Facultad de Biologia

Departamento de Microbiologia

Facultad de Biologia

Grado en Biologia

La flotilina y su importancia en el ensamblaje del
sistema de secrecion de tipo VI y del flagelo en

Pseudomonas putida

Trabajo de Fin de Grado

Javier de la Pefia Noya

Tutora / Directora: Patricia Bernal Guzman



INDICE

Resumen .......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineneeneensenscnecnacnncnas 2
I IntroducCion . ...cooviiiiiiiiiii ittt ittt iiiinenenenncnnnennnns 3
2. ODbJetivos oo v v vt iiiiiiii ittt tetattttttsentotnsssnanonas 8
3. Materiales ymétodos . ......oovvtiiiiernereeneesnecnssnssnssnnons 9
3.1, Lista de acrOnimOS. « v vt v v v eveennneneneeneneneescnsnensescnsnnns 9
3.2. Bacterias, plasmidos, cebadores y medios de cultivo...oovvvveenennnn. 9
3.3. Analisis in silico de la proteina FloA en Pseudomonas ............... 12
3.4. Construccion del mutante flo4 pordelecion .o .oveveeeveeneeeeeneennns 12
3.2.1.Digestion y HZacion c v v vt vvvnrvnrenrensonssnsonsanses 13

3.5. Ensayo de COmMpPetiCION « v v v v vt vveeeeeeeeossessssssssssnssnsonss 13
3.6. Ensayo de SeCTeCION. v v v vt v v v renrenssoseosossssssssosssnssnses 14
3.6.1. Preparacion muestras de secrecion y de células completas . .. .. 14

3.62. Western-Blot. o oo v v i i ittt i i e 15

3.7. Ensayo de motilidad flagelar . ... oo v v v i i iiiiiiiniiniiniinnnnnns 15

4. Resultados.......ccitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieneeneenecnacnnnns 16
4.1. Identificacion de la proteina FloAen P. putida « .« v oo oo vvvvenennn. 16
4.2. Construccion de [a cepa AfloA. v v v v et et et eeeeeeeneenssnsons 16
4.2.1. Construccion del fragmento AfIoA. v oo v v v eenienienennnns 17

4.2.2. Subclonacion del fragmento Aflo4 en pPSEVA612............ 18

4.2.3. Generacion del mutante flo4 usando la técnica Scel .......... 18

4.3. La ausencia de FloA no disminuye la capacidad de eliminar E. coli . .... 21
4.4. La ausencia de FloA no interfiere en la capacidad de secretar Hepl .. ... 22
4.5. El ensamblaje del flagelo no se ve afectado en ausencia de FIoA ....... 24

TR D Y1 ) (1) 1 25
6. Conclusiones . .......oiitiiiiiiiiiiiieineneeneenoenocnasnnsnnnns 27
7. Bibliografia.........coiuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiitttttttttctnsnnons 27



RESUMEN

Pseudomonas putida es una bacteria colonizadora de la rizosfera de plantas de
interés agricola. Esta bacteria utiliza los flagelos para desplazarse lo que le permite una
correcta localizacion en la planta desde donde puede llevar a cabo su funcién como agente
de control bioldgico, eliminando patogenos de plantas. Uno de los principales
mecanismos que utiliza P. putida para eliminar fitopatogenos y otras bacterias
competidoras es el sistema de secrecion de tipo VI (T6SS). Tanto el flagelo como el T6SS
son complejos macromoleculares que se ensamblan en la envoltura celular traspasando
tanto la membrana interna como la externa en bacterias gram-negativas. Las proteinas y
lipidos de la bicapa lipidica son fundamentales para que las proteinas de membrana de
sistemas macromoleculares se inserten de forma correcta y puedan llevar a cabo su
funcion. En procariotas, se han descrito recientemente unos dominios especificos
denominados microdominios funcionales de membrana (MFM) que parecen ser
responsables de proporcionar el ambiente necesario para el ensamblaje de
macrocomplejos proteicos. En los tltimos afios, se ha descrito la presencia de una proteina
de andamiaje presente en los MFM en Staphylococcus aureus denominada FloA y que
facilita el correcto ensamblaje de algunos sistemas multiproteicos, que se insertan en la
membrana, como el T7SS. En este trabajo hemos identificado en P. putida la proteina
homologa de FloA de S. aureus. Esta proteina estd codificada por el locus PP 0199
denominado gmcA (nombre del gen original) y que hemos rebautizado como su homologa
en S. aureus, FloA. En este proyecto hemos estudiado el papel de FloA de P. putida en el
ensamblaje y la actividad del T6SS y del flagelo. Nuestros datos indican que FloA no es
determinante para el correcto funcionamiento de ninguno de estos complejos

multiproteicos de P. putida.



1. Introduccion

Pseudomonas putida es una bacteria gram-negativa, saprofita y ubicua del suelo
que es utilizada como agente de control biologico para la proteccion de cultivos (Volke
et al., 2020). P. putida tiene una gran capacidad de desplazamiento gracias a que posee
entre cinco y siete flagelos lo que le permite ser una excelente colonizadora de la
rizosfera. Esta rdpida y eficiente colonizacion es clave para sus funciones como agente
de control biologico, ya que al colonizar la raiz puede eliminar patdégenos de plantas
(fitopatogenos) que llegan a la misma evitando la infeccion (Harwood et al., 1989; Ho et
al., 2014). La cepa utilizada en este trabajo, KT2440R, estd muy bien caracterizada y es
utilizada como modelo en muchos laboratorios debido, entre otros factores, a su alta
versatilidad metabolica (Volke et al., 2020) y sus propiedades de biocontrol. El
mecanismo principal que utiliza P. putida para eliminar fitopatogenos es el sistema de
secrecion de tipo VI o T6SS (de sus iniciales en inglés Type VI Secretion System) (Bernal

etal., 2017).

