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Resumen

En este trabajo se presenta caracterizacion de una mutante en el gen yqiK de E. coli, el cual codifica
para una proteina de funcion desconocida pero que tiene homologia con proteinas de unién a balsas
lipidicas. Se analizd su fenotipo en relacion a su posible asociacion con la membrana plasmatica, por lo
que se caracterizd la sensibilidad a compuestos que perturben la estructura membranal directa o
indirectamente. Se hicieron ensayos; sugieren que la proteina Yqik esté relacionada con la estructura
de la membrana interna asi como de los mecanismos de sefializacion que controlan la quimiotaxis y
el nado.

Abstract

In the present study, we characterized a mutant of E. coli, ygik gene, which encodes a protein of
unknown function but with homology to proteins that bind to lipid rafts. We analyzed the phenotype
regarding their posible relationship with the plasma membrane. We characterized the sensitivity to
compounds which interfere with the plasma membrane structure directly or indirectly. Droplet tests by
serial dilutions of cells exposed to different compounds were tested. Finally, the effect on the swimming
behavior of the mutant in comparison to the wild strain was analyzed. Our results suggest that the Yqik
protein is related to the inner membrane as well as in the signaling mechanisms that control chemotaxis.

Palabras Clave Yqik; microdominios.
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INTRODUCCION

Antecedentes

Las proteinas son biomoléculas esenciales para el
desarrollo de los procesos biolégicos tanto a nivel
celular como a nivel de sistemas. Generalmente,
las proteinas no actian de forma independiente,
establecen interacciones dinamicas entre mas de
una proteina para llevar a cabo las funciones
biol6gicas. 1

Las membranas celulares estan compuestas de un
gran numero de especies de lipidos distintas, que
difieren en sus estructuras moleculares y las
propiedades fisico-quimicas. Estos lipidos
constituyentes tienden a unirse en microdominios.

El modelo de mosaico fluido propuesto por Singer
y Nicolson en 1972 sugiere que todos los
constituyentes de la membrana difunden
libremente y, de este modo, distribuidos al azar. El
modelo dejé abierta la posibilidad de la existencia
de mecanismos para lograr una orden de largo
alcance en un sistema fluido homogéneo.

Un concepto interesante en la organizacién de la
membrana es la existencia propuesta de las
balsas de lipidos o balsas de membrana. Las
membranas de las células eucariotas organizan
una variedad de proteinas relacionadas con la
transduccion de sefiales en microdominios o
balsas que estan enriquecidos en lipidos
particulares tales como colesterol o esfingolipidos.

Las balsas de lipidos también albergan proteinas
especificas. Una de las caracteristicas mas
relevantes de las balsas lipidicas es la capacidad
de estas regiones discretas de membrana para
organizar un subconjunto especifico de proteinas
en el espacio y el tiempo, para lograr en Ultima
instancia, una especificidad en la organizacion de
las redes de sefializacibn y maquinarias de
transporte.

Se ha demostrado recientemente que las bacterias
también son capaces de organizar algunas
cascadas de transduccion de sefiales y transporte
de proteinas en microdominios de membrana
funcionales (fMMS) constituidas por lipidos
especificos; es decir, las membranas bacterianas

contienen balsas de lipidos similares a los
encontrados en las células eucariotas.

La Orientacion de FMMS ofrece una estrategia
interesante para inhibir simultaneamente un gran
namero de procesos fisioldgicos que estan
relacionados con el desarrollo microbiano.

Justificacion

Los microdominios  de membrana  con
composiciones lipidicas diferentes al resto de la
membrana, denominados balsas de lipidos,
representan un mecanismo potencial para
compartimentar funciones celulares dentro del
plano de las membranas bioldgicas. F!

El estudio de las balsas de lipidos en bacterias es
un campo de creciente importancia, que tiene
como objetivo ampliar las investigaciones a otras
especies bacterianas para determinar en Ultima
instancia si la organizacion de fMMS es una
caracteristica universal de bacterias y si existen
diferencias fundamentales entre las diferentes
especies.

