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RESUMEN

Wolbachia es una bacteria intracelular obligada del orden de las rickettsiales,
pertenecientes a la clase de las a-proteobacterias. Puede ser transmitida
horizontalmente y verticalmente y, dependiendo del hospedero, se comporta como
parasito o mutualista. La importancia de esta bacteria obedece al alto numero de
invertebrados infectados (principalmente insectos), las manipulaciones
reproductivas que ejerce sobre sus hospederos, la relacion mutualista que sostiene
con varias filarias parasitas causantes de muchas enfermedades humanas y su
potencial uso como control de transmisién de enfermedades transmitidas por
artropodos. Estudiar su fisiologia es de particular interés para entender cémo se
establece y mantiene la relacion Wolbachia-hospedero. Al analizar el genoma de
Wolbachia se ha observado que es reducido y contiene genes conservados de
diferentes vias biosintéticas. Las vias de biosintesis de hemo y de riboflavina se
encuentran muy conservadas, por lo que se plantea que éstas u otras vias
biosintéticas podrian ser claves para el establecimiento de Wolbachia en su
hospedero. El objetivo de este trabajo fue analizar la participacion de la via de
sintesis de hemo y de riboflavina en la simbiosis de Wolbachia con un hospedero

artificial, Saccharomyces cerevisiae.

En este trabajo se infectaron con Wolbachia diferentes cepas de S. cerevisiae
mutantes en la via de sintesis de hemo y de riboflavina y se analizd si existia un
aprovisionamiento de estos metabolitos por parte de la bacteria hacia la levadura.
La cepa AHem14, mutante en el séptimo paso de biosintesis de hemo y con defectos
mitocondriales debidos a la ausencia de hemo, no mostré buenas tasas de infeccion
con Wolbachia y no se observd recuperacion en su capacidad respiratoria ni
presencia de hemo al estar infectada. Por otro lado, la cepa ARib4, mutante en el
cuarto paso de biosintesis de riboflavina, al ser infectada con Wolbachia expresé
capacidad respiratoria, cuyos efectos se observaron en el crecimiento en medios
respiratorios y en el consumo de oxigeno. Se concluye que, al menos en nuestro
modelo de infeccion, la via de sintesis de riboflavina es importante para la relaciéon

Wolbachia-hospedero.



ABSTRACT

Wolbachia is an obligate intracellular bacterium from the Rickettsiales order
of the a-proteobacteria class. It can be horizontally and vertically transmitted and
depending on the host it behaves as a mutualist or as a parasite. Its importance is
associated to the high ratio of infected invertebrates (mainly insects); the
reproductive manipulation of their hosts; its mutualistic association with some
filarial nematode parasites, which cause infections that threat the human health
and; its potential use as a transmission control of arthropod borne diseases.
Investigation about its physiology is important to understand how the Wolbachia-
host relationship is established and maintained. Analysis of the Wolbachia genome
shows that it has a reduced genome that contains conserved genes of different
biosynthetic pathways. The heme and riboflavin pathways are conserved, so it has
been proposed that these pathways could be important for the establishment of
Wolbachia in its host. The aim of this work was to analyze the role of the heme and
riboflavin pathways in the Wolbachia association with an artificial host, the yeast

Saccharomyces cerevisiae.

We infected with Wolbachia strains of S. cerevisiae, which were mutants in
the heme or riboflavin pathway, and analyzed if the bacteria could provide these
molecules to the yeast. The AHem14 strain, mutant in the seventh step of the heme
biosynthetic pathway and with mitochondrial deficiency, did not show a high ratio
of infection and neither a recovery in its respiratory capacity nor heme content
increase was observed. On the other hand, the ARib4 strain, mutant in the fourth
step of riboflavin biosynthetic pathway, when infected with Wolbachia was able to
recover its respiratory capacity, as observed by its growth in a respiratory carbon
source and its oxygen consumption. It is concluded that in our infection model the
riboflavin pathway is important in the establishment of the Wolbachia-host

relationship.