El sistema de secrecion de tipo VI es una nanomaquina molecular que se encuentra
en mas del 25% de bacterias gram-negativas. Este sistema es un complejo
macromolecular que secreta efectores / toxinas al interior de bacterias competidoras
inhibiendo su crecimiento o incluso matandolas (Ho ez al., 2014). Su funcion principal es
la competencia interbacteriana, pero también participa en la interaccion de las bacterias
con sus hospedadores y en la adquisicion de nutrientes (Lin et al., 2017). El1 T6SS es un
complejo macromolecular que se ensambla a nivel de envoltura celular y que lo forman
tres componentes principales: el complejo de membrana (TssJLM) donde las proteinas
TssL y TssM son proteinas transmembrana de la membrana interna y TssJ es una
lipoproteina que ancla el complejo a la membrana externa; la placa base (TssEFGK); la
vaina contractil (TssBC); la proteina TssA, encargada de reclutar a las proteinas que
componen la placa base y de promover la polimerizacion de la cola; y por ultimo la cola
formada por un tubo interno de anillos hexaméricos de proteinas Hcp que termina en una
estructura en forma de punta formada por las proteinas VgrG y PAAR. Los efectores se
encuentran asociados a los diferentes componentes de la cola (Figura 1) (Aschtgen et al.,

2010; Brunet et al., 2015; Wang et al., 2017; Zoued et al., 2016; Planamente et al., 2016).
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Las bacterias utilizan el flagelo para su locomocion a través de medios liquidos y
superficies himedas, ademas de para la adhesion, la colonizacion de raices y la formacion
de biopeliculas (Kirov, 2003). El flagelo es un filamento helicoidal externo de gran
longitud cuyo ensamblaje ocurre a nivel de envoltura celular (Erhardt et al., 2010).
Dependiendo de la especie bacteriana, los flagelos varian en numero y posicion dentro de
la célula distribuyéndose alrededor de la superficie celular. Por lo general, méas de 50
genes estan involucrados en la produccion de flagelos, un proceso complejo que requiere
coordinacion en el espacio y en el tiempo y para ello los promotores y los genes que
codifican los diferentes componentes del flagelo se organizan jerarquicamente y se

regulan temporalmente durante el ensamblaje (Leal-Morales ef al., 2022).

El T6SS y el flagelo son nanomaquinas moleculares que se ensamblan a nivel de
envoltura celular expandiéndose a través de la membrana interna, el periplasma y la
membrana externa. Estas membranas celulares definen un limite dindmico que estéd
constituido por un conjunto especifico de lipidos y proteinas cuya correcta organizacion
influye en todos los procesos celulares (Grecco et al., 2011). En 1972, Singer y Nicolson

describieron el modelo pionero del mosaico fluido en el que se describe que los lipidos y



componentes de la membrana difunden libremente siendo distribuidos homogéneamente
por la membrana teniendo, de esta manera, movilidad lateral (Singer y Nicolson, 1972).
Este modelo dio pie a nuevas investigaciones en células eucariotas sobre la composicion
de la membrana y se definieron nuevos compartimentos formados por esfingolipidos,
colesterol y glicolipidos a los que denominaron balsas lipidicas (Figura 2) (Simons e

Ikonen, 1997).
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Figura 2. Balsa lipidica. Esquema de un dominio de membrana en células de mamifero

considerado como plataforma de sefializacion compuesto por proteinas transmembranas
y complejos multiméricos involucrados en procesos de sefializacion. También contiene
fosfolipidos, esfingolipidos y colesterol que confieren fluidez a estos dominios (Adaptado

de Lopez y Koch, 2017).

Estas regiones en la bicapa lipidica organizan una variedad de proteinas
relacionadas con la transduccion de sefiales y el trafico de membranas en los propios
dominios. También poseen una serie de proteinas especificas que varian con el tiempo y
se encuentran embebidas en la membrana. Una de las proteinas asociadas a estos
dominios de membrana es la flotilina que se define como una proteina de andamiaje
(Morrow y Parton, 2005; Simons e Ikonen, 1997). Las flotilinas son chaperonas que se
encuentran exclusivamente en estas balsas lipidicas unidas a la membrana. Aqui, reclutan
las proteinas que deben localizarse en estos dominios para estar activas y facilitar su
interaccion y oligomerizacion, desempefiando un papel central en la organizacion de éstas
(Babuke y Tikkanen, 2007; Zhao et al., 2011). La actividad de la flotilina es importante
para la correcta funcionalidad de numerosos procesos celulares asociados a estos
dominios como el trafico de membranas, la transduccion de sefiales y la polarizacion
celular. En consecuencia, la perturbacion de estas proteinas de ensamblaje provoca graves

defectos en esos procesos (Babuke y Tikkanen, 2007; Zhao ef al., 2011).



La existencia de dominios de membrana no es una caracteristica exclusiva de las
células eucariotas, también existen en bacterias y arqueas (Lopez y Kolter, 2010;
Bramkamp y Lopez, 2015). La organizacion de la membrana es particularmente
importante en los organismos unicelulares ya que representa el limite entre el organismo
y el medio ambiente y, por lo tanto, dirige muchos procesos celulares que son esenciales
para la vida, como la division celular o la transduccion de sefales (Barak y Muchova,
2013; Matsumoto, et al., 2006). Son los llamados microdominios funcionales de
membrana (MFM) los que realizan esta funcion, los cuales son muy similares funcional
y estructuralmente a las balsas lipidicas de células eucariotas (Figura 3). Los MFM
fueron descubiertos originalmente en estudios de regulacion de la formacion de
biopeliculas por el sensor quinasa KinC asociado a la membrana de Bacillus subtilis

(Lopez y Kolter, 2010).
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Figura 3. Microdominio funcional de membrana. Esquema de un dominio de
membrana de bacterias con diferentes lipidos que funciona como sitio de ensamblaje de
complejos multiproteicos cuya oligomerizacion esta facilitada por las flotilinas

(Adaptado de Lopez y Koch, 2017).

Estructuralmente, estos microdominios estdin compuestos a nivel lipidico por
farnesol y/o lipidos poliisoprenoides derivados de farnesol, (Feng et al., 2014);
hopanoides, lipidos estructuralmente similares al colesterol eucaridtico que son
importantes para la integridad de la membrana y la adaptacion a las condiciones de estrés

(Séenz et al., 2015); y los carotenoides, que tienen propiedades quimicas andlogas a las



de los hopanoides y también regulan la rigidez de la membrana bacteriana (Cvetkovic et

al., 2013).