El uso de herramientas bioinforméticas es
actualmente la primera aproximacion mas robusta
para la deteccion de la existencia de fMMS en
diversas especies bacteriana. @

Ygik es una proteina de membrana de la familia
PHB, funcién desconocida

El gen tiene una longitud de 1662 pares de bases,
553 aminoécidos, se predice que se localiza en la
membrana interna con un posible dominio
citoplasmatico. ¥

El presente trabajo pretende determinar la
localizacion intracelular de la proteina Yqik para
iniciar estudios acerca de su posible funcion en la
bacteria E. coli. Recientemente se han descrito
micro-dominios ricos en lipidos que dan rigidez a
la membrana de las células bacterianas.® y forma
dominios, en particular en las regiones de los
polos. Este fendbmeno ha sido caracterizado en las
bacterias B. subtilis y E. coli y se ha propuesto que
existen microdominios membranales también en
bacterias, que potencialmente participen en la
regulacion de la estructura de la membrana asi
como en la funcién de proteinas de sefializacion
ancladas a esta. @
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MATERIALES Y METODOS

Se analiz6 la sensibilidad a H202 1.0%, SDS 0.6%
y 0.5%, Paraquat 100mm, Glicina 300mm.

Se cultivé en medio LB liquido con Kandamicina
50 pg/ml la cepa mutante en el gen yqgik y la cepa
silvestre en medio LB Unicamente. Se hicieron los
ensayos de goteo de las cepas, con una densidad
Optica inicial de 0.500 y generando diluciones
seriales hasta 10-4. Se sembraron 3 pl por gota y
se incubaron a 37°C por 12 horas.

Se realizaron ensayos de motilidad de bacterias
de las cepas silvestre y mutante en medio agar
suave (peptona 1%, NaCl 0.5%, Agar 0.3%), y
utilizando acetato de sodio 1mm con un pH de 5
como quimio-atrayente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ygik es una proteina conservada entre
enterobacterias. Usando la herramienta GenContll,
se determiné su distribucion en otras bacterias. En
la Fig. 1 se muestra el resultado. Destaca que en
enterobacterias guarda sinteina con otros genes
relacionados a metabolismo de azucares vy
aminoécidos.
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Fig. 1 Distribucion de Yqgik en bacterias.

Para determinar si Yqik participa como proteina
esencial para la integridad de la membrana se hizo
un analisis de compuestos que perturben la
membrana. Se observo la sensibilidad de la
membrana de la cepa silvestre y mutante,
expuesta a los siguientes compuestos SDS 0.6%,
H202 1%, Paraquat 0.1mm, los cuales generan
especies oxidadas de lipidos y Glicina 300mm que
perturba la sintesis de la pared lo que expone la
membrana a dafio osmotico. En los resultados de
este andlisis que se muestran en la Fig. 2

claramente se observa que cuando estuvo
expuesta la cepa mutante a los agentes
perturbadores de membrana, Glicina y SDS y en
menor grado al agente oxidante Paraquat, es mas
sensible ya que el nimero total de células viables
disminuye.

* Paraquat 0.1 mm

* Glicina 300mm

+  SDS0.6%

l[\ Silvestre

‘7__ Mutante

Fig 2. Fotografia de sensibilidad de membrana expuesta a
Glicina 300mm, Paraquat 0.1mm, Perdxido de Hidrogeno 1%,
SDS 0.6%

El ensayo de motilidad analizado en medio agar
suave y medio suave/acetato de sodio. Se observa
claramente como el nado de las bacterias
silvestres es mas lento que el de la cepa mutante,
siendo mas marcada la diferencia en ausencia
de un quimio-atrayente como el acetato de sodio.
Se estudi6 en un periodo de 18 horas a
temperatura ambiente, donde se obtuvo una
mayor diferencia. Observandose el nado notorio
de la cepa mutante a partir de las 4 horas de haber
inoculado las pacas. Ver Fig. 3

El organulo encargado de la motilidad en
bacterias es el flagelo, en esta bacteria esta
constituido por subunidades de proteina y su
desplazamiento es rotario. La estructura del flagelo
es la que permite que desde un motor embebido
en la superficie celular trasmita una fuerza de
rotacion que genera un empuje mMmecanico,
permitiendo a las bacterias cambiar aleatoriamente
de direccion, y llamando a esto nado de bacterias.
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— Acetato

+ Acetato

Fig. 3. Fotografia de Placas de nado de bacterias con acetato de
sodio (parte inferior) y sin acetato de sodio (parte superior), de
las cepas silvestre (wt) y mutante.

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que Yqik es una proteina
cuya funcion puede estar involucrada tanto en la
estructura de la membrana/pared celular asi como
en el correcto funcionamiento de los mecanismos
de transduccion de sefiales para la regulacion del
flagelo.
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PERSPECTIVAS

Con este trabajo se pretende generar
construcciones para fusionar el quimio-receptor de
serina TSRy Yqik a una proteina roja fluorescente
mediante microcopia confocal para determinara la
localizaciéon subcelular de la proteina Ygik. Con
respecto a una proteina que tiene localizacion en
los polos.
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