INTRODUCCION

Simbiosis

El término simbiosis fue propuesto en 1878 por Heinrich Anton de Bary para
designar al fendmeno en el cual dos organismos distintos viven juntos, usualmente
en asociacion intima y generalmente para el beneficio de al menos uno de ellos
(Oulhen et al. 2016). Actualmente el uso del término abarca relaciones benéficas
(mutualismo), neutrales (comensalismo) y dafinas (parasitismo). De hecho, estas
categorias son un continuo, en el que puede haber un cambio de un tipo de relacién
a otra tanto en el tiempo evolutivo como en organismos individuales a través de
diferentes circunstancias (Werren et al. 2008). Las relaciones simbidticas estan muy
extendidas y sostienen procesos muy importantes que afectan al ambiente y a la

salud de la poblacién (Relman 2008).

Las relaciones simbiodticas se suelen dividir en tres categorias, sobre la base
de si el simbionte tiene efectos dafiinos, benéficos o ningtin efecto en el hospedero.
En el caso en el que tanto el hospedero como el simbionte se beneficien
reciprocamente de la relacidn, ésta se define como mutualismo. Cuando el simbionte
utiliza al hospedero sin beneficiarlo ni perjudicarlo se considera un comensal. Y, si
el simbionte usa al hospedero como un recurso y resulta en un dafio al hospedero
entonces se considera un parasito. Aunque esta clasificacion es util, raramente
refleja las verdaderas dindmicas de las relaciones simbiéticas en la naturaleza
(Leung & Poulin 2008). Cuando un parasito gana control sobre su transmision en la
relacion simbiotica se espera que haya una transicion del antagonismo al
mutualismo. Muchos de los mutualistas heredables, en los cuales los simbiontes se
transmiten entre generaciones de hospederos, se originan como antagonistas,

siendo su dispersion restringida por el hospedero (Mondo et al. 2017).



Mutualismo

El mutualismo es una relacién simbiética donde tanto el hospedero como el
simbionte se benefician reciprocamente de la relacién (Leung & Poulin 2008). Cada
miembro de una asociacién mutualista se puede beneficiar de la asociaciéon en
diferentes formas. Los mutualismos se dividen en cuatro categorias basicas:

energético, nutricional, protector y de transporte (Morin 2011).

El grado de integraciéon a través de las funciones fisiolégicas depende, en
parte, del nivel de dependencia entre el hospedero y el simbionte (Wernegreen
2012). Se puede distinguir entre mutualismo obligado, en el cual ha habido una co-
evolucion hasta el punto en el cual ninguno de los miembros de la asociacién puede
persistir sin el otro, o siendo obligada s6lo para una de las partes, y, mutualismo
facultativo, en el cual la asociaciéon con el otro mutualista no es esencial y sin

embargo conduce a efectos positivos en el bienestar (“fitness”) (Morin 2011).

Endosimbiosis

La endosimbiosis es una relacidon simbidtica en la que un organismo vive
dentro de otro. La fusion de dos linajes a través de la endosimbiosis ha contribuido
a la evolucién, como es el caso de la mitocondria y los cloroplastos que son el
resultado de antiguas bacterias endosimbiontes. Los endosimbiontes y sus
hospederos frecuentemente representan distintos dominios de la vida y como
consecuencia pueden generar combinaciones de capacidades bioquimicas que
permiten a ambas especies prosperar en ambientes que de otra manera serian
inhabitables para ellos solos (Wernegreen 2012). Aunque la endosimbiosis incluye
una amplia diversidad de tipos de interacciones, el término es cominmente usado

en referencia a las asociaciones intracelulares beneficiosas o mutualismo.

La integracién hospedero-endosimbionte esta influenciada por el grado en
que la asociacion ha evolucionado (Wernegreen 2012). Estudios moleculares de
filogenética revelan que muchas endosimbiosis entre bacterias y hospederos

invertebrados resultan de infecciones antiguas seguidas por una transmision



estrictamente vertical dentro del linaje del hospedero. Los endosimbiontes exhiben
generalmente propiedades como evolucion acelerada de sus secuencias y reducciéon
de genoma, asi como rasgos adaptativos beneficiosos para el hospedero, como
amplificacion de los genes fundamentales para la provisién de nutrientes (Moran &

Baumann 2000).

La estrecha integracion funcional con un hospedero, refleja una larga y
compartida historia evolutiva. El mas extremo de los casos de conectividad evolutiva
involucra endosimbiontes que son transmitidos verticalmente, desde el hospedero
a la siguiente generacion. En animales, esta transmisién ocurre a menudo via

materna, a través de los huevos (Wernegreen 2012).