Las flotilinas bacterianas (Figura 4) son proteinas estructuralmente similares a las
de los eucariotas, con dos dominios transmembrana en el extremo amino terminal, un
dominio SPFH o PHB y un sitio de interaccion con otras proteinas compuesto por
repeticiones de acido glutdmico y/o alanina. Se destacan tres funciones principales de
estas proteinas: la primera es la regulacion de la fluidez de la membrana ya que la falta
de flotilina reduce la heterogeneidad de los tipos de lipidos de membrana (Bach y
Bramkamp, 2013); la segunda es facilitar de forma eficiente el ensamblaje de complejos
proteicos, ya que la actividad de andamiaje estabiliza estos complejos al unir otras
moléculas que interactian y aumentan la capacidad de interaccion entre proteinas (Good
et al, 2011); la tercera es evitar la agregacion de proteinas no especificas y guiar el

ensamblaje de los complejos proteicos de forma productiva (Daley, 2008).
Repeticiones de
acido
glutamico/alanina

Regidn anclada a Sitio de
membrana interaccion
proteico

Figura 4. Esquema de la estructura de la flotilina. Posee dos dominios transmembrana
(TM1 y TM2) en su parte N-terminal, un dominio PHB o SPFH (Stomatin, Prohibitin,
Flotillin y HfIK/C) y un sitio de interaccion proteico compuesto por repeticiones de acido

glutamico y alanina en el extremo C-terminal.

En general, las flotilinas bacterianas han sido muy poco estudiadas y esto es
especialmente cierto en bacterias gram-negativas. Los primeros estudios en bacterias
gram-positivas indican que tienen un papel clave en el ensamblaje de estructuras

macromoleculares que se localizan en la envoltura celular. En la bacteria gram-positiva



Staphylococcus aureus se ha descrito que la ausencia de FloA (SA 1402), una flotilina
bacteriana, evita la correcta oligomerizacion de proteinas asociadas a los microdominios
funcionales de membrana. La ausencia de FloA provoca que los complejos multiproteicos
no puedan ensamblarse correctamente en estos microdominios, como por ejemplo el
sistema de secrecion de tipo VII (T7SS) (Mielich-Siiss et al, 2017). El T7SS es un
complejo multiproteico, que se encuentra anclado en la envoltura celular de bacterias
gram-positivas y que al igual que el T6SS en gram-negativas, es un mecanismo de
competicion interbacteriana (Cao et al., 2016). Por tanto, el ensamblaje de estas
nanomaquinas moleculares; como los sistemas de secrecion bacterianos, parece asociarse

a los MFM, aunque hasta el momento son escasos los estudios realizados.

Con el fin de aumentar el conocimiento actual del papel de las flotilinas asociadas
a MFM en bacterias gram-negativas, nos planteamos el siguiente objetivo en este
proyecto: estudiar el papel de la flotilina en el ensamblaje de complejos multiproteicos
(T6SS y flagelo) usando como bacteria modelo el agente de biocontrol Pseudomonas

putida KT2440R.

2. Objetivos

El objetivo general de este proyecto es conocer el papel de la flotilina en el
ensamblaje de complejos multiproteicos que se localizan en la envoltura celular como el
sistema de secrecion de tipo VI (T6SS) y el flagelo en Pseudomonas putida. Para

desarrollar este objetivo principal se han planteado los siguientes objetivos especificos:

1. La construccion de un mutante por delecion del gen flo4 (PP_0199) en P. putida
KT2440.

2. La realizacion de ensayos de competicion para determinar la eficiencia del

mutante floA para eliminar a una presa (Escherichia coli).

3. Larealizacion de ensayos de secrecion para determinar la capacidad del mutante

floA de ensamblar y disparar el sistema de secrecion de tipo VI.

4. La realizacion de ensayos de motilidad flagelar para determinar la capacidad del

mutante flo4 para ensamblar y utilizar el flagelo.



3. Materiales y métodos

3.1. Lista de acronimos

- Rif: Rifampicina

- Kan: Kanamicina

- Gm: Gentamicina

- Sm: Streptomicina

- LB: Caldo lisogénico (del inglés, Lysogenic Broth)

- LBA: Caldo lisogénico agar (del inglés, Lysogenic Broth Agar)

- PBS: Tampon fosfato (del inglés, Phosphate Buffered Saline)

- SDS-PAGE: Electroforesis en gel de acrilamida con dodecilsulfato sodico
- UFC: Unidades formadoras de colonias

- TBS-T: Solucion salina tamponada Tris — Tween (del inglés, Tris Buffered Saline —

Tween)

3.2. Bacterias, plasmidos, cebadores, kits y medios de cultivo

Las estirpes y los plasmidos usados en este trabajo se muestran en la Tabla 1y 2,

respectivamente. En la Tabla 3 se muestran los cebadores y en la Tabla 4 los kits.

Tabla 1. Cepas empleadas en este trabajo.

BACTERIAS

Estirpe Caracteristicas Referencia

Escherichia coli

F — endA1 gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96
DHS5a deoR nupG purB20 ¢80d/acZAM15
A(lacZY A-argF)U169 hsdR17(rK -mK + ) A—

araD A(ara, leu) AlacZ74 phoA20 galK thi-1 Herrero et al.,

Hanahan y Glover.,
1985

CC1182pir rspE rpoB argE recAl Apir 1990
Pseudomonas putida
. Espinosa-Urgel et
KT2440 RifR al., 2000



KT2440 AfloA Mutante por delecion del gen flo4, Rif® Este trabajo
KT2440 AtssAl1 Mutante delecion del gen tssA4 1, Rif® Bernal et al., 2017

Laboratorio de

KT2440 AfleQ Mutante delecion del gen fleQ, RifR Patricia Bernal

Tabla 2. Plasmidos empleados en este trabajo.

