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RESUMEN

El género Flavobacterium pertenece a la familia Flavobacteriaceae, dentro del filo
Bacteroidota. Flavobacterium johnsoniae fue descrita por primera vez en 1947 con
el nombre de Cytophaga johnsonae como una bacteria movil con pigmento
amarillo, siendo algunas especies patdégenas de peces. F. johnsoniae es un
organismo modelo para estudiar la motilidad deslizante (gliding). Carece de
flagelos o pili, y su movimiento depende de la presencia de adhesinas de
motilidad. F. johnsoniae tiene una composicién inusual de lipidos de membrana, ya
que presenta mayoritariamente lipidos libres de fosfato como sulfonolipidos (SF),
lipidos de ornitina (OL), lipidos de glicina (GL) y lipidos de serina glicina (SGL). A
diferencia de otras especies bacterianas mas estudiadas como Escherichia coli
solamente se ha identificado un fosfolipido, la fosfatidiletanolamina (PE), en F.
Jjohnsoniae.

Recientemente en nuestro grupo de investigacion describimos el gen fioh 2419
que codifica una enzima que cataliza un paso en la sintesis de SF. Un mutante
deficiente en este gen ya no puede formar SF, pierde su motilidad y es mas
sensible a una amplia gama de antibiéticos. Similar a otras bacterias donde los
lipidos de membrana juegan con frecuencia un papel en la respuesta a
condiciones de estrés abidtico es posible que en F. johnsoniae los lipidos tienen
una funciéon en estos procesos, por lo que, en el presente trabajo nos hemos
propuesto investigar el papel que juegan el OL y la PE.

En el presente trabajo hemos descubierto que el gen fjoh_0833 esta implicado en
la biosintesis de OL y construimos un mutante en dicho gen, que presenta una
disminucién de la motilidad, asi como una mayor sensibilidad a diversos
antibidticos.

Utilizando la misma metodologia hemos intentado construir un mutante deficiente
en el gen fioh 2598 implicado en la biosintesis de PE, pero sin éxito. Este

resultado sugiere que este gen es esencial para la sobrevivencia de F. johnsoniae.
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ABSTRACT

The genus Flavobacterium belongs to the family Flavobacteriaceae, within the
phylum Bacteroidota. Flavobacterium johnsoniae was first described in 1947 under
the name Cytophaga johnsonae as a motile bacterium with yellow pigment, some
species being pathogenic to fish. F. johnsoniae is a model organism for studying
gliding motility. It lacks flagella or pili, and its movement depends on the presence
of motility adhesins. F. johnsoniae has an unusual membrane lipid composition, as
it mainly features phosphate-free lipids such as sulfonolipids (SF), ornithine lipids
(OL), glycine lipids (GL), and serine glycine lipids (SGL). Unlike other, more studied
bacterial species such as Escherichia coli, only one phospholipid,
phosphatidylethanolamine, (PE) has been identified in F. johnsoniae.

Recently, our research group described the gene fjoh 2419, which encodes an
enzyme that catalyzes a step in SF synthesis. A mutant deficient in this gene can
no longer form SF, loses its motility, and is more sensitive to a wide range of
antibiotics. Similar to other bacteria where membrane lipids frequently play a role in
the response to abiotic stress conditions, we thought it possible that lipids in F
Jjohnsoniae might have a function in these processes. Therefore, in this work, we
wanted to investigate the role of OL and PE.

We have shown that the fjioh 0833 gene is involved in OL biosynthesis and we
constructed a mutant in this gene, which exhibits decreased motility, as well as
increased sensitivity to various antibiotics.

Using the same approach we have tried to construct a mutant deficient in the
fjoh_2598 gene involved in PE biosynthesis, but without success. The presence of

this gene is thought to be essential for the survival of F. johnsoniae.
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INTRODUCCION

Membranas bacterianas

La membrana celular lleva a cabo diversas funciones celulares. Separa el
contenido interior de la célula del medio exterior, sirviendo como una barrera
selectiva y de permeabilidad para la entrada o la salida de moléculas, evitando asi,
la pérdida pasiva de componentes del citoplasma y la entrada indiscriminada de
moléculas. También participa en otros procesos como por ejemplo la motilidad, la
produccion de ATP, patogenicidad, y resistencia al estrés abidtico (Madigan et al.,
2006).

Las bacterias son microorganismos procariotas con un tamafio que comunmente
oscila entre 0,5 y 5 ym de longitud. Una de las clasificaciones mas usadas en la
microbiologia se basa en la técnica de tincion de Gram descrita por el bacteriélogo
danés Christian Gram. Esta tincion permite dividir las bacterias en Gram-negativas
y Gram-positivas, las cuales se diferencian en la estructura de su envoltura celular
(Fig.1). Las bacterias Gram-positivas presentan una pared celular gruesa formada
por varias capas de peptidoglicano y una membrana interna (Ml), mientras que las
bacterias Gram-negativas contienen una MI, una membrana externa (ME) y una
capa delgada de peptidoglicano entre las dos membranas (Madigan et al., 2006).
El espacio periplasmatico de las bacterias Gram-negativas, es un espacio de
importancia osmoética y transporte de metabolitos, enzimas hidroliticas, proteinas,
sustancias toxinas entre otros sustratos, hacia la membrana externa (Fig.1) (Rock
et al., 2008; Murakami et al., 2020).

La MI esta compuesta principalmente por lipidos de membrana que pueden variar
segun la especie bacteriana y proteinas. Por otro lado, la ME es la primera barrera
en las bacterias Gram-negativas, en ella estan embebidas las porinas (Fig.1), que
actuan como canales para la entrada y salida de sustancias hidrofébicas de bajo

peso molecular. En la monocapa externa de la ME se encuentran los
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lipopolisacaridos (LPS) también llamados endotoxina (Madigan et al., 2006);
dentro de la estructura del LPS se encuentra el primer componente; el lipido A que
se relaciona con la patogenicidad, siendo el ancla hacia la membrana, después se
encuentra el segundo componente; core o el oligosacarido central y por ultimo se
une el tercer componente; antigeno O (Cadena de polisacaridos externa) sirviendo
de reconocimiento inmunitario, estos tres principales componentes se unen
covalentemente para dar la estructura al LPS (Mandrell et al., 1993; Raetz et al.,
2007). La monocapa interna de la ME estda compuesta de fosfolipidos, pero en
algunas bacterias también se ha observado la presencia de lipidos libre de fosforo
como lipidos de ornitina, esfingolipidos o sulfonolipidos (Sohlenkamp & Geiger,
2016). Las lipoproteinas estan presentes tanto en las bacterias Gram-negativas y
Gram-positivas, participan principalmente en procesos de virulencia (Nakayama et
al., 2012).

Gram-negativas Gram-positivas

Membrana
externa (M

“Peptidoglicand

—— Espacio ——

PTETITRIE ARRLRRTLL. erers IRREREEERENS

citoplasmatica
(M1)

0888008

I Lipopolisacaridos MPorina lProten’na

Figura 1.- Representacion esquematica de la envoltura celular de bacterias-Gram
negativas y Gram-positivas. Las bacterias Gram-negativas presentan las siguientes
caracteristicas: una membrana citoplasmatica o membrana interna (MIl) compuesta
principalmente de lipidos anfipaticos como por ejemplo los fosfolipidos, una capa mas
delgada de peptidoglicanos que en las bacterias Gram-positivas, y una membrana externa
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(ME) que contiene lipopolisacaridos (LPS). Entre la Ml y la ME existe un espacio
denominado espacio periplasmico. Las bacterias Gram-positivas generalmente presentan
las siguientes caracteristicas: la Ml y una capa gruesa de peptidoglicano. Las porinas
estan presentes en bacterias Gram-negativas. En el caso de que se presenten, los pili y
los flagelos se encuentran embebidos a las dos membranas. Figura tomada de Manual of
Clinical Microbiology. 12ed., Carroll et al., 2019.

Algunos mecanismos de motilidad bacteriana

La membrana plasmatica juega un papel importante para explotar los recursos y
entornos disponibles al ser sostén de estructuras implicadas en la motilidad.

Algunos de estos mecanismos de motilidad estudiados son:

Motilidad por nado (Swimming motility)

El nado se basa en la rotacidn de apéndices helicoidales delgados llamados
filamentos flagelares. La rotacion de un filamento flagelar es impulsada en su base
por un motor giratorio reversible y lo empuja hacia adelante en linea recta.
Dependiendo de la bacteria los filamentos flagelares compuestos de flagelina, se
encuentran en distintas posiciones, por ejemplo en: a) Peritrico: Los flagelos estan
distribuidos a lo largo del cuerpo celular como en E. coli y Salmonella enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium, o S. enterica; b) Polar: Los flagelos se
pueden colocar en uno o ambos polos, por ejemplo, Vibrio cholerae tiene un
flagelo en un polo, o multiples flagelos en cualquier polo, como en Spirillum
volutans (Navish et al., 2022).

Motilidad de enjambre (Swarming motility)

Esta forma de movimiento se ha observado en géneros bacterianos como

Escherichia, Salmonella, Bacillus, Vibrio, Pseudomonas, Serratia y Paenibacillus.
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El enjambre también esta impulsado por flagelos, pero a diferencia del nado,
ocurre en una superficie solida o semisdlida (cuasi-2D) de manera que el
movimiento de células es colectivo y no individual, combinado con el crecimiento

celular, conduce a un rapido alejamiento de la colonia inicial (Navish et al., 2022).

Motilidad espasmoddica (Twitching motility)

Esta motilidad se ha estudiado en bacterias como Myxococcus xanthus,
Pseudomonas aeruginosa y Neisseria gonorrhoeae. Este movimiento no
implementa flagelos sino filamentos delgados llamados "pili tipo IV", que estan
compuestos por pilina y se desplazan por superficies solidas o semisdlidas,
utilizando un movimiento de gancho a diferencia de los flagelos que utilizan un

movimiento helicoidal.

Los pili de manera general también se ven asociados a procesos como la
adhesion del huésped, la captacion de ADN, la depredacion, la virulencia, la
fototaxis etc. La maquinaria del pilus tipo IV esta estrechamente relacionada con el

sistema de secrecidn tipo Il de las bacterias Gram-negativas (Navish et al., 2022).

Motilidad deslizante (Gliding motility)

Para este movimiento no se requiere la ayuda de flagelos o pili. Un organismo
modelo para estudiarlo es Flavobacterium johnsoniae (Wadhwa et al., 2022). El
mecanismo de motilidad deslizante es por medio de la secrecion de adhesinas de
motilidad, estas son proteinas que permiten el movimiento a partir de la adhesion
0 union a algunos sacaridos, tal es el caso de la adhesina remA. Este movimiento
esta relacionado con el sistema de secrecion tipo IX (T9SS) siendo responsable
de la secrecion de estas adhesinas, asi como para la secrecion de factores de
virulencia (Barbier et al., 2020). Recientemente se reportd por medio de un andlisis

de microscopia electronica de SprB (adhesina), que el mecanismo de esta
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motilidad se debe a un impulso de estas adhesinas a lo largo de vias/carriles bajo
la membrana externa que le serviran de anclaje, formando un multiple-carril. Sin

embargo, este tipo de motilidad todavia sigue en estudio (Shibata et al., 2023)

Lipidos de membrana de bacterias

Los lipidos de membrana cumplen una funcion estructural al formar la bicapa
lipidica de las membranas celulares, creando una barrera fisica semipermeable
que delimita la célula. Participan en diversos procesos esenciales como por
ejemplo en el transporte, movimiento celular y patogenicidad etc. Estos lipidos se
clasifican como lipidos saponificables complejos y son de caracter anfifilico: se
componen de un extremo hidrofilico siendo este su grupo cabeza y un extremo
hidrofébico formado por cadenas hidrofébicas largas de acilo o alquilo (Fig. 2)
(Vance & Vance, 2008). La bacteria modelo Gram-negativa E:coli posee los
glicerofosfolipidos (GL) fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG), vy
cardiolipina (CL) (Rock et al., 2008). Otro GL ausente en E. coli pero presente en
algunas bacterias de importancia sanitaria como Bartonella spp. y Brucella spp. es
la fosfaditilcolina (PC) (Fig. 2) (Vences-Guzman et al., 2014).
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Figura 2.- Estructuras de algunos fosfolipidos presentes en bacterias.
Fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) y fosfatidilcolina (PC).
En el caso de la PC la parte hidrofébica y la parte hidrofilica del fosfolipido estan

sefialadas. Tomada de Vences-Guzman et al., 2014.
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Importancia de los lipidos de membrana en las bacterias en la respuesta al
estrés abiético.