Simbiosis en invertebrados

Entre los animales, los insectos son especialmente propensos a establecer
relaciones con bacterias intracelulares, incluyendo endosimbiontes mutualistas.
Estas simbiosis son tipicamente de naturaleza nutricional, y las bacterias a menudo
suministran nutrientes especificos ausentes en la dieta del insecto hospedero. Los
endosimbiontes nutricionales de los insectos representan algunas de las

endosimbiosis mas antiguas y estables (Wernegreen 2012).

Existen numerosos ejemplos de asociaciones simbioticas entre insectos y
bacterias. Muchos insectos que dependen de una dieta restringida contienen
bacterias simbiontes que les proveen suplementos nutricionales como aminoacidos
y vitaminas (Surindar & Ahmadjian, 2000). En algunos casos dos o mas bacterias
endosimbiontes habitan en la misma célula y proveen un conjunto complementario
de nutrientes (Wernegreen 2012). Estas bacterias pueden ser extracelulares o
intracelulares dentro de los tejidos del insecto y alrededor del 10% de las especies
conocidas de insectos presentan un érgano llamado bacterioma, o células altamente

especializadas que contienen a estos endosimbiontes (Surindar & Ahmadjian, 2000).



Wolbachia

Wolbachia es una bacteria intracelular obligada de la clase de las a-
proteobacterias y del orden de las Rickettsiales, estando relacionada estrechamente
con géneros como Rickettsia, Ehrlichia y Anaplasma (Williams et al. 2007). Esta

bacteria se puede transmitir horizontal o verticalmente (Fenn & Blaxter 2006).

Es una bacteria endosimbionte de muchas especies de invertebrados, en los
que se puede comportar como parasito (en artrépodos) o como mutualista
(generalmente en nematodos). Manipula reproductivamente a los artrépodos para
promover su transmisién vertical a través de la linea germinal femenina
conduciendo a fenotipos como incompatibilidad citoplasmatica, inducciéon de
partenogénesis, eliminacion de machos y feminizaciéon (Werren et al. 2008). En los
nematodos es un mutualista obligado de filarias, como las causantes de la ceguera
de rio (Onchocerca volvulus) o de la filariasis linfatica (Brugia malayi), enfermedad
también conocida como elefantiasis (Ghedin et al. 2007). Cuando se elimina a
Wolbachia, tratando a las filarias con tetraciclina, el nematodo hospedero muere

(Hoerauf et al. 1999).

Se estima que Wolbachia infecta a mas del 60% de las cinco millones de
especies de insectos que existen en la Tierra (Hilgenboecker et al. 2008; Stork 2018).
Aunque en los insectos no suele ser esencial, siendo considerada un comensal o
parasito, en algunos mosquitos y otros insectos la infeccion por Wolbachia suprime
infecciones adicionales por virus patogenos, bacterias, protistas y/o nematodos,
atenuando la patologia y dificultando la transmision del patégeno, lo que indica un
papel benéfico para el hospedero, al menos en algunos casos, y su potencial uso en
el control de transmisién de enfermedades transmitidas por artrépodos (Hedges et

al. 2008; Moreira et al. 2009; Sullivan & O’Neill 2017).

Los genomas de Wolbachia oscilan entre los 0.9 y los 1.5 Mpb, siendo mas
grandes los provenientes de artropodos que los obtenidos de nematodos. Los
genomas de especies que infectan artropodos tienen un gran nimero de elementos
moviles y repetitivos, incluyendo genes que contienen dominios repetitivos de
anquirina, secuencias de bacteri6fagos y transposones (Lindsey et al. 2016; Wu et

al. 2004; Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). Estas especies también albergan un



bacteriéfago, denominado WO, que no se encuentra en las especies provenientes de
nematodos (Gavotte etal. 2007). Las diferencias en el genoma y la presencia del fago
WO en especies provenientes de artrépodos se han relacionado a su

comportamiento como parasito (LePage et al. 2017; Fenn & Blaxter 2006).

Con base en analisis genémicos se ha clasificado a Wolbachia en varios
supergrupos que recaen principalmente dentro de dos grupos mayores: uno
compuesto mayoritariamente por parasitos reproductivos (A y B), dominado por
hospederos insectos, y otro que comprende a mutualistas obligados, dominado por
hospederos nematodos (C, D y F); ambos grupos presentan diferencias en distancias
evolutivas, frecuencia de cambio de hospedero y coinfecciones, e intercambio

genético entre especies (Fenn & Blaxter 2006; Brown et al. 2016).