PLASMIDOS
Plasmidos Caracteristicas Referencia
| pTOPO-BluntIl | Vector de clonacion, ColE1 ori, Kanr | Invitrogen

Vector suicida, con dos sitios de corte Scel, Martinez-Garcia, E.
pSEVA612
de bajo numero de copias, R6K ori, Gmr etal., 2015

Vector de clonacion con el fragmento AfloA,
pTOPO __AfloA Este trabajo
ColE1 ori, Kanr

Vector suicida con el fragmento Aflo4, R6K '
PSEVAG612_AfloA e Este trabajo
ori, Gmr

Vector portador del gen de la endonucleasa Martinez-Garcia, E.
pSEVA428 .
Scel, RK2 ori, Smr etal, 2015

Vector que expresa la proteina fluorescente Laboratorio de Erh-

pRL662-gfp2
GFP2, Gmr Min Lai

Tabla 3. Cebadores empleados. Los nucledtidos en mayusculas representan los sitios de
unién de las enzimas de restriccion. Los nucleotidos en mayusculas y en negrita son
secuencias homologas a los siguientes 9 nucledtidos del cebador con el que se va a realizar

el solapamiento que terminara formando el fragmento por delecion.
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CEBADORES

Nombre Secuencia (5'-3")

| floA-1 ItaataaTCTAGAgtggtatctgcctgctgctg
floA-2 CTATTTCTCgacttgcatgaacatggtcattc
floA-3 ATGCAAGTCgagaaatagtgatgggccaatcge
floA-4 atatatGGATCCctggcgtggttactggaacg
floA-5 cgcctgaacgtgatcgatc

floA-6 gtacaggccctgcacaaag

Tabla 4. Kits empleados en este trabajo.

Nombre Funcion Referencia
Monarch PCR & | ) ) . New England
Purificacion de productos ADN
DNA Cleanup Kit #T1030S
Wizard Plus SV Minipreps ) ) ) Promega
Purificacion de plasmido
DNA Purification System #A1460

Los medios utilizados en este trabajo son: caldo lisogénico con agar (del inglés
Lysogenic Broth Agar, Condalab), caldo lisogénico liquido (del inglés Lysogenic Broth,
Condalab), caldo Super Optimo con represion catabolica (del inglés Super Optimal broth
with Catabolite represion, Condalab), caldo de triptona de soja (del inglés Tryptone Soya
Broth, Sigma), Bactotriptona (BD) y cloruro soédico (Sigma). Todos estos productos son

autoclavados (15 min a 121°C) para su esterilizacion.

Las soluciones utilizadas en este trabajo son: Tampon fosfato (PBS del inglés
Phosphate Buffered Saline, Sigma #p4417), solucion salina tamponada Tris — Tween 10x
(TBST del inglés Tris Buffered Saline — Tween (Base de Tris, NaCl, HCI, Tween 20 y
H>0)).
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3.3. Analisis in silico de la proteina FloA en Pseudomonas

Se identifica la proteina homologa a FloA (SA 1402) de S. aureus en P. putida
utilizando como herramientas la base de datos que proporciona la pagina web del N.C.B.1.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/947537) y el algoritmo del programa Blast

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar proteinas.

3.4. Construccion del mutante floA por delecion

El papel de la proteina FloA de P. putida en la funcionalidad del flagelo y el T6SS
se evalua construyendo un mutante limpio del gen floA4. El proceso se explica en detalle
en el apartado 4.2. de los resultados (Construccion del mutante KT2440R AfloA). En este

apartado se especifican las partes técnicas del proceso.

Para construir el fragmento AfloA, se realiza una primera PCR para amplificar el
fragmento aguas arriba (PCR1) con los cebadores floA-1 y floA-2, y una segunda PCR
para amplificar el fragmento aguas abajo (PCR2) con los cebadores floA-3 y floA-4. Estos
cebadores (Tabla 3) fueron sintetizados por Macrogen. El tamafo esperado de las bandas
delaPCR 1y 2esde 550 pby 604 pb, respectivamente. La PCR de solapamiento de los
productos de la PCR 1 y 2 se realiza con los cebadores flo4-1 y floA-4 (Figura 5). Las
reacciones de PCR se programan con una temperatura de alineamiento (Tm) de 55 °Cy
se llevan a cabo con la polimerasa KOD (Roche). La extraccion de bandas de ADN y la
limpieza de la agarosa de los geles se realiza con el kit mencionado en la Tabla 4. La

extraccion de los plasmidos se realiza con el kit de miniprep mencionado en la Tabla 4.

El plasmido pSEVA428 se cura inoculando la cepa AfloA consecutivamente en
medio LB sin antibidticos hasta que el vector se pierde, al no ser necesario para la
supervivencia del organismo. Para identificar las cepas sin el vector se realiza una PCR
de cribado con cebadores que amplifiquen una regién del plasmido. El hecho de que no

aparezca una banda en la PCR indica la ausencia de pSEVA428.
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Figura S. Proceso de construccion del fragmento AfloA.

3.4.1. Digestion y ligacion

La digestion de los plasmidos pTOPO_AfloA y pSEVA612 se realiza con las
enzimas de digestion Xbal y BamHI. La ligacion entre el vector pSEVA612 y el

fragmento AfloA se realiza con la ligasa T4 DNA Ligase (New England BioLabs,
#MO0202).

3.5. Ensayo de competicion

En los ensayos de competicion in vitro se estudia la funcionalidad del T6SS en la

competencia interbacteriana usando como organismo presa Escherichia coli.

Los cultivos de las cepas de P. putida y E. coli se ajustan e igualan a ODsgonm = 1
y posteriormente se lavan con PBS 1x. Tras los lavados, se mezclan 100 pL de cada
bacteria en proporcion 1:1 (P. putida:E coli) y se siembran 20 uL. de cada combinacion
de las cepas de P. putida con E. coli incubandose durante 5 horas a 30 °C. A tiempo 0 se
realizan diluciones seriadas (en este trabajo hasta 107) que se siembran en placas de Petri
de 12x12 cm con 50 mL de LBA con antibidticos que permiten seleccionar E. coli y P.
putida de forma independiente. E. coli contiene el plasmido pRL662 (Tabla 2), el cual
confiere resistencia a gentamicina. En el caso de P. putida KT2440R, es un aislado
resistente a rifampicina. Tras 5 horas de incubacion, se recoge la biomasa con un asa de
siembra y se resuspende en 1 mL de PBS. De aqui se preparan diluciones seriadas y se

siembran en los medios definidos anteriormente.
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Posteriormente, se cuantifican las unidades formadoras de colonia por ml de
cultivo (UFC/ml) y se calcula el indice de competitividad que refleja la capacidad de
matar de la bacteria que contiene el sistema de secrecion de tipo VI. El indice de
competitividad se calcula con la siguiente férmula: indice de competitividad = (P. putida
a las Sh/E. coli a las 5h)/(P. putida a las Oh/E. coli a las Oh). Se han realizado cuatro

repeticiones bioldgicas de este experimento.