Muchas bacterias alteran la composicién de los lipidos de membrana en respuesta
a variaciones del ambiente. Una de las estrategias para enfrentar cambios de

temperatura es adaptar la fluidez de la membrana aumentando o reduciendo la
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saturacion o insaturacién de lipidos (Denich et al., 2003). La proteobacteria
Desulfobacter aumenta la proporcion de acidos grasos ramificados e insaturados

en respuesta al frio (Kdénneke et al., 2013).

Otra variacién que puede presentar el ambiente es el cambio de pH, en diferentes
bacterias se han identificado diversas estrategias en respuesta a estrés por acidez
como el bombeo de protones, reparacion o proteccion de macromoléculas,
producciéon de amonio y reacciones de descarboxilacion que consumen protones
que causan un aumento del pH intracelular o evitan que disminuya el pH
citoplasmatico. Asi se reducen los efectos nocivos de los protones como el dafio al
ADN, dafo a la membrana, mal plegamiento de las proteinas o la reduccién de la
actividad enzimatica (Lund et al., 2014). También se han reportado modificaciones
de lipidos de membrana en respuesta a condiciones de acidez y temperatura. La
mutante de Rhizobium tropici CIAT899 deficiente en la formacion de un OL
hidroxilado muestra un fenotipo que logra crecer a altas temperaturas (42 °C) y en

condiciones de acidez (pH 4.0) (Vences-Guzman et al., 2011).

Biosintesis del fosfolipido PE

En E. coli la PE compone el 80% de los lipidos de su MI (Neidhardt et al., 1996).
Su sintesis en E. coli comienza a partr de CDP-DAG (citidina
difosfato-diacilglicerol) (Fig. 3). En un primer paso, la enzima fosfatidilserina
sintasa (PssA) condensa el CDP-DAG con el aminoacido L-serina, formando el
lipido anionico fosfatidilserina (PS) y liberando citidina monofosfato (CMP).
Después la PS es descarboxilada por la PS descarboxilasa (Psd), obteniendo
como productos PE y CO, (Rock et al., 2008 y Sohlenkamp et al. 2016). Se han
descrito versiones hidroxiladas de PE en géneros bacterianos como Ralstonia y
Burkholderia, y una enzima aun desconocida cataliza la formacion de 2-OH-PE a
partir de PE (Gonzalez-Silva et al., 2011). Recientemente se ha identificado otra
via para la biosintesis de PE en Xanthomonas campestris, que sintetiza PE a partir
de CDP-DAG y etanolamina (Fig. 3) (Moser et al., 2014).
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Figura 3.- Biosintesis de fosfatidiletanolamina en bacterias. El primer paso de la
sintesis de fosfatidiletanolamina (PE), comienza cuando el CDP-diacilglicerol es
condensada con serina para formar fosfatidilserina (PS) catalizado por la enzima
fosfatidilserina sintasa (PssA). En el segundo paso, la PS es descarboxilada por la enzima
fosfatidilserina descarboxilasa (Psd) para producir PE. La PE puede ser hidroxilada en
algunas bacterias pero la hidroxilasa responsable para la formacién de 2-OH-PE es aun
desconocida. Una segunda via de biosintesis de PE descrito en Xanthomonas es por la
via CL/PE sintasa, donde se cataliza PE a partir de CDP-diacilglicerol y etanolamina.
Tomada y modificada de Sohlenkamp et al., 2016 y Gonzalez-Silva et al., 2011.

Biosintesis de lipidos de membrana libres de fosforo en bacterias

Ademas de los glicerofosfolipidos mencionados arriba se ha descrito una gran
diversidad de lipidos de membrana y muchos de estos lipidos carecen de fosforo
en su estructura. En varias bacterias estos lipidos libres de fésforo solamente se
sintetizan en respuesta a condiciones de limitacion de fosfato, mientras que otras
bacterias los forman también en condiciones de exceso de fosfato. Se ha
observado el reemplazo de fosfolipidos (PE, PG o PC) de sus membranas por
lipidos de membrana libres de fésforo como diacilglicerol trimetil homoserina

(DGTS), sulfoquinovosil diacilglicerol (SQD), lipido de glicina (GL) o lipidos de
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ornitina (OLs) (Sohlenkamp et al., 2016). Este tipo de remodelaje se ha estudiado
con bastante detalle en Sinorhizobium meliloti 1021, que en condiciones normales
de crecimiento produce los lipidos de membrana; PG, CL, PE y PC. Al crecer en
limitacion de fosfato, algunos de sus fosfolipidos son reemplazados por lipidos que
no contienen fésforo como SQD, DGTS y OLs (Geiger et al., 1999).

Lipidos de ornitina

Los lipidos de ornitina (OL) probablemente son los lipidos de membrana libres de
fésforo mas estudiados. Estan presentes en varios géneros bacterianos, sin
embargo, estan ausentes de arqueas y eucariontes. En las bacterias
Gram-negativas se encuentran enriquecidos en la ME y frecuentemente se ha
observado un aumento de estos lipidos cuando la bacteria en cuestidon se crece en
ambientes con baja concentracion de fosfato, probablemente actuando como
sustituto de fosfolipidos. También, se ha reportado su presencia en algunas
bacterias Gram-positivas, como Streptomyces, y Mycobacterium (Lépez-Lara et
al., 2003; Geiger et al., 2010; Vences-Guzman et al., 2012; Parsons et al., 2013;
Kim et al., 2018). En 2002 y 2004 se describié en S. meliloti por primera vez una

via completa para la biosintesis de OLs:

1.- El primer paso es catalizado por la N-aciltransferasa OlIsB, que cataliza la
transferencia de un grupo acilo 3-hidroxilado, desde una proteina acarreadora de
acilos (ACP), al grupo a-amino de la ornitina, formando el lisolipido de ornitina
(LOL).

2.- En el segundo paso la O-aciltransferasa OlIsA cataliza la transferencia de un
segundo grupo acilo, desde una ACP, al grupo 3-hidroxilo del LOL, formando el OL
(Gao et al., 2004; Weissenmayer et al., 2002; Vences-Guzman et al., 2014).

Varios afnos mas tarde se describié la proteina bifuncional OlsF en Serratia
proteamaculans la cual cataliza una N-acilacion seguido por una O-acilacion

llevando a la formacion de lipidos de ornitina (Vences-Guzman et al., 2015) (Fig. 4)

19



ackdo grase Jram e T kP . acido grass
-hidrosilade . L+ - hidroullasda

Wessenmayer, &f &, 200F; Gaoef al., 2004 Wencas. of al. 2015

Figura 4.- La biosintesis de lipidos de ornitina (OLs). Figura tomada y modificada de

Weissenmayer et al., 2002; Gao et al., 2004; Vences-Guzman et al., 2015.

Sulfonolipidos

Los sulfonolipidos (SF) son lipidos anfipaticos relacionados estructuralmente con
los esfingolipidos que se han encontrado hasta ahora solamente en el grupo
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroidetes. En F. johnsoniae se describidé la
identificacion de la aciltransferasa cisteato-grasa fioh 2419 requerida para la
sintesis de capnina, precursor para la biosintesis de sulfobacina o SF (Fig. 5)
(Vences-Guzman et al., 2021). Mutantes deficientes en este gen pierden casi por
completo la motilidad por gliding indicando que su presencia es importante para la
motilidad de deslizamiento. En las bacterias aerobias, el precursor de la capnina,
el cisteato, es producido por una cisteato sintasa dependiente de fosfato de
piridoxal (PLP) (CapA1), un homdlogo cercano de la cistationina B-sintasa (CBS).
Recientemente en bacterias anaerobias se identific6 AfCapA2, un homadlogo de la
cisteato sintasa arqueal de la bacteria anaerobia Alistipes finegoldii con capacidad

de catalizar la conversion de O-fosfoserina (OPS) a cisteato (Yang S et al., 2025).
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Figura 5.- Via de biosintesis propuesta de sulfonolipidos (SF) en F. johnsoniae.
Cisteato y acil-CoA son condensados para formar capnina, CO, y coenzima A en una
reaccion catalizada por fjioh 2419 (Vences-Guzman et al., 2021). La N-acilacion de
capnina con diferentes acidos grasos produce los SF (Geiger et al., 2010). Se han descrito
diferentes SF, entre ellos sulfobacina B y sulfobacina A, los cuales se distinguen en la
presencia de un grupo hidroxilo en la posicion C3 del acido graso amidificado
(Vences-Guzman et al., 2021).
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ANTECEDENTES

Flavobacterium es un género de bacterias Gram-negativas, que pertenece a la
familia Flavobacteriaceae, dentro del filo Bacteroidota (McBride et al., 2009; Liu X
et al., 2025). Presenta motilidad por gliding (Nelson et al., 2008; Shrivastava et al.,
2012; Nakane et al., 2013), y forma colonias de pigmento amarillo. Es de
importancia ecoldgica ya que algunas especies son patdgenas de peces (Stanier
et al., 1947; Raetz et al. 1990) como F. psychrophilum, causante de la enfermedad
del agua fria o sindrome del alevin de la trucha (Barbier et al., 2020), F.
branchophilum, ocasiona la enfermedad de las branquias (Speare et al., 1995)y F.
columnare da lugar a la enfermedad de la columna (LaFrentz et al., 2018). Estas
enfermedades infecciosas se suman a la causal de la pérdida de un 10 % de todos
los animales acuaticos cultivados, lo que equivale a mas de 10 mil millones de
USD en pérdidas anuales a escala mundial (Adams et al., 2019). La motilidad de
esta bacteria se ha relacionado con su patogenicidad, porque un mutante
deficiente en el gen gldN, muestra una disminucion en la patogenicidad y una
detencién de gliding (Barbier et al., 2020). F. johnsoniae es un modelo ideal para
estudiar el gliding alcanzando una velocidad de desplazamiento de 2 a 10
micrometros por segundo. Su genoma tiene un tamano de 6.09 Mb, y contiene
5,017 genes predichos (Fig. 6) (Pate et al., 1988).
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Figura 6.- Imagen adquirida después de 72 h de motilidad por gliding en una placa
petri de medio MM de F. johnsoniae, la imagen se toma de un video por la técnica de

timelapse, (Vences-Guzman et al., 2021).

Las bacterias mejor estudiadas con relacion a la composicion lipidica de su
membrana presentan en su gran mayoria o exclusivamente lipidos con fésforo o
fosfolipidos. Nuestro modelo de estudio F. johnsoniae, al contrario, presenta una
composicion de la membrana muy distinta, en la cual los fosfolipidos son una
minoria. Se han descrito lipidos sin fésforo como sulfonolipidos (SF), lipidos de
ornitina (OL), lipidos de glicina (GL) y lipidos de serina glicina y solamente un
fosfolipido, la fosfatidiletanolamina (PE) (Fig.7) (Sohlenkamp et al., 2016).
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Figura 7.-TLC en dos dimensiones de lipidos de F. johnsoniae UW101 marcados con
acetato ['*C]. PE: fosfatidiletanolamina, OL: lipido de ornitina, SF: sulfonolipido, GL: lipido

de glicina, SGL: lipido de serina glicina y un lipido todavia no identificado (X).

