaaC de A. hydrophila y una heptosiltransferasa de
Vibrio, no determinada como WaaC. Este hecho también estd relacionado con que la

proteina WaaC de A. hydrophila no pueda complementar al mutante en la
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heptosiltransferasa I de K. pneumoniae (Fig. 4.8), ya que posee un Kdo no fosforilado en
su nucleo. Por otro lado, el fracaso en la obtencion de un mutante en el gen kdkA puede ser

debido a que la mutacién en la Kdo kinasa sea letal en 4. hydrophila AH-3.

La region 2 wa incluye cuatro genes (Fig. 4.20), de la ORF1 a la ORF4, que
codifican la Kdo transferasa WaaA, una nueva heptosiltransferasa denominada WahF, la
glucosiltransferasa WaaE, y la L,D-Hepll transferasa WaaF, respectivamente. La mutacion
en el gen waaAd de A. hydrophila parece ser letal al igual que ocurre en la mayoria de
bacterias Gram negativas (Raetz y Whitfield, 2002). Debido a que E. coli contiene dos
moléculas de Kdo y no un tnico Kdo fosforilado, el WaaA de A. hydrophila es capaz de
complementar a la cepa de E. coli CJB26 (mutante en el gen waad sensible a la
temperatura) solamente cuando se coexpresa junto con la Kdo kinasa KdkA que
fosforilaria el Kdo en la posicion 4, confirmando la funcién de ambas proteinas. Esto
mismo ocurre en el caso de coexpresar los mismos genes de Haemophilus en un mutante
de E. coli similar (Brabetz et al., 2000). El hecho de hallar un putativo dominio
transmembrana en la enzima WaaA concuerda con su actuacion en la cara citoplasmatica

de la membrana interna.

WaaE es una L-glicero-D-mano-heptosa [3-1,4-D-glucosiltransferasa, no solo en base
a la similitud con otras proteinas con esta funcion, sino también por su capacidad de
complementar al mutante de K. pneumoniae 52145AwaaE. El nicleo oligosacaridico del
mutante AH-3006 consiste en un fragmento linear constituido por el Kdo y tres residuos de
L,D-Hep (Fig. 4.16). Este resultado sugiere que la transferencia del residuo de Glc precede
a la incorporacion del nucleo externo y puede que también a la del residuo de GIcN.
Respecto a la posibilidad de preceder a la union del residuo de L,D-HeplV, esto no parece
ocurrir si la L,D-Heplll no est4 presente. El gen waaFE, presenta, por lo tanto, una amplia
distribucion y se halla también en otros géneros diferentes a los de la familia

Enterobacteriaceae, con la excepcion de E. coli y Salmonella (1zquierdo et al., 2002).

La ORF4 codifica la L,D-Hepll transferasa WaaF, ya que es la unica
heptosiltransferasa capaz de complementar al mutante de K. pneumoniae 52145AwaaF. Su
funcion fue confirmada mediante el espectro de masas del ntcleo oligosacaridico del
mutante en el gen waalF, AH-3A4.2, el cual posee un nucleo mas truncado que tan solo
contiene Kdo y dos residuos de L,D-Hep (Fig. 4.17). Por lo tanto, la incorporacién de la
L,D-Hepll precederia a la de la Glc.
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A la proteina WahF se le asigno la funcion de L-glicero-D-mano-heptosa o-1,2-L-
glicero-D-mano-heptosiltransferasa (L,D-Heplll transferasa) debido a que el mutante
correspondiente, AH-3A2.2, posee un nucleo truncado al que le falta la L,D-HepllII pero
contiene los otros tres residuos de L,D-Hep del nticleo interno (Fig. 4.15), lo que
concuerda, por otra parte, con el hecho de que WahF no pueda complementar al mutante
de K. pneumoniae 52145AwaaF. De manera que la L,D-Heplll también precederia a la

incorporacion de la Gle.

De los siete genes presentes en la region 1 wa (Fig. 4.20), la ORF1 fue identificada
como el gen que codifica la ADP-L-glicero-B-D-mano-heptosa-6-epimerasa (HIdD),
enzima que convierte la D,D-Hep en L,D-Hep (Kneidiger ef al., 2002), debido a la elevada
similitud observada con esta proteina de otras bacterias. A la proteina codificada por la
ORF2 se la denomindé WahA vy se le atribuyd una doble funcionalidad: L-glicero-D-mano-
heptosa o-1,7-N-acetilglucosaminiltransferasa/N-desacetilasa. La proteina WahA presenta
dos dominios conservados: un dominio de las glicosiltransferasas de la familia 1 en la
region N-terminal y un dominio polisacarido desacetilasa en la region C-terminal, los
cuales también estan presentes en la proteina WavL de V. cholerae (Schild et al., 2005). Al
nucleo del mutante en el gen wahAd, AH-3A2.1, le falta el residuo de GIcN y un
oligosacarido con todos los otros componentes del ntcleo estd presente de forma
minoritaria, mientras que el oligosacarido mayoritario también estd desprovisto de una
parte del nucleo externo o del nucleo externo completo y uno de los residuos de L,D-Hep
(Fig. 4.13). EI LPS del mutante AH-3A2.1 atn muestra algo de antigeno O:34 en geles de
poliacrilamida, pero en una cantidad mucho menor que la de la cepa parental (Fig. 4.7). El
proceso de incorporacion del residuo de GIcN en el nucleo del LPS de 4. hydrophila se
diferenciaria del que tiene lugar en la familia Enterobacteriaceae, en la cual, si bien
también se incorpora en forma de GIcNAc que es, seguidamente, desacetilada, estas dos

actividades son llevadas a cabo por dos enzimas distintas (Regué et al., 2005a).