3.6. Ensayo de secrecion

En los ensayos de secrecion se examina la funcionalidad del T6SS de las diferentes
cepas en estudio. Para ello se analiza la capacidad de estas cepas de ensamblar y disparar
el T6SS. Cuando esto ocurre, la proteina del tubo interno (Hcpl) se encuentra en el

sobrenadante y puede ser detectada mediante ensayos de Western-Blot.

3.6.1. Preparacion de muestras de secrecion y de células totales células completas

Las distintas cepas de P. putida se inoculan en caldo de triptona de soja (Sigma)
y se incuban a 30 °C durante 8 h en agitacion (180 rpm), condiciones en el que el T6SS
de P. putida tiene mayor actividad (Bernal ef al., 2017; Bernal et al., 2021). Para las
muestras de células completas, se recogen cultivos a una ODssonm total de 1, se centrifugan
a 13.000 g, se descarta el sobrenadante y se resuspenden en 100 pL. de tampon Laemmli
Ix, un colorante electroforético que desnaturaliza proteinas para ser posteriormente
separadas electroforéticamente en un sistema SDS-PAGE (electroforesis en gel de

acrilamida con dodecilsulfato sodico).

Para preparar las muestras del sobrenadante se realizan tres centrifugaciones
seriadas a 5000 rpm durante 20’ donde se van recogiendo volimenes cada vez menores
de sobrenadante (13 mL, 10 mL y 7 mL) de la zona superior para evitar que en la muestra
del sobrenadante haya contaminacion con células. Tras la ultima centrifugacion se
recogen 1,8 mL de sobrenadante y se precipitan las proteinas con acido tricloroacético
(TCA) en frio durante 16 horas. Las muestras se centrifugan durante 30’ para concentrar
las proteinas, y se lavan los precipitados con acetona 90%. Por ultimo, el precipitado se
resuspende en tampoén Laemmli 1x para desnaturalizar las muestras de proteina que

posteriormente se separan electroforéticamente con un sistema SDS-PAGE.
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3.6.2. Western-Blot

Las muestras previamente preparadas se cargan en geles de electroforesis SDS-
PAGE que contienen 7,5% y 15% de acrilamida para separar las proteinas (80 V, 15 min;
100 V, 1 h 45 min). Se utiliza el gel de 7,5% para detectar la subunidad 3 de la ARN
polimerasa (155 KDa), y el gel de 15% para la deteccion de la proteina Hepl (18 KDa).
Los geles de acrilamida se transfieren a una membrana de nitrocelulosa utilizando un
sistema de transferencia Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). Posteriormente se bloquean en
leche desnatada al 5% (p/v) para prevenir uniones no especificas del anticuerpo. Se retira
la leche lavando con una solucién de TBS-T. Las membranas se incuban con el anticuerpo
primario, se realizan 3 lavados de 10’ con TBST-T de nuevo y se incuban con el

anticuerpo secundario.

Los anticuerpos primarios son el anticuerpo anti-Hcpl de conejo (Bernal et. al,
2021) y el anticuerpo anti-B-ARN polimerasa de E. coli (BioLegend, #W0023). Los
anticuerpos secundarios son el IgG-HRP anti-conejo de cabra (Sigma Aldrich, #12-348)
y el IgG-HRP anti-ratén de cabra (Sigma Aldrich, #AP127P).

Las membranas se lavan tres veces durante 5° con TBS-T antes del revelado. El
revelado de los anticuerpos se realiza con el sustrato Immobilon Forte Western HRP
(Millipore) y el sistema de imagenes Odyssey® FC (LI-COR BioSciences). Se realizaron

dos experimentos independientes.

3.7. Ensayo de motilidad flagelar.

En los ensayos de motilidad flagelar se estudia la funcionalidad y actividad del
flagelo de las diferentes cepas observando el halo de crecimiento que generan al
sembrarlos en un medio en el que pueden desplazarse. El medio para observar movilidad
contiene una concentracion de agar muy por debajo a los medios tradicionales de
crecimiento para el aislamiento de colonias. Para preparar 600 mL del medio de agar
triptona con un 0,3% de agar se necesita: 6 g de Bactotriptona, 3 g de NaCl, 1,8 g de agar
y se enrasa con H.O destilada hasta alcanzar los 600 mL. Tras ser autoclavado, se extiende
en placas de Petri de 90 mm de didmetro y se dejan secar durante 4 h en condiciones de
esterilidad. Posteriormente se inocula una colonia aislada en el centro de la placa con un
palillo de punta redonda y se incuba a 30°C durante 12 h. Para evaluar los resultados de

movilidad, se miden los halos de crecimiento.

15



4. Resultados

4.1. Identificacion de la proteina FloA en P. putida

La proteina homoéloga a FloA (SA 1402) de S. aureus en P. putida fue
identificada mediante BlastP como se describe en materiales y métodos. Esta proteina se
denomina QmcA vy estéa codificada por el gen gmcA (cuyo locus es PP_0199). QmcA de
P. putida presenta un 88% de aminoacidos idénticos y un 9% de aminoécidos similares
(de alta similitud fisicoquimica) con la proteina FloA de S. aureus, como se muestra en
la Figura 6. Dada la alta homologia entre ambas proteinas, en este proyecto hemos

renombrado a la proteina QmcA como FloA, asi como también al gen gmcA como floA.