Recientemente en nuestro grupo de investigacion reportamos que el gen
fjoh_2419 codifica una enzima que cataliza un paso de la sintesis de SF
(Vences-Guzman et al., 2021) (Fig. 5). Esta mutante pierde casi completamente su

motilidad y se vuelve mas sensible a una amplia variedad de antibiéticos (Fig.8).
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Figura 8.- Una mutante de F. johnsoniae deficiente en fjoh_2419 pierde casi
completamente la motilidad por gliding. (A) F. johnsoniae silvestre medio MM; (B) F.

Jjohnsoniae mutante deficiente en fjoh_2419 medio MM, (Vences-Guzman et al., 2021).

Por lo tanto, sabemos que la presencia de SF es importante para la motilidad por
gliding, pero es posible que otros lipidos también sean necesarios para este
proceso, ya que no se ha elucidado por completo este proceso, ademas, se ha
reportado que componentes membranales también estan involucrados en este
movimiento pertenecientes al T9SS, por lo que los lipidos quizas jueguen un papel
estructural importante. Es por esto que en nuestro grupo de investigacion se
buscaron genes cuyos productos mostraran dominios conservados de enzimas ya
descritas en vias de sintesis de lipidos de membrana. Esto se realizé mediante un

alineamiento de secuencias multiples BLAST (Tabla 1).
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Tabla 1.- Propuesta de genes que codifican para enzimas que posiblemente

participen en la biosintesis de lipidos de membrana de F. johnsoniae.

Genes Anotacion hipotética de la | Proteinas homologas
candidatos en F. | proteina codificada en | con funcién ya
johnsoniae Flavobacterium caracterizada
fjoh_0833 Fosfolipido/glicerol OlsF de S.
aciltransferasa proteamaculans
fjoh_2598 Fosfofatidilserina sintasa (enzima | Pss de S. meliloti

que cataliza el primer paso en la

sintesis de PE)

fjoh_2597 Fosfatidilserina  descarboxilasa | Psd de S. meliloti
(enzima que cataliza el segundo

paso en la sintesis de PE)

fjoh_1025 Enzima que cataliza el primer| Sinac_1599 (OlsH) de
paso de la sintesis de lipidos de | S. acidiphila
glicina

fjoh_1801 Enzima que cataliza el segundo | Sinac_1601 (Olsl) de S.

paso de la sintesis de lipidos de | acidiphila

glicina

En esta busqueda genética se debe destacar la importancia ya reportada de
algunos de estos lipidos, por ejemplo; OL que esta implicado en la respuesta a
estrés abiotico y patogenicidad en algunos géneros bacterianos (Vences-Guzman
et al., 2011 y Aktas et al., 2014), Ademas de que PE se ha observado es
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importante para la vitalidad bacteriana, sin embargo, en nuestra bacteria modelo

no se conoce el posible papel que pudiera desempefiar el OL y PE.

JUSTIFICACION

Los lipidos de las membranas bacterianas juegan un papel fundamental en la
sobrevivencia de las bacterias cuando son sometidas a diferentes estreses
abidticos. Estos lipidos sufren cambios y/o modificaciones, en algunos casos se
dejan de sintetizar o surgen nuevos lipidos que podrian alterar las propiedades de
las membranas lo que les permite adaptarse a los diferentes ambientes. Se
desconoce si Flavobacterium modifica su membrana y/o sustituye los lipidos de
estas en respuesta a diferentes condiciones de estrés abidtico como por ejemplo

temperatura, sensibilidad a antibiéticos, déficit de nutrientes y estrés salino.

Anteriormente se ha reportado que la ausencia de sulfonolipidos detiene el gliding
en Flavobacterium, sin embargo, esta relacion entre lipidos y motilidad no esta
clara, ademas de que se desconoce qué otros lipidos podrian estar implicados en
este movimiento y cdomo influyen frente a algunos estreses abidticos,

especificamente el papel del OL y PE como el unico fosfolipido reportado.

Por lo tanto, este estudio propuesto de los lipidos en F. johnsoniae, es de
relevancia en la fisiologia bacteriana pues es parte del analisis de membranas
bacterianas con escasos fosfolipidos en comparacion con otras bacterias de
estudio.

En este trabajo se pretende entender la funcién de los lipidos de membrana OL y
PE de F. johnsoniae y si F. johnsoniae modifica la composicion de su membrana

en condiciones de estrés abidtico.
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HIPOTESIS

1) F. johnsoniae modifica la composicion lipidica de sus membranas como una

adaptacion a condiciones de estrés abidtico.

2) Algunos otros lipidos de membrana de F. johnsoniae podrian contribuir al

movimiento deslizante (gliding).

OBJETIVO GENERAL

Identificar los genes que codifican las enzimas requeridas para la sintesis del
lipido de ornitina (OL) y fosfatidiletanolamina (PE) de F. johnsoniae y definir

algunas de las funciones que estos lipidos tienen.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Identificar el conjunto de genes implicados en la sintesis de lipidos de ornitina
(OL) y fosfatidiletanolamina (PE) en F. johnsoniae y construir mutantes deficientes

en la formacion de cada uno de estos lipidos.

2.-Caracterizar las mutantes construidas, en especial con base a su capacidad de

motilidad por gliding, y resistencia a diferentes estreses abidticos.
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METODOLOGIA GENERAL

Tabla 2.- Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

CEPAS Y ESPECIFICACIONES | RESISTENCIA | REFERENCIA
PLASMIDOS A
F. johnsoniae | Aislado del suelo, Kanamicina (Reichenbach et al.,
DSM2064 UK 1989; Bernardet et
al., 1996)
E. coli Cepa de expresion | Cloranfenicol | (Studier et al., 1991)
BL21(DE3)
pLysS
E. coliDH5a |recA1 ® 80 lacZAM | Ninguno (Hanahan et al.,
15; cepa de 1983)
clonacion
F. johnsoniae | Mutante de F. Ampicilina Este trabajo
MALO 01 Jjohnsoniae
deficiente en el gen
Afjoh_0833
F. johnsoniae | Mutante MALO 01 Ampicilina y Este trabajo
MALO 01-C | complementado con .
. tetraciclina
plasmido
pCP23/fjoh_0833
F. johnsoniae | Mutante MALO 01 Tetraciclina Este trabajo
MALO 01 PV | con plasmido vacio
pcP23
Plasmidos
pUC19 Vector de clonacion | Carbenicilina | (Yanisch-Perron et
al., 1985)
pET9a Vector de expresion | Kanamicina (Studier et al.,1991)
para E. coli
BL21(DE3)
pYT354 Plasmido suicida Eritromicina (Zhu et al., 2017)

para Flavobacterium
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pcP23 Vector de expresion | Tetraciclina Agarwal et al.,1997)
para Flavobacterium
pcP2301 pCP23/fjoh_0833 Tetraciclina Este trabajo

1.- Identificacidon de genes y proteinas de interés

Sintesis de lipido de ornitina

Se realizé un alineamiento multiple de proteina con la secuencia de aminoacidos
de OIsF de S. proteamaculans (ID de acceso: WP_129934566.1) con BLASTP, en
KEGG, utilizando como filtros el codigo de nuestro organismo modelo “T00508
Flavobacterium johnsoniae”. ElI mejor hit con 30% de identidad fue el gen
fioh_0833 el cual es un posible candidato para codificar una proteina involucrada
en la sintesis de lipidos de ornitina. El tamafo del gen es de 1803 bp y su ID de
acceso es: ABQ03867.1 (Fig. 9).

Kw KEGG Genome Browser - Flavobacterium johnsoniae UW101

[ Copy URL | Image file | Help ]
fjo; Flavobacterium johnsoniae UW101  Length : 6,096,872 (circular)
Position : 935824 | - 956844 [ Select mode

T T T T T T T T
16,000 938,000 940,000 542,000 944000 945,000 948,000 950,000

Fioh_0826

Fjoh_0825 Fjoh_0827Fjoh_0828 Fjoh_0829 Fjoh_0833

Sy y [ | ——
[ | e« = u
0824 Fjoh_0830 Fjoh_0831 Fioh_0834 Fjoh_0836Fjoh_0839

q n [ |
Fjoh_0832 Fjoh_0835Fjoh_0838
Fjoh_0837

Figura 9.- Mapa de la region gendmica de F. johnsoniae que contiene el gen
fjoh_0833. El gen flanqueante rio arriba fjoh_0832 es anotado como codificando una
exodesoxirribonucleasa posiblemente relacionado en procesos de reparacién/escision del
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DNA. Los genes flanqueantes del fioh 0834 al fjoh_0838, rio abajo son anotados como
proteinas hipotéticas. Figura tomada de KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, los colores mostrados de cada gen representan categorias funcionales,
utilizados en mapas de vias metabdlicas globales y mapas gendémicos. Gris: ninguna
categoria, naranja; Metabolismo de otros aminoacidos, azul: Metabolismo de
carbohidratos, rosa palido: Procesamiento de la informacién genética, verde palido;
Procesos celulares.

Sintesis del fosfolipido fosfatidiletanolamina (PE)

Se realizd un alineamiento multiple con la secuencia de aminoacidos de la
fosfatidilserina sintasa de S. meliloti (Sohlenkamp et al., 2004) (ID de acceso:
CAC45701) en KEGG, utilizando como filtros el codigo de nuestro organismo
modelo “Flavobacterium johnsoniae UW101”. La proteina codificada por el gen
fjoh_2598 mostré un 17.7% de identidad y fue el mejor candidato a codificar una
proteina involucrada en la sintesis de PE en F. johnsoniae. El gen tiene un tamanio
de 891 bp y su ID de acceso es: ABQ05625.1 (Fig. 10).

ch KEGG Genome Browser - Flavobacterium johnsoniae UW101

[ Copy URL | Image file | Help ]
fio; Flavobacterium johnsoniae UW101  Length : 6,096,872 (circular)

Position : |  3083088|- 3104108 O Select mode

T T T T T T T
3,084,000 3,086,000 3,088,000 3,090,000 3,092,000 3,094,000 3,096,000

Fjoh_2593
[ |
|| [ { I o [ HE
I_2588 Fjch_2530 Fjoh_2591 Fjoh_2592 Fjoh_2594 Fjoh_2597  Fjoh_259% Fjo
O q .l ‘
Fioh_2589 Fjoh_2595  Fjoh_2598  Fjoh_2600
[ |
Fioh_2596

Figura 10.- Mapa de la region genémica de F. johnsoniae que contiene el gen
fioh_2598. El gen flanqueante rio arriba fijoh 2597 es anotado como fosfatidilserina
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descarboxilasa relacionado en procesos de biosintesis de fosfatidiletanolamina. Rio abajo
se encuentra el gen fjoh_2599 anotado como codificando una proteina hipotética con
funciéon desconocida. Figura tomada de KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, los colores mostrados de cada gen representan categorias funcionales,
utilizados en mapas de vias metabdlicas globales y mapas gendémicos. Gris: ninguna
categoria, naranja; Metabolismo de otros aminoacidos, amarillo; Procesamiento de
informacion ambiental, azul turgesa; metabolismo de los lipidos, azul palido; Familias de
proteinas, rosa palido; Procesamiento de la informacién genética.