La ORF3 de la regién 1 wa codifica la ligasa Waal, ya que el mutante en el gen
waal, AH-3A3.1, produce un LPS con un ntcleo completo y carece de antigeno O:34 vy, al
igual que en la cepa parental, la Gal terminal estd presente en una cantidad no
estequiométrica (Fig. 4.9). Es caracteristico que estas enzimas muestren un nivel bajo de
similitud en su secuencia primaria con las de otras especies. Ademas, la proteina Waal de

A. hydrophila presenta 12 hélices transmembrana, hecho caracteristico de las ligasas del
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antigeno O al complejo nucleo-lipido A (Abeyrathne ef al., 2005). La ORF4 codifica una
proteina denominada WahB a la que se le adjudicé la funcion de D-glicero-D-mano-
heptosa [-1,4-galactosiltransferasa en base al hecho de que al LPS del mutante en el gen

wahB, AH-3A4.1, le falta tinicamente la Gal del nucleo y el antigeno O:34.

La proteina codificada en la regién 1 wa por la ORFS5, denominada WahC, es la D-
glicero-D-mano-heptosa «-1,6-D-glicero-D-mano-heptosiltransferasa ya que el nucleo del
mutante en el gen wahC, AH-3A5.1, estd desprovisto de la D,D-Hepll (Fig. 4.12). La
presencia de la D,D-Hepll parece ser importante para la incorporacion de la Gal al nucleo
debido a que solo una cantidad minoritaria de Gal y, consecuentemente, una cantidad

reducida de antigeno O:34 se halla en el LPS del mutante (Fig. 4.7).

A la proteina codificada por la ORF6 de la region 1 wa, denominada WahD, se le
asign6 la funcion D-glucosa o-1,6-D-glicero-D-mano-heptosiltransferasa (D,D-Hepl
transferasa) en base a la falta del antigeno O:34 y del nucleo externo en el LPS
correspondiente al mutante AH-3005 (Fig. 4.14). Finalmente, la ORF7 de la region 1 wa
codifica una proteina que recibi6 el nombre de WahE y a la que le fue asignada la funcion
L-glicero-D-mano-heptosa  o-1,6-L-glicero-D-mano-heptosiltransferasa ~ (L,D-HeplV
transferasa), ya que el nacleo del mutante en el gen wahE, AH-3A7.1, difiere inicamente
del nucleo completo en la ausencia del residuo de L,D-HeplV (Fig. 4.11), lo que concuerda

con la presencia de antigeno O:34 (Fig. 4.7).

La figura 4.21 muestra la estructura quimica del nucleo del LPS de Aeromonas

hydrophila AH-3 y la funcion asignada a las enzimas implicadas en su biosintesis.

WzllaL Wz}hB WsllhE
AZO | ——» B-D-Gal(134 L-00D-HepIV-(1-56)
' ' >_‘ ' —‘ WaflaA
D-oc-D-HepII-(l—§—>6)-D-OL-D-HepI-(1%)6)-[3-D-Glc-(1w:—>4)-L-0c-D-HepI-(1%5)-0(-Kdo-(25%
W‘iuhC W;hD WiilaE WailaC -;-»-deA

0-D-GIeN-(1457)-L-0-D-HeplII-(1452)-L-0r-D-HeplI-(1453

WahA WahF WaaF

Figura 4.21. Esquema de la estructura quimica y de la funcion asignada a las enzimas implicadas en la biosintesis del
nucleo del LPS de 4. hydrophila AH-3. Las enzimas codificadas por genes que se hallan en la region 1 estan en verde, a
excepcion de la ligasa del antigeno O, que esta en rosa; las codificadas por genes de la region 2, en azul; y las codificadas
por genes de la region 3, en rojo.
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El estudio de la distribucién de algunos de los genes del nucleo externo y del gen
wahE mediante sondas de ADN mostrd su elevada conservacion dentro de las Aeromonas

mesofilas, siendo de esperar una conservacion del nacleo interno todavia mayor.

Los datos obtenidos muestran que el nucleo interno, consistente en Kdo, tres L,D-
Hep (I, IT y IIT) y Glc, es decir, el dominio del LPS sintetizado por la regiones wa 2 y 3 de
los genes del nucleo interno, es absolutamente necesario para la adicion de los
monosacaridos del nucleo externo. La ausencia de GIlcN afectaba, también,

significativamente, la incorporacion de los azucares del nucleo externo.

Mientras que la contribucion del lipido A y del antigeno O en la patogenicidad ha
sido bien estudiada, se sabe mucho menos sobre el papel que desarrolla el dominio del
nucleo del LPS. El ntcleo parece contribuir también en la patogénesis o en la adaptacion a
varias dianas del organismo hospedador, como sugiere la prevalencia de algunos tipos de
nucleo entre los aislamientos clinicos. El intercambio de los dos tipos de nticleo de K.
pneumoniae tiene un apreciable efecto en la virulencia de esta bacteria en un modelo
experimental de infeccion animal (Regué et al., 2005b). En Yersinia pestis, la mutacion en
cualquiera de los genes para la biosintesis de la region de las heptosas del ntcleo interno
induce susceptibilidad a la accidon bactericida del suero humano normal (Knirel et al.,
2007). El conocer las funciones de todos los genes implicados en las vias de biosintesis del
nucleo del LPS de 4. hydrophila y poseer la mayoria de mutantes en cada uno de ellos
permitira la realizacion del trabajo experimental dirigido al estudio del papel del nacleo del

LPS en la virulencia de esta bacteria.
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