Range 1: 24 to 113 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
169 bits(429) 4e-55 Compositional matrix adjust. 79/90(88%) 88/90(97%) 0/90(0%)

Query 26 REYERGVVFQLGRFWKVKGPGLVLVIPAIQQMVRIDLRTIVLDVPPQDVISRDNVSVKVN 85
REYERGVVFQLGRFW+VKGPGL+L+IP IQQOMVR+DLRT+VLDVPPQDVI+RDNVSVKVN
Sbjct 24 REYERGVVFQLGRFWQVKGPGLILLIPVIQQMVRVDLRTVVLDVPPQDVITRDNVSVKVN 83

Query 86 AVVYFRVLDPQKAIIQVENYLAATSQLAQT 115
AV+YFRVLDPQKAIIQVE++L ATSQLAQT
Sbjct 84 AVLYFRVLDPQKAIIQVEDFLVATSQLAQT 113

Figura 6. Alineamiento entre las proteinas FloA de S. aureus (“Query”) y QmcA de

P. putida (Sbjct).

4.2. Construccion de la cepa AfloA

Para estudiar el papel de la flotilina en el ensamblaje de complejos multiproteicos
como el T6SS o el flagelo se construy6 un mutante limpio del gen flo4 por recombinacion
homologa. En este proceso, la region génica que rodea al gen floA se intercambia por una
copia mutante que tiene delecionado el gen floA (fragmento AfloA) y se introduce en la
bacteria en un vector suicida que no replica en Pseudomonas. Para que se lleve a cabo el
intercambio génico de forma completa, se tienen que dar dos eventos de recombinacion,
aguas arriba y aguas debajo de la region que se quiere intercambiar (Figura 7). El primer
evento da lugar a la insercion del vector suicida que lleva el fragmento AfloA y flanqueado
por sitios de restriccion Scel, formando merodiploides con la copia silvestre y mutante de
floA en el cromosoma. El segundo evento de recombinacion resuelve esta estructura con

dos posibles resultados: si la recombinacion ocurre por el mismo lugar que el primer
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evento, se obtiene una cepa silvestre. Si el segundo evento de recombinacioén ocurre por
el sitio contrario, el fragmento mutante se habrd intercambiado por el silvestre y se
obtendra como resultado una cepa mutante con el gen floA delecionado. Para inducir la
segunda recombinacién, se induce la expresion de la endonucleasa Scel con 3-metil

benzoato.

A PRIMERA RECOMBINACION HOMOLOGA

N‘ | |
PSEVA612_AfloA \ PSEVA612_AfloA \
GmR GmR
floA
® ———

AfloA

—

floA AfioA

o S

B SEGUNDA RECOMBINACION HOMOLOGA

Origina Silvestres Endonucleasa Origina Mutantes

AfloA

volf

Endonucleasa

Figura 7. (A) Primer evento de recombinacion homoéloga y (B) Segundo evento de

recombinacion homéloga.

4.2.1. Construccion del fragmento AfloA

Para la construccion del fragmento AfloA4 se realizan una serie de PCRs con el
objetivo de amplificar las regiones aguas arriba y aguas abajo del gen floA4 y seguidamente
solapar los fragmentos tal y como se describe en Materiales y Métodos (Figura 5). El
fragmento AfloA se inserta en un vector comercial linear (pTOPO) para su secuenciacion
y posterior subclonacion en el plasmido de destino (pSEVA612) dando lugar a la
construccion pTOPO_AfloA. Esta se transforma en E. coli DH5a y se realiza un cribado
por PCR para identificar a las bacterias que hayan incorporado el pTOPO con el
fragmento AfloA. Entre los candidatos positivos, se selecciona uno de ellos para extraer

el plasmido y confirmar por secuenciacion que la construccion es correcta.
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4.2.2. Subclonacion del fragmento Aflo4A en pSEVA612

Para la subclonacion del fragmento AfloA en el vector suicida, se realiza una
digestion de los vectores pTOPO AfloA y pPSEVAG612 con las enzimas de restriccion Xbal
y BamHI. Posteriormente, el fragmento Aflo4 y el pladsmido suicida pSEVA612 con
extremos compatibles se ligan segln se indica en Materiales y Métodos dando lugar al
vector pSEVAG612 AfloA. En esta construccion, el fragmento Aflo4 queda comprendido
entre dos sitios de corte de la endonucleasa Scel, como se muestra en la Figura 8. El
producto de la ligacion se transforma en E. coli Apir y se realiza un cribado por PCR para
identificar los candidatos que han incorporado el fragmento en el plasmido suicida. Entre
los candidatos positivos se selecciona uno para extraer el vector que se va a utilizar en el

siguiente paso.

BamHI

1floA

Scel Scel & k)

pTOPO_AfloA
4605 pb

pSEVA612_AfloA

3384 bp

Xbal

Figura 8. (A) Vector lineal pTOPO con el fragmento AfloA y (B) subclonacion en el
vector suicida pSEVA612

4.2.3. Generacion del mutante flo4 usando la técnica Scel

El vector suicida con el fragmento AfloA (pSEVA612 AfloA) se introduce en P.
putida mediante electroporacion. Esto permite que se dé el primer evento de
recombinacion homologa formando cepas merodiploides, bacterias con la version
silvestre y la version delecionada del gen floA. Posteriormente, se electropora el plasmido
pSEVA428 (un vector con el gen de la endonucleasa Scel y un marcador de Sm) en las
cepas merodiploides para inducir el segundo evento de recombinacion. Este segundo

evento, originado gracias a la actividad de la endonucleasa Scel, puede dar lugar a cepas
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silvestres o mutantes segun el sitio donde se dé la recombinacion tal y como se describe

en Materiales y Métodos y se ilustra en la Figura 7.

Tras la induccion del segundo evento de recombinacion por la endonucleasa Scel,
se aislan colonias que posteriormente se siembran en medio selectivo (Gm) para
comprobar que han llevado a cabo el proceso de recombinacion (pérdida del vector
suicida) (Figura 9). En la Figura 9 se pueden ver las estrias en placa de LB Rif (Figura
9B) donde deben crecer todas las estrias y en LB Rif Gm (no han llevado a cabo el
segundo evento de recombinacion). Las colonias que no crecen en la placa de LB Rif Gm

pero si en la placa de LB Rif son los candidatos a mutante.

Figura 9. Placas para determinar los candidatos a mutantes. (A) Placa de Rif., Gm.,
dénde solo crecen los merodiploides ya que poseen el marcador de resistencia a Gm del
vector suicida y (B) placa de Rif, que sirve de control de biomasa para recuperar los

candidatos a mutante.