2.- Construccion de mutantes sencillas deficientes en fjoh_0833 o fjoh_2598

Se disefaron cebadores (oligos) rio arriba (L1 y L2) y rio abajo (L3 y L4) de los
genes (fioh 0833 y fioh 2598) (anexo 1). Los oligos L1 y L2 amplifican un
fragmento de 1 kb de ADN gendmico rio arriba del gen en cuestion (RA). De
manera similar, los cebadores L3 y L4 amplifican aproximadamente 1 kb de ADN
gendmico rio abajo del gen de interés (RB) (Fig. 11, A). El oligo L3 presenta una
parte complementaria al oligo L2, lo que permite hacer una segunda reaccion de
PCR con el primer y el segundo producto de PCR como moldes, utilizando los
oligos L1 y L4, asi obteniendo un tercer fragmento de PCR de 2 kb que junta

ambas regiones flanqueando el gen de interés (Fig. 11 B).

Este tercer fragmento de PCR se digirié6 con las enzimas de correspondientes
(anexo 1) para subclonar en el vector suicida pYT354 (Zhu et al.,, 2017)
obteniendo pYTO01 (pYT354/tercer fragmento de PCR) (Fig. 11, C). Se transformé
el plasmido pYTO01 a la cepa E. coli S17-1 (protocolo 2.1 y 2.2) y posteriormente a
través de un cruce diparental, se introdujo el plasmido pYTO1 a la cepa silvestre
de F. johnsoniae siguiendo el protocolo 2.3. de esta seccion. Los transconjugantes
se seleccionaron en medio MC que contenia eritromicina para seleccionar
recombinantes individuales en un primer paso. El plasmido pYT354 contiene el
gen sacB (Zhu et al., 2017), que confiere sensibilidad a la sacarosa a muchas
bacterias. Después, los recombinantes individuales se colocaron en condiciones
no selectivas (precultivo liquido) en medio complejo durante un dia antes de
sembrarlos en medio MC sélido que contenia sacarosa a una concentracion de

12,5 % (peso/vol). Por lo tanto, con condiciones de crecimiento en alto contenido
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de sacarosa se selecciond en favor de recombinantes dobles y de la pérdida de

las secuencias del vector de pYT354 del genoma bacteriano.

PCR de 1 kb rio arriba (rosa) y 1 kb rio abajo (amarillo) del gen de
interés (Fjoh_0833 o Fjoh_2598, en azul) hecho con las enzimas
correspondientes (EZ, rojo).

L1 L2 L3 L4
TRa ) NGRS ) re >

ST TS ST TS
T h—— TR
s LLLLLLLLILILS s LIS
B L1 rio arriba (RA) rio abajo (RB)

+ Fragmento de PCR rlo arriba (RA) y
rio abajo (RB) del gen de interés se
clonara en el plasmido suicida.

Mutantes por delecién del gen de
interés en el genoma de F.
johnsoniae con el plasmido suicida
pYT354.

Plasmido suicida
pYT354 -RA/RB

Plasmido suicida

pYT354

Figura 11.- Esquema general de metodologia que se siguié para la construcciéon del

mutante en el gen de interés.
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2.1.- Obtencion de células quimiocompetentes de cepas de E. coli con CaCl,

El siguiente protocolo se obtuvo y se modifico de Morrison, 1977.

1.

© N o g s~ w»

9.

Crecer la cepa de interés de E. coli en medio LB soélido con los antibidticos
apropiados.

Inocular una colonia aislada en 10 ml de medio LB, e incubar con agitacion
toda la noche (16 h aproximadamente).

Incubar el cultivo en hielo por 20 min.

NOTA. Enfriar también todas las soluciones a emplear en hielo.

Centrifugar a 4,000 g (4 °C) por 15 min. Desechar el sobrenadante.
Resuspender las células suavemente en 250 ml de 0.1 M de MgCl,.
Centrifugar a 4,000 g (4 °C) por 15 min. Desechar el sobrenadante.
Resuspender las células con suavidad en 250 ml de 0.1 M de CaCl,, e
incubar en hielo por 20 min.

Centrifugar a 4,000 g (4 °C) por 15 min. Desechar el sobrenadante.

10.Resuspender las células con suavidad en 50 ml de 0.1 M de CaCl, + 15%

glicerol (vol/vol).

11. Alicuotar (100 pl) en tubos eppendorf estériles enfriados previamente y

depositarlos en hielo.

12. Almacenar a -80 °C.

2.2.- Transformacion de E. coli

A 200 pl de células competentes de la cepa de E. coli S17-1 se agregaron

10 ul de la reaccion de ligacion, y las células se incubaron 30 minutos en hielo.

A las células se les aplicé un choque térmico de 42 °C por 2 minutos y se

incubaron nuevamente en hielo por 5 minutos.
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Luego se agreg6b 1 ml de medio LB estéril y se incubaron a 37 °C en
agitacion durante 1 h. Posteriormente, se plaquearon 100 pl de cada

transformacién en placas de medio sélido con su respectivo antibidtico (Tabla 2).

2.3.- Obtencion de colonias transconjugantes de la bacteria de interés.

Conjugacion

La cepa receptora se sembro en cajas de medio MC y se crecié por 72 h a
30 °C, posteriormente se cultivaron las cepas requeridas en matraces de 125 ml
con 30 ml de medio MC liquido con sus respectivos antibiéticos (Tabla 2) por 16 h,
en agitacion a 300 rpm a 30 °C. También se crecio la cepa donadora en cajas de
medio LB por 72 h a 30 °C. Posteriormente se cultivaron las cepas requeridas en
matraces de 125 ml con 30 ml de medio LB liquido con sus respectivos

antibiéticos (Tabla 2) por 16 h, en agitacion a 300 rpm a 30 °C.

e Cepa receptora: sin antibiético
e Cepa donadora: E. coli S17-1 con el plasmido a movilizar y antibiéticos

correspondientes (Tabla 2)

Se mezclaron en tubos Eppendorf 1 ml de cultivo de la cepa receptora, y 250 pl
de cultivo de la cepa donadora y se centrifugaron por 4 minutos a 4,000 rpm. Se
lavaron las células 3 veces con medio LB liquido sin antibidtico. Posteriormente las
células se resuspendieron en 100 pyl de medio LB liquido sin antibidtico y se
distribuyeron por goteo en una placa de LB sin antibiotico. Las cajas se incubaron
por 24 h a 30 °C.

3.- Identificacion de candidatas a tener la mutacién por deleciéon del gen de
interés

Las primeras candidatas con el plasmido suicida integrado (recombinantes

sencillas) se seleccionaron basado en la resistencia a eritromicina conferida por el
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plasmido suicida. Posteriormente se seleccionaron las candidatas a
recombinantes dobles en medio con sacarosa y se evaluaron con base a su perfil
lipidico. Se realizé un “Marcaje de lipidos con ['“C] acetato” siguiendo el protocolo
3.1 de esta seccion, se extrajeron los lipidos siguiendo el protocolo 3.2 y después

se analizaron por TLC con el protocolo 3.3 y 3.4.

3.1.- Marcaje de lipidos con ['*C] acetato o ['“C] ornitina

Esta técnica se utiliza para marcar los lipidos para posteriormente analizar
e identificarlos. El ['“C] acetato entra a la célula, se convierte en [*C] acetil-CoA y
es incorporado en acidos grasos. De esta manera se pueden marcar todos los
lipidos que contienen acidos grasos. El marcaje utilizando ['*C] ornitina (Fig. 4),

conlleva a un marcaje especifico de los lipidos de ornitina.
Pre- Cultivo:

Se realizaron cultivos liquidos con los antibidticos correspondientes (Tabla
2) en tubos de vidrio de 5 ml para cada colonia seleccionada, y se incubaron a 30

°C, en agitacion de 300 rpm por 16 h.
Cultivo:

En un tubo desechable de plastico de 5 ml, se recolecté 1.5 ml del cultivo de
interés, se adicionaron 1 ml de medio MC sin antibiotico y 10 ul ['*C] acetato. Se

incubd a 30 °C, en agitacion de 300 rpm durante 16 h.

3.2.- Extraccion de lipidos

Se recolectd 2.5 ml de cada cultivo y se centrifugd por 2 minutos a 13,000
rom. Se desecho el sobrenadante y las células se resuspendieron en 100 ul de
agua tridestilada. Se anadié 375 ul de metanol:cloroformo (2:1, vol/vol), se mezcld

por medio de un agitador tipo vortex y se dejo en reposo durante 10 a 40 minutos.

36



Posteriormente se anadieron 125 ul de cloroformo y 125 pl de agua tridestilada, se
mezclo y se centrifugé 3 minutos a 11,000 rpm (Bligh et al., 1959). Se transfirio la
fase organica con los lipidos (fase inferior) a otro tubo y se dejaron evaporar los
solventes organicos a temperatura ambiente o en un concentrador Eppendorf
modelo 5300.

3.3.- Cromatografia en capa fina (TLC)

Los lipidos extraidos se disolvieron en 50 pyl de metanol:cloroformo (1:1,
vol/vol) y se separaron por medio de TLC en placas de silica gel 60 (Merck), en
una o dos dimensiones utilizando las fases moviles correspondientes (anexo 5.3).
Antes de iniciar la corrida de las placas de silica, se dejo la fase mévil en la
camara por lo menos 15 min. Posteriormente se corrieron las placas por 50
minutos aproximadamente, hasta la absorcién casi total por capilaridad de la fase

movil y se dejaron secar por 24 h.

3.4.- Deteccion de lipidos marcados

Las placas se expusieron con pantallas de fosfoimager durante 2 dias y se

revelaron con ayuda de un fosfoimager Molecular Dynamics, modelo 820.

4.- Confirmacion de mutantes

A los candidatos a mutantes que revelaban fenotipicamente la ausencia del
lipido de interés, se les confirmo la delecion del gen por medio de un PCR. Se
extrajo su ADN genomico, se realizé un PCR con los oligos L1y L4 (anexo 1)y
posteriormente los productos de PCR se visualizaron en un gel de electroforesis

(anexo 5.1).
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Para el caso de la mutante deficiente en la formacién de lipido de ornitina

En el caso de la cepa silvestre se esperaba la amplificacion de un fragmento de
3.8 kb que corresponde a las regiones flanqueantes (fragmento de 1 kb rio arriba,
mas el fragmento de 1 kb rio abajo, mas el fragmento del gen 1.8 kb). Sin
embargo, para una mutante con delecién del gen fjoh 0833 se esperaba la

amplificacion de un fragmento de 2 kb.

Para el caso de Ila mutante deficiente en Ila formacion de

fosfatidiletanolamina

En el caso de la cepa silvestre se esperaba la amplificaciéon de un fragmento de
2.8 kb que corresponde a las regiones flanqueantes (fragmento de 1 kb rio arriba y
fragmento de 1 kb rio abajo) mas el fragmento del gen (0.8 kb). En el caso de una
mutante con delecion del gen fioh 2598 se esperaba la amplificacion de un

fragmento de 2 kb.

5.- Complementacion de la mutante deficiente en la formaciéon de lipidos de
ornitina

El gen candidato se amplific6 por PCR y se clond en el plasmido de expresion
pCP23 con las enzimas de restriccion correspondientes (anexo 2). El plasmido se
transformé a la cepa E. coli S17-1 (protocolo 2.1 a 2.2) y se realiz6 una
conjugacion biparental utilizando la cepa mutante como cepa receptora siguiendo
el protocolo 2.3. La composicion lipidica de los transconjugantes se comprobé por

medio de una TLC en dos dimensiones (protocolo 3.1 a 3.4).

6.- Caracterizacion de las mutantes

6.1.- Antibiograma

Las cepas mutantes y la cepa silvestre de F. johnsoniae se cultivaron con agitacion

a 30 °C en cultivos de 5 ml en medio MM liquido (anexo 4) hasta llegar a una
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densidad optica de 1.1 a 620 nm. De estos cultivos, 100 ul se transfirieron a tubos
con 5 ml de medio NM semisdlido (8 g de agar por litro), cuya temperatura se
habia ajustado a 42 °C en un bano de agua. Los tubos se agitaron brevemente y
el medio se vertid en placas NM estandar precalentadas. Después de esperar
unos minutos para permitir que se solidifique el medio semisoélido, se colocaron
cuatro discos de papel (Oxoid) que contenian diferentes antibiéticos en cada
placa. Las placas se incubaron a 30 °C por 3 dias y después se midio el diametro
de los halos que rodean cada disco de papel. Se evaluaron los antibiéticos
trimetoprima, cloranfenicol, vancomicina, neomicina, kanamicina, eritromicina,
clindamicina, estreptomicina, nitrofurantoina, tobramicina, &cido nalidixico,

gentamicina, tetraciclina, bacitracina y ampicilina.