La mayoria de los endosimbiontes dependen en gran parte de sus hospederos
para sobrevivir, haciéndolos incultivables en sistemas artificiales y no manipulables
genéticamente (Masson et al. 2018). Asi, siendo Wolbachia un endosimbionte
obligado, en el laboratorio se cultiva principalmente en hospederos invertebrados o
en lineas celulares de insecto como la linea celular Aa23 de Aedes albopictus (Fallon
2008), aunque también se ha cultivado en células de mamifero, como fibroblastos
de pulmo6n embrionario humano (Fenollar et al. 2003; Noda et al. 2002). Por otro
lado, aunque no se ha logrado cultivar en ausencia de un hospedero se ha
demostrado su supervivencia hasta por una semana en medios libres de células (sin
aumentar su biomasa), lo cual podria estar asociado a su capacidad de transferencia

horizontal (Rasgon et al. 2006).

Integracion funcional de Wolbachia con su hospedero

Los analisis comparativos del genoma de Wolbachia y de sus hospederos
nematodos han generado informacidon acerca de las posibles vias metabdlicas

complementarias entre la bacteria y el hospedero (Gill et al. 2014).

En la relacion Wolbachia-Brugia malayi, se observa que algunas vias de
sintesis de moléculas esenciales estan conservadas solamente en un genoma, sea el

del hospedero o el del endosimbionte, indicando una division de labores. El genoma
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de wBm (Wolbachia de Brugia malayi) ha perdido una cantidad considerable de
genes en diferentes vias metabdlicas respecto a otras a-proteobacterias: no
presenta vias completas de sintesis de aminoacidos y de otras vitaminas y cofactores
(como la Coenzima A, NAD, biotina, acido lipoico, ubiquinona y folato); tampoco
posee algunas enzimas de la glucdlisis, transportadores de aztcares, ni un
translocador de ATP-ADP. Sin embargo, presenta vias completas para la biosintesis
de purinas, pirimidinas, hemo, riboflavina, adenin dinucleétido de flavina, glutatién
y acidos grasos. También presenta todas las enzimas del ciclo de Krebs, una cadena
respiratoria tipica de a-proteobacteria y enzimas para el catabolismo de
aminoacidos (Foster et al. 2005). Por otro lado, Brugia malayi presenta en su
genoma 9 de los 10 genes requeridos para la sintesis de novo de las purinas, 1 de los
7 genes requeridos para la biosintesis de hemo, mientras que las 5 enzimas
requeridas para la biosintesis de novo de riboflavina estan ausentes, por lo que es
probable que para sintetizar esas moléculas dependa de wBm (Ghedin et al. 2007).
El genoma de wBm y su hospedero ofrecen pistas sobre las vias metabdlicas que
podrian estar participando en su relacién mutualista: riboflavina, dinucleétidos de
flavin adenina, hemo y nucle6tidos son probablemente la principal contribucion de
Wolbachia, mientras que el hospedero nematodo probablemente suministra
aminodacidos y otros nutrientes requeridos para el crecimiento de la bacteria (Foster

et al. 2005; Wu et al. 2004; Grote et al. 2017; Fenn & Blaxter 2006).

La filaria del perro Dirofilaria immitis también carece de genes especificos
requeridos para la sintesis de novo de purinas, pirimidinas, grupo hemo y
riboflavinas (Luck et al. 2014). No obstante, su endosimbionte wDim (Wolbachia de
Dirofilaria immitis) presenta una via intacta de sintesis de hemo y riboflavina que se
expresan en una manera estadio-especifica con el nematodo hospedero (Luck et al.
2015). Mientras tanto en wPpe (Wolbachia de Pratylenchus penetrans),
endosimbionte de una filaria parasita de plantas, la Unica via conservada de
aparente suplemento nutricional, comparada con otras especies de Wolbachia, es la

de sintesis de hemo (Brown et al. 2016).