La PCR para identificar las cepas mutantes se realiza con los cebadores flo4-5 y
floA-6 los cuales se unen a secuencias aguas arriba y aguas abajo del fragmento AfloA,
amplificando una region de 1622 pb en el caso del mutante y una region de 2351 pb en el

caso del silvestre (Figura 10).
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A Cepa silvestre

floA-5 floA-6
floA
> { } <
w
B 2w Wé, e

- e J

Tamafio: 2351 pb
B Cepa mutante

floA-5 floA-6
> AfloA <
—
1 2 A\l 3 4

Tamafio: 1622 pb
Figura 10. Region adyacente al fragmento AfloA donde se unen los cebadores floA-

5y floA-6. (A) Fragmento esperado en la cepa silvestre (B) y en la cepa mutante.

De los 12 candidatos analizados, los candidatos #9 y #12 amplifican el tamafio
esperado para la cepa mutante (Figura 11). Los candidatos #1, #3, #4, #5, #7, #8 y #10
amplifican el tamafio esperado de las cepas silvestre y en el carril 2, 6 y 11 la reaccion de

PCR no produjo ningtin producto.

X LLEC TR B

WT: 2351 pbs

Mutante: 1622 pbs

Figura 11. PCR de cribado para identificar las cepas mutantes floA4. El tamafio del
fragmento amplificado por PCR para las cepas mutantes es de 1622 pb y de 2351 pb para

las cepas silvestres.
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Tras confirmar los candidatos mutantes por PCR, se cura el plasmido pSEVA428
como se describe en Materiales y Métodos y se guardan las cepas en glicerol a -80 °C
para su conservacion hasta la realizacion de los estudios fenotipicos. Ambos candidatos

han sido utilizados en los experimentos realizados a continuacion.

4.3. La ausencia de FloA no disminuye la capacidad de eliminar E. coli

P. putida es un eficiente agente de biocontrol que utiliza el T6SS para matar a sus
competidores (Bernal et al., 2017). Con el objetivo de estudiar el papel de la proteina
FloA en la funcionalidad del sistema de secrecion tipo VI, hemos realizado ensayos de
competicion entre P. putida (cepa silventre y mutante isogénico flo4d) y E. coli. Como
control negativo utilizamos la cepa mutante Atss4A/ que no ensambla el T6SS. En la
Figura 12 se muestra la supervivencia de E. coli después de la competicion con P. putida.
Los resultados indican que el mutante floA4 elimina a E. coli con la misma eficacia que la

cepa silvestre, mientras que la cepa AtssA 1 disminuye 10 veces su eficiencia.

W Figura 12. Supervivencia de E.
coli tras competir con P. putida.
En esta figura se muestra el
crecimiento de E. coli después de
5h compitiendo con las cepas de
P. putida. En las columnas crece
E. coli después de competir con:
1* y 2* columna: cepa silvestre
KT2440R; 3* y 4* columna:
AfloA (A); 5%y 6* columna: AfloA
(B); 7"y 8 columna: AtssAl.

En la figura 13 se representa el logaritmo en base 10 del indice de competitividad (IC)

que indica la capacidad de P. putida para matar E. coli.
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Figura 13. indice de competitividad
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Estos resultados demuestran que la proteina FloA no esta implicada en el

ensamblaje del T6SS en P. putida.

4.4. La ausencia de FloA no interfiere en la capacidad de secretar Hcpl

De forma complementaria, estudiamos la funcionalidad del sistema de secrecion
de tipo VI detectando la presencia de la proteina Hcpl mediante Western-Blot. La
secrecion de Hepl depende del correcto funcionamiento del T6SS por lo que es un buen
marcador para evaluar la funcionalidad del sistema (Pukatzki et al., 2006). En este ensayo
se detecta la presencia de Hcpl en 4 cepas: la cepa silvestre como control positivo, los
dos mutantes flo4 (A y B) y el mutante zss4/ como control negativo. La proteina Hcpl
se detecta en el sobrenadante de la cepa silvestre (sistema funcional) pero no en un

mutante zss4/ ya que el sistema no puede ensamblarse.
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Figura 14. Produccion y secrecion de Hcpl en la cepa silvestre KT2440, las cepas
AfloA y la cepa AtssA1. La proteina Hepl se detecta mediante Western-Blot usando un
anticuerpo anti-Hepl. La deteccion de la subunidad B de la ARN polimerasa se usa como
control de carga (células completas) y control de lisis celular (secrecion) al ser una

proteina citosolica.

En la Figura 14 se puede observar como los mutantes flo4 secretan Hepl de
manera similar a la cepa silvestre. La cepa AtssA1 es incapaz de ensamblar el T6SS y por
tanto no secreta Hcpl. Estos resultados indican que los mutantes flo4 si ensamblan
correctamente el sistema de secrecion de tipo VI siendo capaces de secretar la misma
cantidad de Hcpl que la cepa silvestre. Por tanto, dado los resultados de los ensayos de
competiciéon y de secrecion, podemos afirmar que la ausencia de FloA no afecta al

ensamblaje ni a la funcionalidad del T6SS.

23



4.5. El ensamblaje del flagelo no se ve afectado en ausencia de FloA

En el experimento de motilidad flagelar estudiamos el correcto ensamblaje y
funcionamiento del flagelo. En este experimento se siembran las cepas a estudiar en un
medio semiliquido (ver Materiales y Métodos) que permite a las bacterias con flagelos
desplazarse. En este medio, las bacterias moviles que tienen un flagelo funcional forman
un halo de crecimiento, mientras que las bacterias sin flagelo funcional no forman halo
(Figura 15). En este trabajo estudiamos la movilidad debida a flagelo de las cepas:
silvestre, mutantes flo4 (A y B) y del mutante fleQ. FleQ es una proteina encargada de la
regulacion de la sintesis del aparato flagelar y la maquinaria de quimiotaxis, la cual se
encuentra en la parte superior de la jerarquia transcripcional (Leal-Morales et al., 2022),

por lo que en ausencia de FleQ no se oligomeriza ni se ensambla el flagelo.