6.2.- Ensayos de motilidad

Las mutantes y la cepa silvestre de Flavobacterium se estriaron en una caja Petri
con medio solido MC (anexo 4) sin antibiético y crecieron por 3 dias a 30 °C.
Posteriormente se inoculd un poco de muestra con un asa en el centro de una
placa con medio sélido MM y la placa se incub6 de 3 a 4 dias a 30 °C para

posteriormente visualizar su deslizamiento.

6.3.-Efecto del pH del medio sobre la motilidad y la composicién lipidica

Se hicieron ensayos de motilidad siguiendo el protocolo 6.2 pero en este caso
utilizando cajas Petri con medio MM ajustado a diferentes pH (5, 6, 7, 8 y 9).
Después de incubar las cajas se raspo el halo de movimiento y las células se
resuspendieron en 1.5 ml de medio liquido MM como volumen final. Los lipidos se
extrajeron y se analizaron siguiendo los protocolos 3.2 y 3.3, para después teqirlos

con primulina (anexo 5.2).
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6.4.-Efecto de diferentes concentraciones de nutrientes en el medio sobre la
motilidad y la composicion lipidica

Se hicieron ensayos de motilidad como descrito en el protocolo 6.2 utilizando
medio MM con diferentes concentraciones de nutrientes. Se evaluaron diferentes
diluciones del medio MM (1:2, 1:3, 1:5). Después de incubar las cajas se raspé el
halo de gliding y las células se resuspendieron en 1.5 ml de medio liquido MM
como volumen final. Los lipidos se extrajeron y se analizaron siguiendo los

protocolos 3.2 y 3.3, para después tefiirlos con primulina (anexo 5.2).

6.5.- Efecto de diferentes concentraciones de NaCl sobre la motilidad y la
composicion lipidica

Se hicieron ensayos de motilidad como descrito en el protocolo 6.2 utilizando
medio MM con diferentes concentraciones de NaCl (0.327 M, 1 M, 1.5 M, 2.0 M).
Después de incubar las cajas se raspo el halo de movimiento y las células se
resuspendieron en 1.5 ml de medio liquido MM como volumen final. Los lipidos se
extrajeron y se analizaron siguiendo los protocolos 3.2 y 3.3, para después teqirlos

con primulina (anexo 5.2).
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RESULTADOS

A continuacion, solo se mencionan los resultados obtenidos de la mutante en el
gen fjoh_0833 de Flavobacterium, ya que no se logré construir una mutante en el

gen fjoh _2598. Las posibles razones se plantean en la discusion.

Se obtuvo la mutante en el lipido de ornitina en F. johnsoniae, siguiendo los
protocolos de la seccién de metodologia general. Por medio de un alineamiento
multiple de proteina (BLASTP) con el genoma de nuestro modelo de estudio y una
proteina homdloga OIsF de S. proteamaculans, proteina ya identificada como
responsable de la sintesis de lipidos de ornitina en S. proteamaculans, se propuso
como candidato a el gen fjoh_0833 con 30% de identidad, dicho gen presenta un
tamafio de 1803 bp y su ID de acceso es: ABQ03867.1 (Fig. 9), posteriormente se
mutd del genoma de F. johnsoniae por medio del plasmido suicida pYT354 que
tiene resistencia a eritromicina y contiene el gen sacB, cabe mencionar que F.
Johnsoniae solo tiene un cromosoma circular por lo que la ubicacion del gen
fjoh_0833 se encuentra entre 944 kb y 948 kb de este cromosoma. A continuacion
se detallan los resultados obtenidos de la construccion de la mutante en lipidos de

ornitina de F. johnsoniae, siguiendo los protocolos de la metodologia general.

Identificacion de mutantes con delecion del gen fjoh_0833 y deficientes en la
formacién de OL

Entre las candidatas a recombinantes dobles de F. johnsoniae se buscaron
candidatas sensibles a eritromicina, las cuales pudieran tener la mutacion por
delecion del gen fioh_0833, recordando que en la primera recombinacion, F.
Jjohnsoniae tenia en su cromosoma al plasmido pYT354 con los sitios flanqueantes
del gen a mutar confiriendo resistencia a eritromicina, sin embargo para lograr la
seleccion de las candidatas a recombinantes dobles, se dio tratamiento con

sacarosa, ya que este plasmido contiene el gen sacB (gen sensible a sacarosa)
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por lo cual, se escindi6 todo el plasmido, perdiendo asi la resistencia eritromicina
junto con el gen fjoh 0833, logrando tener una recombinacién homodloga y

posibles candidatas a mutantes de dicho gen.

Los cultivos de estas candidatas se crecieron en presencia de ['“C] ornitina, la
cual se incorpora de manera especifica en OLs. Posteriormente se extrajeron los
lipidos y se separaron por cromatografia en capa fina (TLC) en una dimension.
Las candidatas 2 y 5 no producian OL (Fig. 12). Por medio de un PCR se verifico
que estas candidatas presentaron la delecion en el gen fjioh_0833. Utilizando ADN
gendémico de ambas candidatas como templado, se amplificd un fragmento de 2 kb
mientras que a partir de ADN gendmico de la cepa silvestre (WT) se amplificd un
fragmento de 3.8 kb que corresponde a la amplificacién del gen fioh 0833 (1.8 kb)
mas las regiones flanqueantes del mismo. Esto indica que ambas candidatas
poseen la mutacion deseada y se tomo a la mutante 5 para hacer las posteriores

caracterizaciones. Esta mutante se llamé MALO 01 (Fig. 13).

wr1 2 3 4 5

1D _«— Origen

Figura 12.- Identificacion de mutantes que no sintetizan OL. TLC en una dimensién de
lipidos marcados con [**C] ornitina y extraidos de candidatas a tener la delecion del gen
fioh_0833 en F. johnsoniae. Carril WT. Cepa silvestre. Carriles 1,3,4: Candidatas que
producen OL. Carriles 2 y 5: Candidatas que no producen OL.
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Figura 13.- Confirmacion de la delecion del gen fjoh 0833 en mutantes que no
producen OL. Gel de agarosa al 1% de fragmentos de DNA amplificado por PCR a partir
de ADN gendmico de cepas de F. johnsoniae. Carriles 1 y 5: Marcador de peso molecular
de 1 kb DNA Ladder. Carril 3: WT, fragmento de ADN de 3.8 kb corresponde al gen
fioh_0833 (1.8 kb), rio arriba (1 kb) y rio abajo (1 kb). Carriles 2 y 4. Mutantes en OL, se
nombra la mutante 5 como MALO 01, fragmento de DNA de 2 kb que corresponde al gen
rio arriba (1 kb) y rio abajo (1 kb).

Caracterizacion de la mutante MALO 01 deficiente en la formacién de lipidos
de ornitina de F. johnsoniae.

-Crecimiento y composicion lipidica de la mutante MALO 01 en los medios
de cultivo MM y MC

La mutante MALO 01 y la cepa silvestre (WT) de F. johnsoniae se cultivaron en los
medios MC (medio de carne, de alto nutriente) y MM (medio de movilidad, de bajo
nutriente) (anexo 4, Fig. 14). Se observo un ligero retraso en el crecimiento de
MALO 01 con respecto a la WT en medio MC, sin embargo, a las 25 h MALO 01
alcanzé la D.O de la WT. En medio MM se observdé un mayor retraso en el
crecimiento las primeras 10 h de la mutante con respecto a la WT, a las 25 h el

retraso se redujo, pero no llegé a alcanzar a la WT. Al evaluar el perfil lipidico de
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WT y MALO 01 en medio MC y MM en una TLC de dos dimensiones (Fig. 15), se
observo que, en los dos medios de cultivo evaluados, MALO 01 no produjo OL ni
SGL. Ademas, se notdé un aumento de PE en comparacion con la WT. A partir de
las TLC, se cuantificd la composicién lipidica con el programa ImageQuant 5.2
(Tabla 3). En la mutante MALO 01 se detect6 5.9 veces mas PE en medio MM y
1.35 veces mas PE en medio MC con respecto a la WT. También se observo un
incremento de los acidos grasos (FA) en la mutante MALO 01, en medio MM se
produjeron 13.8 veces mas y en medio MC se produjeron 4.7 veces mas de FA
comparado con la WT. La evaluacion del perfil lipidico y composicién en estos dos
medios de cultivo tiene la finalidad ver el comportamiento en un medio con alto

nutriente MC y un medio con bajo nutriente MM.

10

D.0 620 nm

0 5 10 15 20 25 30
Horas

==MC WT =——MCMALOD1 -E=-NMMWT =8=-MM MALOO1l

Figura 14.- La mutante MALO 01 muestra un retraso de crecimiento en medio MM y
MC. Curvas de crecimiento de F. johnsoniae WT y la mutante MALO 01 en medio MC y
MM. Eje X: Tiempo en horas, Eje Y: Densidad o6ptica a 620 nm, WT: F. johnsoniae cepa
silvestre, MALO 01: F. johnsoniae Afioh 0833, MM: Medio de movilidad, MC: Medio con
extracto de carne.
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Figura 15.- TLC en dos dimensiones de lipidos marcados con acetato ['*C] de cepas
de F. johnsoniae. Fosfatidiletanolamina (PE); Lipido de ornitina (OL); Sulfonolipido (SF);
Lipido de glicina (GL); Lipido de serina glicina (SGL); A.- WT (F. johnsoniae cepa silvestre)
en medio MM (Medio de movilidad); B.- MALO 01 (F. johnsoniae Afjoh_0833) en medio
MM; C.-WT en medio MC (Medio con extracto de carne); D.-MALO 01 en medio MC.
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Tabla 3.- Comparacion de la composiciéon de lipidos de la mutante MALO 01 y la
cepa WT de F. johnsoniae. Los lipidos fueron marcados con ['“C] acetato y cuantificados
con el programa ImageQuant 5. Fosfatidiletanolamina (PE). Lipido de ornitina (OL)
Sulfonolipido (SF). Lipido de glicina (GL). Lipido de glicina serina (SGL). Sin datos o nada
detectado (ND), WT: F. johnsoniae cepa silvestre, MALO 01: F. johnsoniae Afjoh 0833,

MM: Medio de movilidad, MC: Medio con extracto de carne.

WT MALO 01 WT MALO 01
Lipidos MC MC MM MM
SF 2036+067 2449207 38961012 4039 £0.54
GL 1784064 16972031 12612019 14.13£0.41
PE 23.94%01  32.35%0.26 387403 22.86 £ 0.19
SGL 16103 ND 8.3110.1 ND
oL 30.722 0.5 ND 34.6110.35 ND
FA 5.53%0.1 26.18+ 0.5 1632042 226210.32

-Analisis de la composicion lipidica de la mutante MALO 01 y la mutante
complementada en los medios de cultivo MM y MC

Se evaluo el perfil lipidico de la mutante MALO 01 con el plasmido pcP23 vacio y
con el plasmido pcP2301 (Tabla 1) en los medios MM y MC (anexo 4) en una TLC
de dos dimensiones (Fig. 16). En ambos medios de cultivo evaluados, MALO 01
SGL, a diferencia de MALO 01

complementada con el gen fjoh_0833 en trans, que recupera la produccion de OL

con plasmido vacio no produjo OL ni

y SGL en ambas condiciones (Fig. 16-A), por lo que se comprueba la
complementacién del gen fioh_0833 en MALO 01 y se confirma la participacion del

producto del gen fjoh_0833 en la sintesis de OL y de SGL.
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Figura 16.- Analisis lipidico de la complementacion de la mutante MALO 01. A -
MALO 01 complementada (MALO 01-C): MALO 01/pcP23/fjioh_0833 en medio con
extracto de carne (MC). B.- MALO 01-C en medio de movilidad (MM). C.- MALO 01 PV:
MALO 01/pcP23 (Mutante con plasmido vacio) en medio MC. D.-MALO 01 PV en medio
MM. Fosfatidiletanolamina (PE). Lipido de ornitina (OL) Sulfonolipido (SF). Lipido de
glicina (GL). Lipido de glicina serina (SGL).