En el nematodo Litomosoides sigmodontis se observé que al eliminar a su
Wolbachia endosimbionte subunidades de los complejos de la cadena respiratoria

codificadas en la mitocondria, conteniendo hemo o riboflavina, aumentaron su
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expresion. Es probable que Litomosoides sigmodontis, debido a la falta de cofactores
esenciales suministrados por su endosimbionte, no sea capaz de formar complejos
respiratorios funcionales. Como consecuencia las células del nematodo intentan
corregir la carencia de cofactores incrementando la transcripcion de las

subunidades de la cadena respiratoria (Striibing et al. 2010).

Por otro lado, Darby y colaboradores proponen que la presencia de la via de
sintesis de nucleoétidos, conservada en el genoma de Wolbachia, indica que el ATP
es la principal molécula entregada al hospedero mas que otros nucledsidos
trifosfatos (Darby et al. 2012) y que el aumento en la expresidn de las subunidades
de la cadena respiratoria codificadas en la mitocondria al tratar a L. sigmodontis con
tetraciclina (Striibing et al. 2010) refleja un intento por parte del hospedero para
compensar la reduccion del ATP disponible y probablemente Wolbachia juegue un

papel similar al de la mitocondria (Darby et al. 2012).

Metabolismo del hierro en Wolbachia

La conservacion de genes del metabolismo de hierro en las diferentes
especies de Wolbachia (incluyendo endosimbiontes de artrépodos y nematodos)
sugiere la homeostasis del hierro como un factor potencial de su éxito (Gill et al.
2014). De hecho, una caracteristica de todos los genomas de Wolbachia
secuenciados a la fecha es la presencia de todos los genes de las enzimas necesarias
para sintetizar el grupo hemo (Gill et al. 2014; Brown et al. 2016; Luck et al. 2014;
Ramirez-Puebla et al. 2016; Foster et al. 2005).

El genoma de Wolbachia contiene todos los genes necesarios para sintetizar
hemo de novo, a excepcion del hemG o hemY, que codifica para la protoporfirindgeno
IX oxidasa (PPO) (Foster et al. 2005). Sin embargo, presenta en su genoma un gen
homologo de la protoporfirin6geno oxidasa, hem/, encontrado también en la a-
proteobacteria Rhodobacter sphaeroides y en la mayoria de las proteobacterias (Gill

et al. 2014), por lo que su via de sintesis de hemo parece ser funcional.

Por su parte, B. malayi carece de todos los genes de la via de biosintesis del

hemo con excepcién del gen que codifica para la ferroquelatasa (FC) enzima que
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cataliza el paso final de la via (la insercion de hierro en la protoporfirina IX), lo que
implica que el nematodo es incapaz de sintetizar hemos de novo (Ghedin et al. 2007).
La via de sintesis de grupos hemo también estad ausente en los genomas de
nematodos no parasitos, como C. elegans, que se sabe obtienen el grupo hemo del
medio (Rao et al. 2005). Debido a la presencia de la via de sintesis de hemo en
Wolbachia y su ausencia en algunos de sus hospederos se plantea que esta via podria

ser importante para su relacién.

Via de sintesis del hemo

Los hemos son moléculas que estan directamente involucradas en reacciones
de oOxidorreduccidn, oxigenacién, hidroxilacién y en aquellas relacionadas al
transporte y almacenamiento de oxigeno. Sirven como grupo prostético de
citocromos, catalasas y peroxidasas, entre otras proteinas. El hemo es requerido en
varios procesos celulares esenciales, entre ellos, la producciéon de energia en
condiciones aerobias, dado que es un grupo prostético presente en forma de
citocromos en la mayoria de las enzimas de la cadena transportadora de electrones

(Dailey et al. 2017; Castro Guerrero & Moreno Sanchez 2004).

La via de biosintesis del hemo consta de siete pasos con intermediarios bien
definidos, y con enzimas conservadas en procariontes y eucariontes (Panek &
O’Brian 2002). En animales y en hongos se encuentra compartida entre la
mitocondria y el citosol, en eucariontes fotosintéticos se lleva a cabo en el
cloroplasto y en bacterias en el citosol (Castro Guerrero & Moreno Sanchez 2004).
El primer paso de la via, la sintesis del acido 5-aminolevulinico (ALA), varia entre
diferentes especies. En eucariontes fotosintéticos y procariontes, exceptuando las a-
proteobacterias, ALA es sintetizado a través de la via C5, usando el esqueleto de 5
carbonos del glutamato. Por otro lado, en eucariontes que no poseen plastidos
fotosintéticos (animales, hongos y apicomplexos), asi como en las a-proteobacterias,
ALA se forma por la via C4, que implica la condensacion del succinil-CoA con glicina,
reaccion catalizada por la ALA sintetasa. Los siguientes pasos son comunes en todas
las especies que presentan la via (Obornik & Green 2005). En la figura 1 se presentan

los genes y enzimas de la via de sintesis de hemo en S. cerevisiae y Wolbachia, las
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cuales comparten las mismas reacciones, incluyendo la condensacion de succinil-