AfloA (A) AfloA (B) KT2440R AfleQ

OC

Figura 15. Ensayo de motilidad flagelar. Las cepas Aflo4A (A) y AfloA (B) forman un

'\(ﬂ.‘!‘iol’ 7 ahe@

halo de crecimiento similar a la cepa silvestre. La cepa AfleQ no forma halo de

crecimiento ya que su flagelo no es funcional.

Nuestros datos indican que el mutante flo4 es capaz de ensamblar correctamente
los flagelos ya que puede formar un halo de crecimiento en la placa similar al de la cepa
silvestre. Por ello podemos afirmar que la ausencia de la proteina FloA no es determinante

para el correcto ensamblaje y funcionamiento del flagelo.
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5. Discusion

El objetivo principal de este proyecto es conocer el papel de la proteina de
andamiaje FloA en Pseudomonas putida, con respecto al ensamblaje de complejos
multiproteicos de membrana como el sistema de secrecion tipo VI o el flagelo. Para
evaluar el papel de esta proteina hemos realizado diferentes ensayos que nos permiten
evaluar la actividad de ambas nanomdaquinas moleculares. Entre los experimentos
realizados destacan los ensayos de secrecion y de competicion para estudiar la
funcionalidad del T6SS y los ensayos de motilidad flagelar para estudiar la funcionalidad
del flagelo. Los resultados de este trabajo muestran que la flotilina no es fundamental
para ensamblar ni el flagelo ni el T6SS, ya que ambos sistemas funcionan correctamente
en su ausencia. Por lo que podemos afirmar que FloA no es una proteina esencial para el

ensamblaje de estos macrocomplejos proteicos de membrana.

Los MFM han sido escasamente estudiados en bacterias gram-negativas por lo
que hay muchas posibilidades que pueden explicar los resultados obtenidos. La hipotesis
mas plausible es que los MFM de P. putida tenga una gran variedad de proteinas de

andamiaje que puedan compensar la ausencia de FloA.

Los microdominios funcionales de membrana en procariotas se descubrieron en
el ano 2010 en Bacillus subtilis (Lopez y kolter, 2010). En esta bacteria gram-positiva se
describi6 por primera vez como las membranas promovian interacciones entre un diverso
grupo de proteinas efectoras (Lysenko et al., 1997). Fue en este mismo organismo donde
también se describid por primera vez la presencia de una proteina homologa a la flotilina
eucariota (Dempwolff et al., 2016), a la que denominaron FloA. FloA se ha visto
involucrado en la formacion de biopeliculas y la esporulacion, asi como el correcto
funcionamiento del sistema de secreciéon Sec (Bach y Bramkamp, 2013; Lopez et al,
2013). Por otro lado, el papel de la flotilina (FIoA) en el ensamblaje de un sistema de
secrecion (T7SS) similar al T6SS ha sido estudiado en S. aureus (Mielich-Siiss et al.,
2017). Proteinas homodlogas a FloA han sido identificadas en otras bacterias como

Bacillus anthracis o Mycobacterium tuberculosis (Somani et al., 2016; Lee et al., 2015).

En bacterias gram-negativas existen muy pocos estudios al respecto. Entre ellos
cabe destacar la organizacion de microdominios de membrana en Methylobacterium

extorquens (Saenz et al., 2015) o el papel de la flotilina del patégeno Campylobacter
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jejuni en la adhesion a células epiteliales del hospedador (Tareen et al., 2013). En la
cianobacteria Synechocystis sp. la flotilina oligomeriza en las membranas celulares y en
los tilacoides teniendo un papel importante en el ensamblaje del aparato fotosintético
(Boehm et al., 2009). Por tltimo, en E. coli también se han descrito la presencia de estos
MFM vy de proteinas con dominio SPFH (Guzmaén-Flores et al., 2019). La limitad
informacion que se tiene de los MFM en bacterias gram-negativas hace que la bacteria
modelo P. putida sea muy atractiva para el estudio de estos microdominios (Schneider et

al,, 2015).

A nivel bioquimico, las flotilinas poseen un dominio PHB o SPFH conservado
que debe su nombre a las proteinas Estomatina, Prohibitina, Flotilina y HfIK/C
(Tavernarakis et al., 1999). Estas proteinas se encuentran tanto en organismos procariotas
como en eucariotas. La mayoria de los miembros de la familia SPFH eucariota estan
involucrados en el ensamblaje de complejos en las balsas lipidicas funcionando como
proteinas de andamiaje (Browman et al., 2007; Langhorst et al., 2005). También se ha
demostrado que las proteinas en las que se encuentran estos dominios SPFH estan
localizados en los microdominios funcionales de membrana y por ello se utilizan como

marcadores para estos (Browman et al., 2007; Lopez y Kolter, 2010).

Recientemente se han descrito la existencia de cuatro genes (yqiK, gmcA, hfIK y
hflC) que codifican para proteinas con un dominio SPFH (o PHB) en E. coli K12
(Guzméan-Flores et al, 2019). Estas proteinas se encuentran tedricamente en los
microdominios funcionales de membrana y tienen funcion de andamiaje (Guzman-Flores
etal., 2017). De los 4 genes identificados en E. coli, hemos confirmado la presencia de 3
en P. putida (gmcA, hflCy hfIK) incluyendo el estudiado en este proyecto (gmcA = floA).
Una posibilidad es que las proteinas HfIC y HfIK de P. putida sean proteinas de andamiaje
que en ausencia de FloA puedan complementar su funcién. En un futuro se podria
comprobar esta hipotesis construyendo mutantes por delecion de los genes AfIC y hfIK asi
como mutantes dobles y triples para estudiar el funcionamiento del T6SS y del flagelo en

ausencia de estas putativas proteinas de andamiaje.
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6. Conclusiones

1. La ausencia de la proteina FloA no disminuye la capacidad de eliminar bacterias

competidoras usando el sistema de secrecion de tipo VI.

2. Laausencia de la proteina FloA no afecta la secrecion de Hepl a través del sistema

de secrecion de tipo VI.
3. Por tanto, FloA no participa en el ensamblaje del T6SS en la envoltura celular.

4. Laproteina FloA no es determinante para el ensamblaje y la actividad del flagelo.
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