-La mutante MALO 01 muestra un perfil de resistencia a antibiéticos
diferente al de la cepa silvestre.

Modificaciones de la composicidon lipidica de una célula pueden afectar la
permeabilidad de la membrana y de esta manera afectar la susceptibilidad de la
misma a antibidticos y otros xenobioticos. Se realizé un antibiograma con discos

de papel Oxoid de la mutante MALO 01 y la cepa silvestre de F. johnsoniae. Se
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observé que la mutante MALO 01 es mas sensible que la cepa silvestre a
vancomicina, neomicina, kanamicina, gentamicina, acido nalidixico y tetraciclina.
Por otro lado, MALO 01 muestra una mayor resistencia que la cepa silvestre a

cloranfenicol, nitrofurantoina y ampicilina (Fig. 17).

Diametro em
b
A

g oF = + < s = LEI. L o o o ,asﬁ
Antibioticos
m wit Flawvo P AL DL

Figura 17.- La mutante MALO 01 muestra un perfil de resistencia diferente en
comparacioén con la cepa silvestre de F. johnsoniae. Antibiograma obtenido con discos
de papel (Oxoid). Eje x: Antibidticos en discos de papel (Oxoid), Eje Y: Diametro en cm del
halo de inhibicién por cada disco de antibidtico, la medicién se hizo con regla, cada
experimento se realizé por triplicado, WT. F. johnsoniae cepa silvestre, MALO 01: F
Jjohnsoniae Afjoh 0833, MC: Medio con extracto de carne. W5: trimetoprima 5; C30:
cloranfenicol 30; VA30: vancomicina 30; N30: neomicina 30; K30: kanamicina 30; E15:
eritromicina 15; DA2: clindamicina 2; S10: estreptomicina 10; F300: nitrofurantoina 300;
TOB10: tobramicina 10; NA30: acido nalidixico 30; CN10: gentamicina 10; TE3O0:
tetraciclina 30; B10: bacitracina 10; AMP10: ampicilina 10.

-La mutante MALO 01 muestra una motilidad por deslizamiento (gliding)
reducido

Se evaluo la capacidad de gliding de la mutante MALO 01 con respecto a la

cepa silvestre de F. johnsoniae (WT) midiendo el diametro del area ocupada por
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las células. Después de cuatro dias, el diametro de movimiento final de la WT fue
de 6.3 cm £ 0.7 (Fig. 18-A), y el diametro de la mutante MALO 01 fue de 1.3 cm %
0.2 (Fig. 18-B). Esto indica que la ausencia de OLs reduce el movimiento por
gliding de MALO 01, tambien se puede notar un aumento de un pigmento amarillo
que probablemente es zeaxantina en la mutante MALO 01 que quizas tambien se

deba a esta falta de gliding (Fig. 18).

Fig. 18 La mutante MALO 01 muestra una motilidad por deslizamiento (gliding)
reducida. Movimiento por gliding de F. johnsoniae en medio MM después de cuatro dias.
A.- F. johnsoniae cepa silvestre (WT) en medio MM ; B.- MALO 01 (F. johnsoniae
Afjoh 0833) en medio MM. MM: medio de movilidad.

-Ensayo de motilidad por gliding de la mutante de F. johnsoniae MALO 01
(Afjoh_0833) complementada

Se evalud la capacidad de gliding de la mutante de F. johnsoniae deficiente
en el gen fioh 0833 (MALO 01) con el plasmido pcP23 vacio (MALO 01 PV) y
MALO 01 con el plasmido pcP23 y el gen fjoh_0833 clonado (MALO 01-C). Las

cajas Petri se incubaron por cuatro dias. La mutante MALO 01-C recuperd la
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motilidad por gliding (Fig. 19, A), mientras que, la mutante MALO 01 con el

plasmido vacio mostré una motilidad por gliding reducida (Fig. 19, B).

Figura 19.- La mutante MALO 01, complementada con el gen fjoh_0833 en trans
muestra una recuperacion de la motilidad por gliding. Movimiento por gliding de la
mutante MALO 01 derivada de F. johnsoniae UW101 en cajas Petri con medio MM
después de cuatro dias. (A) MALO 01-C: MALO 01/pcP23/ fjioh_0833; (B) MALO 01 PV:
MALO 01/pcP23 (Mutante con plasmido vacio), MM: medio de movilidad.

-La cepa silvestre de F. johnsoniae y la mutante MALO 01 muestran la mayor
motilidad por gliding a pH 8

Se evalud la capacidad de gliding en medio MM ajustado a diferentes pH
(5,6,7,8 y 9) de la cepa silvestre de F. johnsoniae y de la mutante MALO 01. En
medio MM a pH 5, 5.5 o0 9 tanto WT como MALO 01 no presentaron movimiento
(Tabla 4). Alos pH 7.5y 8 la WT mostré la mayor capacidad de gliding. La mutante
MALO 01 mostrdé una capacidad de gliding muy reducido en un rango de pH 7 a
8.5 con un maximo a pH 8. Se rasparon las células de las cajas Petri,
posteriormente se extrajeron y analizaron los lipidos para cada pH evaluado. No
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se observaron diferencias fenotipicas en el perfil lipidico, tanto de la cepa WT (Fig.
20, Ay C), como de MALO 01 (Fig. 20, B y D).

Tabla 4. Capacidad de gliding de la cepa mutante de F. johnsoniae deficiente
en la formacion de OL (MALO 01) y de cepa silvestre de F. johnsoniae (WT) en medio
MM a diferentes pH. Diametro presentado en promedio en cm + desviacion estandar

evaluado después de 4 dias. (anexo 5.4 para ver los buffers ocupados)

Medio MM WT MALO 01
ajustado al pH (Diametro en cm) (Diametro en cm)

5 - -
55 - -

6 0.8+0.1 0.7+0.2

6.5 1.7+0.1 0.6 +£0.1

7 29+01 1.3+0.2

7.5 3.7+0.3 1.4+0.1

8 52+0.2 1.9+0.1

8.5 21+£0.1 1.3+£0.2
9 - -
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Figura 20.- TLC en dos dimensiones de lipidos totales extraidos de bacterias
recuperadas de ensayos de gliding en medio MM sélido a pH 6.5 o 7.5. (A) WT: F.
Jjohnsoniae cepa silvestre a pH 6.5, (B) MALO 01 a pH 6.5, (C) WT a pH 7.5, (D) MALO 01
a pH 7.5. Fosfatidiletanolamina (PE), lipido de ornitina (OL), sulfonolipido (SF), lipido de
glicina (GL), lipido de glicina serina (SGL). Las placas de TLCs fueron tefidas con
primulina y reveladas con luz UV.
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-La motilidad por gliding de F. johnsoniae aumenta en medio de cultivo
diluido

Se evaluod la capacidad de gliding de la cepa silvestre de F. johnsoniae y de
la mutante MALO 01 en diferentes diluciones del medio de cultivo. Se utilizaron
diferentes diluciones del medio MM (1:1, 1:2, 1:4, 1:8) a pH de 7.5. La cepa
silvestre aumenta su capacidad de gliding en medio de cultivo diluido llegando a
un aumento del 60% en un medio de cultivo diluido 1:8 (Fig. 21, Ay B). Por otra
parte, se encontré6 que MALO 01 reduce su motilidad aun mas cuando se crece en
medio de cultivo diluido (Fig. 21, C y D) (Tabla 5). También se aislaron las
bacterias de las cajas Petri, se extrajeron los lipidos y se separaron por TLC.
Comparando los perfiles lipidicos no se observaron diferencias significativas entre

los perfiles de lipidos.

Tabla 5. Comparacion de la capacidad de gliding de la mutante MALO 01 y de
la cepa silvestre de F. johnsoniae (WT) en diferentes diluciones de medio
MM. Las cajas Petri fueron evaluadas después de 4 dias. Diametro presentado en

promedio en cm * desviacion estandar.

Medio MM: WT MALO 01
dilucién (Diametro en cm) (Diametro en cm)

1:1 5.0+0.1 1.4+0.1

1:2 55+0.1 1.3+0.1

1:4 6.5+0.3 0.8+0.1

1:8 82+0.2 0.9+0.6
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Fig. 21 La motilidad por gliding de F. johnsoniae aumenta en medio de cultivo
diluido. La motilidad de las cepas fue evaluada a los cuatro dias. A.- F. johnsoniae (WT),
en medio MM dilucién 1:1. B.- WT, en medio MM dilucién 1:8. C.- F. johnsoniae MALO 01,
en medio MM dilucion 1:1. D.- MALO 01 en medio MM dilucion 1:8.

-La concentracion de NaCl en el medio de cultivo afecta la motilidad por
gliding de F. johnsoniae

Se evaluo la capacidad de gliding de la cepa silvestre de F. johnsoniae y de
la mutante MALO 01 deficiente en la formacion de OLs en medio MM
suplementado con diferentes concentraciones de NaCl (0.037, 0.1, 0.15, y 0.2 M)
después de cuatro dias. La motilidad por gliding de la cepa silvestre WT se redujo
drasticamente a mayores concentraciones de sal. A 0.037 M de NaCl se redujo su
motilidad 2.5 veces y a 0.15 M se redujo su motilidad 7.5 veces. La mutante MALO
01 muestra una motilidad reducida en todas las condiciones de NaCl probadas
(Tabla 6). De manera interesante, se encontré que tanto la cepa silvestre como la
mutante MALO 01 tenian una motilidad mas reducida a 0.2 M de NaCl a los 4
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dias, por lo que se evaluaron hasta los 12 dias en esta concentracion (Tabla 7,

datos con *).

Los niveles individuales de algunos lipidos si presentaron cambios tanto en la WT
como en la mutante cuando se incrementaron las concentraciones de NaCl (Tabla
7y Fig. 22)

La cepa silvestre incrementé los niveles de lipidos de glicina conforme se
incrementaron las concentraciones de NaCl, en concreto, los niveles que produjo a
0.2 M fueron hasta casi 3 veces mas que cuando crecié a 0.375 M (Fig. 22 Ay C).
Por otro lado, los niveles del lipido de serina glicina disminuyeron mientras se
incrementaron las concentraciones de sal, incluso hasta no ser detectados a 0.2 M
de NaCl (Fig. 22 A, Cy Fig. 23 A).

Por su parte, en la mutante MALO 01 también se observan algunos cambios en
los niveles de los lipidos de membrana conforme se aumenta la concentracion de
NaCl. Por ejemplo, se observa un claro aumento de GL al aumentar la
concentracion de sal a 0.037M (Fig. 22 B, D), ademas de un aumento de la

produccion de acidos grasos (FA), especificamente a 0.15 M (Tabla 7 y Fig. 23, B).
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Tabla 6. Comparacién de la capacidad de gliding de la mutante MALO 01 y de
la cepa silvestre de F. johnsoniae (WT) en diferentes concentraciones de NaCl. Las
cajas Petri fueron evaluadas después de 4 dias. *el estudio de motilidad con 0.2 M de
NaCl, se realizé después de 12 dias, ya que a los 4 dias no habia observado crecimiento.