CoAy glicina para formar ALA.
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Figura 1. Via de biosintesis del grupo hemo. Nomenclatura para las enzimas (en negro y
mayusculas): ALAS (ALA sintetasa); ALAD (ALA deshidratasa); PBGD (porfobilindgeno deaminasa);
UROS (uroporfirinégeno III sintetasa); UROD (uroporfirindgeno III descarboxilasa); CPO
(coproporfirinégeno III oxidasa); PPO (protoporfirindgeno IX oxidasa); FC (ferroquelatasa). Se
muestran en rojo los genes de Wolbachia y en azul los genes de S. cerevisiae para cada una de las

enzimas. Modificada de Villavicencio-Queijeiro, 2012.

Vitaminas en las relaciones simbioticas

Las vitaminas son moléculas organicas que son necesarias en pequefias
cantidades en las dietas de algunos animales. Estas moléculas actian de la misma
forma en casi todas las formas de vida, pero en el curso de la evolucién los animales

superiores perdieron la capacidad para sintetizarlas. La via de biosintesis para las
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vitaminas puede ser compleja, asi que es biolégicamente mas eficiente ingerir
vitaminas que sintetizarlas. A nivel molecular las vitaminas ayudan en diversas
funciones a través de la donacién o aceptacidon de intermediarios enzimaticos, asi

como sirviendo como coenzimas o grupos prostéticos (Berg et al. 2010).

La integraciéon funcional de una relaciéon simbidtica debe involucrar el
intercambio de metabolitos, como vitaminas y aminoacidos, entre el hospederoy el
endosimbionte y probablemente depende de sistemas secretores del hospedero o
transportes especializados. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se sabe muy
poco sobre los mecanismos subyacentes a la transferencia de metabolitos

(Wernegreen 2012).

El requerimiento de vitaminas para los procesos metabdlicos centrales crea
un conjunto Unico de presiones para los artrépodos que subsisten en dietas con
nutrientes limitados. Mientras que las bacterias endosimbioticas portadas por
artropodos han sido ampliamente implicadas en el aprovisionamiento de vitaminas,

los mecanismos moleculares subyacentes no se conocen bien (Serbus et al. 2017).

Existen diversos ejemplos de provision de vitaminas en insectos por parte de
sus endosimbiontes. Wigglesworthia suministra a su hospedero, la mosca tse-tse,
vitaminas del complejo B, las cuales no se encuentran presentes en la sangre del
vertebrado del que la mosca se alimenta (Snyder et al. 2010). En afidos también se
ha observado provision de riboflavina y aminoacidos por parte de la bacteria
Buchnera aphidicola, una endosimbionte obligada transmitida maternalmente
(Nakabachi & Ishikawa 1999; Douglas 1998). En el gorgojo del cereal, el
endosimbionte SOPE (endosimbionte primario de Sitophilus oryzae, por sus siglas
en inglés) suministra al hospedero las vitaminas biotina, acido pantoténico y
riboflavina (vitaminas involucradas en el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria), lo
que estd asociado a un incremento en la eficiencia mitocondrial del hospedero
(Wicker 1983; Heddi et al. 1993). Los genomas de Wigglesworthia y Buchnera
muestran evidencia del nivel de selecciéon por parte del hospedero en funciones
especificas, es decir, aunque han perdido una gran cantidad de genes retienen
funciones de biosintesis que son importantes para la supervivencia y reproducciéon

del hospedero (Heddi et al. 2001; Wernegreen 2002)
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Riboflavina en Wolbachia

La via de sintesis de riboflavina es otra via de biosintesis conservada en el
genoma de Wolbachia. wBm al igual que wDi, ambas endosimbiontes de filarias,
presentan todas las enzimas necesarias para la sintesis de riboflavina (Figura 2), y
podrian proveer riboflavina al hospedero (Foster et al. 2005; Luck et al. 2014); sin
embargo, hacen falta estudios para determinar si existe dicha contribucién ya que
en otras especies de Wolbachia, como la encontrada en Onchocerca volvulus, esta via

no esta completa (Darby et al. 2012).