Didmetro presentado en promedio en cm + desviacion estandar.

NaCl (M) WT MALO 01
(Diametro en cm) (Diametro en cm)

0 6.3+0.7 1.3+0.02
0.037 25+0.1 1.1 £0.1
0.1 1.4+0.2 1.0+0.2
0.15 0.8+0.1 1.1+£0.1
*0.2 1.4+0.1 1.3+0.1

0.4 - -

0.8 - -
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s5GL

L 3

Figura 22.- TLC en dos dimensiones de lipidos totales extraidos de bacterias
crecidas en medio MM sdélido con diferentes concentraciones de NaCl. Las placas de
TLC fueron tedidas con primulina. Fosfatidiletanolamina (PE), lipido de ornitina (OL),
sulfonolipido (SF), lipido de glicina (GL), lipido de glicina serina (SGL). A.- WT: F
johnsoniae cepa silvestre, en medio MM con 0.037 M de NaCl. B.-MALO 01 en medio MM
con 0.037 M de NaCl C.- WT, en medio MM con 0.15 M de NaCl. D.-MALO 01, en medio

MM con 0.15 M de NaCl.
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Tabla 7. Comparaciéon de la composicién de lipidos de cepas de F. johnsoniae

sometidos por 4 dias a diferentes concentraciones de NaCl. Los lipidos se

cuantificaron con el programa ImageQuant 5. Fosfatidiletanolamina (PE), lipido de ornitina
(OL), sulfonolipido (SF), lipido de glicina (GL), lipido de glicina serina (SGL). WT: F.
Jjohnsoniae cepa silvestre, MALO 01: F. johnsoniae Afjoh_0833, MM: Medio de movilidad,

-: sin datos.

*El estudio de motilidad con 0.2 M de NaCl se realizé después de 12 dias, ya que a los 4

dias no se habia observado crecimiento.

WT |MALO| WT MALO WT | MALO| WT | MALO| WT | MALO| WT | MALO
01 01 01 01 01 01
SF PE GL FA oL SGL
SinNaCl| 39.0+ | 404+ | 39+ | 229+ | 126+ | 141+ | 1.6+ | 226+ | 346 % - 8.3+ -
0.1 0.5 0.3 0.2 0.2 0.4 0.1 0.3 0.4 0.1
0.375M | 38.1+£ | 294+ 1214+]| 210+ | 136+ | 352+ - 143+ 1205+ - 8.4+ -
1.0 0.4 0.1 0.1 0.4 0.1 0.4 0.7 0.6
0.1M 318+ | 379+ | 221+ 243+ |176+] 241+ | 73+ | 136 | 144+ - 6.8 £ -
1.0 1.3 0.01 0.2 0.5 0.2 0.2 1.1 0.3 0.9
0.15M | 310+ | 412+ 233+] 190+ |1289+| 181+ | 64+ ] 217+ ]| 82+ - 22+ -
0.3 0.9 1.2 0.1 0.1 0.4 0.3 0.8 0.2 0.8
*0.2M | 26.7+ | 382+ | 204 ] 319+ 1368+ | 195+ - 105+ |1 16.1 - - -
0.2 0.2 0.4 0.1 1.1 0.6 0.7 1.0
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Figura 23.- TLC en dos dimensiones de lipidos extraidos de bacterias crecidas en
medio MM soélido con diferentes concentraciones de NaCl. Las capas de TLC fueron
tefiidas con primulina. Fosfatidiletanolamina (PE), lipido de ornitina (OL), sulfonolipido
(SF), lipido de glicina (GL), lipido de glicina serina (SGL). A.- WT: F. johnsoniae cepa
silvestre, en medio MM con 0.2 M de NaCl. B.-MALO 01: F. johnsoniae Afioh 0833, en
medio MM con 0.2 M de NaCl.
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DISCUSION

Las membranas bacterianas estan compuestas principalmente por proteinas y
lipidos. Estos lipidos frecuentemente son glicerofosfolipidos, como es el caso de la
muy estudiada E. coli (Madigan et al., 2009). Existen otras bacterias que contienen
ademas de los glicerofosfolipidos lipidos sin fésforo. Estos ultimos en algunos
casos pueden formar la mayoria de los lipidos de membrana, como es el caso de
F. johnsoniae. F. johnsoniae contiene la fosfatidiletanolamina (PE) como unico
fosfolipido en su membrana, presentando mayoritariamente lipidos libres de
fosfato como sulfonolipidos (SF), lipidos de ornitina (OL), lipidos de glicina (GL) y
lipidos de serina glicina (SGL) (Sohlenkamp & Geiger, 2016). En este trabajo,
utilizando alineamiento de secuencias proteicas, identificamos al gen fjoh 0833
como posible responsable de la biosintesis del lipido de ornitina (OL) en F
Johnsoniae. Posteriormente construimos una mutante por delecién del gen
fjoh_0833 y la nombramos MALO 01, dicha mutante fue caracterizada en su perfil
lipidico, resistencia a diversos antibidticos, estrés osmoético y en su capacidad de

motilidad por gliding.

El analisis del perfil de lipidos de la mutante MALO 01 demuestra que no puede
producir OL ni en medio con extracto de carne ni en medio de movilidad. De
manera interesante tampoco pudo detectarse la presencia de SGL en esta
mutante, mientras que la cepa silvestre si lo produjo bajo las mismas condiciones.
De hecho, la mutante MALO 01 produjo de 5 a 11 veces mas acidos grasos libres
que la cepa silvestre en medio MC y MM, respectivamente. También observamos
otro recambio de lipidos en F. johnsoniae WT al someterse a 0.2 M de NaCl en
medio MM. En dicha concentracion, la cepa silvestre deja de sintetizar el lipido de
serina glicina (SGL) y aumenta casi 3 veces el lipido de glicina. Bertrand y
colaboradores (Bertrand et al., 2016) observaron en S. meliloti que al crecer en un
medio con una alta concentracién de sal, la bacteria presenta una reduccién en
serina y un aumento significativo de glicina y cisteina, moléculas clasificadas como
osmoprotectores. En dicho estudio los aminoacidos se extrajeron de nodulos de

legumbres, y se estudiaron concentraciones de sal en el orden de magnitud de
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mM, es decir, no se sometié a un estrés elevado como es el caso de nuestro
estudio. Podriamos hipotetizar que el aumento del lipido de glicina en
Flavobacterium en esta condicion de alta salinidad se deba a una mayor sintesis
del aminoacido precursor glicina, y la reduccion del lipido de serina glicina se deba
a una reduccion de serina, todo esto como una estrategia de adaptacion al estrés
osmotico. Sin embargo, esta relacion entre la proporcion de sintesis de lipidos y

aminoacidos no se ha comprobado (Bertrand et al., 2016; Ragaey et al. 2022).

Trabajos previos han mostrado la capacidad bacteriana para reemplazar lipidos de
membrana en condiciones especificas de estrés. Un caso bien estudiado es el de
E. coli cuando se crece a distintas temperaturas. Cuando se disminuye la
temperatura de crecimiento, E. coli incrementa la cantidad de acidos grasos
insaturados para ajustar la fluidez de la membrana. En el caso opuesto, cuando se
incrementa la temperatura, la bacteria aumenta los acidos grasos saturados
(Sohlenkamp & Geiger, 2016). Un reporte interesante es el de R. tropici que
cuando crece bajo condiciones de acidez activa el operdon IpiA/atvA que en
consecuencia lleva a producir el lipido cationico lisil-PG (LPG), el cual se ha
demostrado tener un papel importante en la resistencia a péptidos catidnicos y
antibiéticos (Sohlenkamp & Geiger, 2016). Por otro lado, en diversas bacterias se
ha demostrado que cuando crecen en condiciones de alta osmolaridad aumentan
la produccion del lipido CL, la cual controla la actividad del osmosensor ProP que
a su vez desencadena la produccion de prolina para contender contra la presion
osmotica (Sohlenkamp & Geiger, 2016). Otro caso bien estudiado es el de S.
meliloti, que cuando crece en medio con altos nutrientes produce
glicerofosfolipidos, tales como PE, PG, o PC (Sohlenkamp et al., 2004). Sin
embargo, cuando la bacteria crece en condiciones de limitaciéon de fosfato, los
lipidos con fosforo disminuyen significativamente y se comienzan a producir lipidos
libres de fésforo, tales como un sulfolipido, OL y
diacilgliceril-N,N, N-trimetilhomoserina (DGTS) (Zavaleta-Pastor et al., 2010). Los
reemplazos de fosfolipidos por lipidos sin fosforo o viceversa se han estudiado en
diversos organismos: en Saccharomyces cerevisiae lograron reemplazar

funcionalmente a nivel membranal a PC con DGTS (Riekhof et al., 2014), ademas
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en una mutante de Agrobacterium tumefaciens que no produce OL se incrementa
la produccion de PE considerablemente (Vences-Guzman et al., 2013). Por lo
tanto, considerando las caracteristicas de carga y de tamafo, se sugiere que los
fosfolipidos PE, PG y PC pueden ser reemplazados funcionalmente (y viceversa)
por OL, SF y DGTS, respectivamente (Sohlenkamp & Geiger, 2016). Estos
resultados sugieren que podria haber un recambio lipidico en la mutante MALO 01
como una estrategia de la bacteria para compensar la pérdida de OL,

recompensandolo con PE.

Caracterizando la mutante deficiente en la formacion de OL, se observé que
MALO 01 muestra diferentes niveles de sensibilidad a varios de los antibi6ticos
analizados, mostrando resistencia unicamente a cloranfenicol, nitrofurantoina y
ampicilina. Gran parte de los antibidticos probados a los cuales MALO 01 no
muestra resistencia son clasificados como aminoglucosidos (ej. Neomicina,
Kanamicina, Estreptomicina, Tobramicina, Gentamicina) los cuales tienen carga
positiva y generalmente son atraidos a las cargas negativas de la membrana,
frecuentemente de los grupos fosfatos de los fosfolipidos (Halawa et al., 2024). En
la mutante MALO 01 el nivel de PE aumenta de 24% a 32% en medio MC con
respecto de la cepa silvestre, lo que podria sugerir que también aumenta el blanco
de estos antibioticos en esta mutante repercutiendo negativamente en su
resistencia. Por otro lado, MALO 01 mostré resistencia a cloranfenicol, el cual
ingresa a la bacteria de forma pasiva debido a sus propiedades liposolubles.
Probablemente ante la ausencia de OL y SGL, el aumento de PE (un lipido de
volumen coénico) provoca un cambio en la rigidez de la membrana, por lo tanto
complicaria la integracion de estos antibidticos. Por su parte tanto la ampicilina
como la nitrofurantoina, un B-lactdmico y un nitrofurano, respectivamente, se
integran a través de porinas, conocido como transporte activo. Cambios en las
porinas de la membrana externa tanto de E. coli como de K. pneumoniae le
permiten resistir a la nitrofurantoina (Khamari & Bulangonda, 2024). Se podria
sugerir que al existir un rearreglo en la membrana de F. johnsoniae afectaria la
conformaciéon de las porinas de membrana externa, como sucede en otros casos

con sistemas de dos componentes que se alteran al existir un cambio a nivel de
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membrana (Geiger et al., 2021), permitiéndole a MALO 01 disminuir la
incorporacion tanto de la nitrofurantoina como de la ampicilina con respecto de la

cepa silvestre.

Debido a que F. johnsoniae es un modelo de estudio de la motilidad por gliding,
nos resulté importante estudiar el gliding en ausencia de OL. Por ello, se puso a
prueba la capacidad de motilidad de la mutante MALO 01 en medio MM
comparado con la cepa silvestre. Se observd que la mutante fue afectada en la
motilidad por gliding al someterla a diferentes estreses abioticos. Especificamente,
observamos que Flavobacterium (WT) aumenta su capacidad por gliding a medida
que se somete a un medio menos nutritivo a partir de la dilucion de un medio de
movilidad MM, siendo la dilucién maxima 1:8. Por otro lado, también observamos
que cuando utilizamos estrés abidtico de sal, Flavobacterium disminuye su
capacidad por gliding gradualmente a medida que aumentamos la concentracion
NaCl en medio MM. Con este resultado se abren nuevas interrogantes en el
presente trabajo, donde se plantea probar un medio de composicion sencilla con
nutrientes y sal controlados para realmente descartar o comprobar que el aumento
en la motilidad por gliding se deba a una disminucion de nutrientes y no por la
misma reduccion de concentracion de sal que se da en las diluciones analizadas
en el estudio de bajos nutrientes. Sin embargo, no descartamos que el OL pueda
tener relacion en estos dos tipos de estrés abidtico ya que puede estar involucrado
en el funcionamiento del sistema de secrecion tipo IX (T9SS). F johnsoniae
requiere una alta motilidad de sus adhesinas a través de la membrana para
ejecutar adecuadamente el gliding y a su vez las adhesinas requieren del T9SS
para poder ser transportadas a la superficie bacteriana (Mcbride and Nakane,
2015). Adicionalmente, se sugiere que la membrana externa deberia ser flexible y
fluida para permitir la motilidad de las adhesinas de manera correcta (Cao & Wall,
2020). Un estudio en F. johnsoniae descubrié que mutantes que no producen SF
se ven afectadas en la resistencia a diversos antibidticos y a pesar de que crece
normalmente en medio liquido, presenta afectaciones en el gliding
(Vences-Guzman et al., 2021). Observamos que, ante la ausencia de los SF los

niveles de OL aumentaron considerablemente. El estudio mencionado sugiere que
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la presencia del SF es necesaria ya sea para el funcionamiento correcto de los
componentes de la membrana externa o directamente del T9SS. Por lo tanto, se
podria sugerir que ante la ausencia de OL en la mutante MALO 01, esta no podria
ensamblar la maquinaria del T9SS de manera correcta por lo que en consecuencia

su motilidad se ve comprometida, reduciéndose 5 veces.

Como segunda parte de nuestro proyecto, hipotetizamos que el gen fjoh_2598 de
F. johnsoniae, esta probablemente implicado en la biosintesis del lipido
fosfatidiletanolamina (PE). Hasta ahora no hemos obtenido la mutante deficiente
de PE siguiendo el protocolo propuesto en materiales y métodos. Dicho lipido
podria ser esencial para la sobrevivencia de la bacteria, ya que dentro de la gama
de lipidos PE es el unico fosfolipido que F. johnsoniae contiene en sus
membranas, lo que podria reforzar nuestra hipétesis. Los glicerofosfolipidos
desempenan un papel importante en bacterias Gram-negativas y Gram positivas,
principalmente se les atribuye un papel estructural en la membrana celular
bacteriana, sin embargo también estan implicados en diversos procesos celulares
esenciales. Por otro lado, los amino lipidos son mas comunes en condiciones de
estrés ambiental, pudiendo desempefiar papeles mas selectivos como la relacion
con la patogenicidad o su participacidn en convertir la membrana menos negativa
ya que algunos de ellos presentan carga neutra. Por un lado, se ha estudiado el
papel que tiene PE en diversos mecanismos de sobrevivencia bacteriana, y por
otro lado, tampoco se ha reportado alguna bacteria que carezca de fosfolipidos en

su membrana (Sohlenkamp & Geiger, 2016).
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PERSPECTIVAS

Queda por comprobar la hipotesis de que el glicerofosfolipido PE es esencial para
F. johnsoniae y por ende el gen fijoh 2598, probablemente implicado en la
biosintesis del lipido fosfatidiletanolamina (PE), no se puede deletar. Se podra
introducir un gen codificando para una fosfatidilserina sintasa no homoéloga a F.

Johnsoniae y posteriormente se vuelve a intentar construir la mutante en el gen

fioh_2598.

También se sugiere hacer un estudio comparativo de la cepa silvestre de F
Jjohnsoniae y de la mutante MALO 01 en un medio con nutrientes y sal controlados
para comprobar si el aumento en la motilidad por gliding se deba a una

disminucién de nutrientes o a una baja concentracion de sal.
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CONCLUSIONES:

« El gen fjioh_0833 esta implicado en la sintesis de OL en F. johnsoniae. Una
mutante deficiente de dicho gen es incapaz de formar OL. Dada la
homologia con OIsF de S. proteomaculans se predice que se trata de una

sintasa de OL.

+ La ausencia de OL afecta la motilidad por gliding de F. johnsoniae. Se
plantean algunas hipodtesis sobre esto: 1) que el OL se requiere
directamente para el gliding, 2) que en ausencia de los OLs el complejo del
T9SS no se puede ensamblar adecuadamente y por lo tanto las adhesinas
no se transfieran a la superficie bacteriana, 3) que las adhesinas no tengan

una motilidad adecuada.

« La ausencia de OL causa una mayor sensibilidad a diversos antibiéticos en
F. johnsoniae, posiblemente por un cambio en la permeabilidad de la

membrana y por los ajustes correspondientes que hace la bacteria.

* Ante la ausencia de OL, los niveles de PE incrementan en la mutante
MALO 01 de F. johnsoniae hasta 5.9 veces mas en medio MM y 1.35 veces

mas en medio MC respecto de la WT.

* Podrian existir ciertas condiciones de crecimiento donde F. johnsoniae

reemplaza al OL por PE, ya que en carga neta son lipidos similares.

« Al aumentar la concentracion de sal en el medio, la capacidad de gliding de
F. johnsoniae WT disminuye hasta 2.5 veces, mientras que la mutante

MALO 01 mantiene su capacidad de gliding reducida en estas condiciones.

* En altas concentraciones de sal mayores a 0.2 M de NaCl F. johnsoniae WT
suspende la producciéon de SGL y aumenta hasta tres veces mas la
produccion de GL, mientras que en MALO 01 aumentan el GL 3 veces mas
a 0.375 M de NaCl.
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El GL y el SGL podrian estar implicados en la resistencia al estrés osmético

en F. johnsoniae

El gen fioh_2598 de F. johnsoniae podria estar implicado en la sintesis de

PE como fosfatidilserina sintasa en F. johnsoniae.
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ANEXOS

1.- Oligos y enzimas de restriccion utilizados para la construccién de

mutantes por deleciéon con el plasmido suicida pYT354

El sitio de restriccion de cada enzima utilizada se marca con su color
correspondiente, para cada caso.

1.1.- Oligos para la construcciéon de la mutante de deleciéon en el gen
fjoh_0833 de F. johnsoniae.

RIO ARRIBA fjoh083301 ACT ACG EGIIBBE ACTAGT CAA GAA CAA TAC CAA ACT TTACTC
AAT CTC

Kpnl Spel

RIO ARRIBA fjoh083302 ACT ACG GGA TCC CGA ATT TAATCT CCA TCT CAT CCAAAATTC
BamHI

RIO ABAJO fjoh083303 ACT ACG GGA TCC ACG CTG ATAAAG ATT TTATTT TTG ATG AAG
BamHlI

RIO ABAJO fjoh083304 ACT ACG AAG CTT [BllBIBEE GCT TAT TGT AGT CTC GCT AAT ATA
TTT TGG

Hind 11, Kl

1.2.- Oligos para mutante de delecion en el gen fjoh_0833 (PE) de F.
johnsoniae

RIO ARRIBA Fjo259801 ACT ACG GAA TTC ACT AGT GAG CAC GAA AGT GAA TAC
GCA GGA ACT CCT

EcoRI, Spel

RIO ABAJO Fjo259802 ACT ACG GGA TCC TGC TGT ACA GTA AAG TGC CAA ATA
AAA TCG Bamh1

RIO ARRIBA Fjo259803 ACT ACG GGA TCC GAT ATC TAT TGG CTG CAA AAT CTT
GTG CAG Bamht

RIO ABAJO Fjo259804 ACT ACG CICICAE BIEIEAE ATT TTG ATG TTA GCG AAT
TGATAATTT CTA
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Sacl, Spal, BamHIl, Xmal. Smal, EcoRWY
Sall. Xhol. Apal. Kpnl. Sphl
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E/]

Figura 24.- Mapa del plasmido suicida pYT354.

2.- Oligos y enzimas de restriccion utilizados para la complementacién de la
mutante deficiente en la formacién de OL con el plasmido de expresion
pCP23

Se muestran los sitios de restriccion de cada enzima utilizada remarcados con su
respectivo color en cada oligo utilizado:

RA fjoh0833F ACT ACG GGA TCC atg ggt tta gtt acc gcg aaa gaa gtt gca
BamHl

RB fjoh0833R ACT ACG [BGIGAE cta atc ttc ttt ttc aga taa ttt acg ctc

3.-Oligos y enzimas de restriccion para la complementaciéon de la primera
recombinante del lipido de fosfatidiletanolamina con el plasmido de
expresién pCP23

Se muestran los sitios de restriccion de cada enzima utilizada remarcados con su
respectivo color en cada oligo utilizado:

PssAcoliF act acg ggt acc atg ttg tca aaa ttt aag cgt aat aaa cat
Kpnl
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PssAcoliR act acg gga tee tta cag gat gcg gct aat taa tcg gtc gat

Enzima utilizada: BamHI

EcoRIl.Kpnl.Smal.BamHI.Xbal.Hecll.Pstl.Sphl

Sall
Sacl

EcoRlI

Scal
Xmnl

Aatl

EcoRI

Figura 25.- Mapa del plasmido de expresion pCP23 para comprobar la funcionalidad del gen de
interés.

4.-MEDIOS DE CULTIVO

Tabla 8.- Medios de Cultivo

Medios de cultivo para F. johnsoniae Composicion

Medio de Carne (MC): 10 g de peptona, 10 g de extracto
Utiizado como medio de crecimiento | de carne, ajustado a un pH 7y 15
estandar g de agar por litro (Stanier, 1947).
Medio de Movilidad (MM): 7 g de extracto de levadura, 3.3 g

Utilizado como medio para observar el |de casitona, Tris-HCI 3.3 mM,
movimiento deslizante o gliding ajustado a un pH 7.5 y 15 g de
agar por litro (Liu et al., 2007).

Medios de cultivo para E. coli.
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Medio Luria-Bertani (LB): 5 g extracto de levadura, 10 g de
Utilizado como medio de crecimiento | peptona de caseina, 10 g NaCl y
estandar en caso de medio solido agar —

agar 15 g por litro

5.-Buffers y soluciones

5.1.-Electroforesis de ADN

Buffer de carga 6X: 0.25% azul de bromofenol, 0.25% xilencianol FF, 40%

sacarosa

TAE 10X: (0.04 M Tris, 1% acido acético, 0.05 EDTA, pH 8)

5.2.-Tincién con Primulina

25 mg de primulina en 10 ml de acetona y 40 ml de H,0

5.3.-Sistema de solventes para cromatografia en capa fina (TLC)
Primera dimension

cloroformo/metanol/hidréxido de amonio (140:60:10, vol/vol/vol)
Segunda dimensién

cloroformo/metanol/acido acético glacial/acetona/agua (130:10:10:20:3,

vol/vol/vol/vol/vol)
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5.4.-Buffer para ajustar el pH del medio de cultivo

Tabla 9.- Buffers con distinto rango de pH para cultivo microbiano

Buffer Rango pH a

de pH evaluar
MES 5.0-6.7 5,55
Bis-Tris 5.8-7.2 6,6.5
PIPES 6.1-75 |7
Tris-HCI 7.0-90 |7,75,8
Carbonate- |9.2-10.6 |9
Bicarbonate
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