En Dirofilaria immitis, que carece de los genes requeridos para la sintesis de
novo de riboflavina, se observa aumento en la expresion de los genes de wDi
involucrados en la sintesis de riboflavina en el estadio de microfilaria en el
nematodo hospedero (Luck et al. 2015). En Brugia malayi se observé la expresion
de los genes de la via de riboflavina por parte de wBm, lo que indica que la via es
funcional; ademdas los efectos del tratamiento con doxiciclina (eliminando a
Wolbachia) en las filarias se revirtieron parcialmente al suplementar el medio con

vitamina B2 (10 pg/ml) (Li & Carlow 2012).

En algunos insectos se ha observado que la riboflavina juega un papel
importante en la relacion Wolbachia-hospedero, como es el caso de Cimex lectularius,
donde la provision de riboflavina por parte de Wolbachia contribuye al crecimiento
y reproduccion del insecto, y donde Wolbachia es necesaria para la supervivencia
del hospedero (Moriyama et al. 2015). Contrariamente, se ha observado que al
eliminar la fuente de riboflavina para el hospedero, en células C7-10 de mosquitos,
Wolbachia no parece proveer riboflavina y ademas hay una disminucién en la

cantidad de bacterias (Fallon et al. 2014).

Via de sintesis de la riboflavina

La riboflavina (vitamina B2) es sintetizada por todas las plantas y la mayoria
de microorganismos. La riboflavina funciona como precursor de las coenzimas de

flavina: flavin mononucledtido (FMN) y flavin adenina dinucleo6tido (FAD). La via de
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biosintesis de riboflavina es similar pero no idéntica en bacterias, hongos y plantas.
Comienza con una molécula de GTP y 2 de ribulosa-5-fosfato y presenta
intermediarios de pirimidina y pteridina. Los nucleo6tidos de flavina se sintetizan a
través de 2 reacciones consecutivas a partir de riboflavina en procariontes y

eucariontes (Figura 2) (Villavicencio-Queijeiro 2012; Garcia-Angulo 2017).
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Figura 2. Via de biosintesis de riboflavina, FMN y FAD. En rojo se muestran los genes de
Wolbachia y en azul los genes de S. cerevisiae para cada una de las enzimas de la via. Las enzimas
correspondientes para cada uno de los genes son: GTP ciclohidrolasa II (RIB1/ribA);
diaminohidroxifosoribosilaminopirimidina desaminasa (RIB7); DRAP desaminasa (RIB2);
pirimidina desaminasa (ribD); pirimidina reductasa (ribD); 3,4-DHBP sintasa (RIB4/ribE); lumazina
sintasa (RIB4/ribE); riboflavina sintasa (RIB5/ribC); riboflavina cinasa (FMN1/ribF) y; FAD
sintetasa (FAD1/ribF). Modificada de Villavicencio-Queijeiro, 2012.
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La levadura como modelo eucarionte

Algunas de las propiedades que hacen a las levaduras particularmente
conveniente para estudios bioldgicos incluyen su crecimiento rapido, células
dispersas, facilidad de replicacion en placas y aislamiento de mutantes, un sistema
genético bien definido y un sistema de transformacion de ADN muy versatil.
Saccharomyces cerevisiae es viable con numerosos marcadores y mutaciones.
Ademas siendo no patdgena, puede ser manejada sin riesgo. Las cepas de S.
cerevisiae tienen tanto estado haploide como diploide. Asi, las mutaciones recesivas
pueden ser convenientemente aisladas y reveladas en cepas haploides y pueden

llevarse a cabo procesos de complementacion en cepas diploides (Sherman 2001).

Los organismos auxoétrofos, un tipo comin de mutantes que no pueden
sintetizar un metabolito esencial que las células silvestres si producen, son
incapaces de crecer en ausencia de un nutriente especifico (Berg et al. 2010).
Muchas cepas de S. cerevisiae contienen marcadores caracterizados de auxotrofia y
existen bibliotecas de levaduras mutantes carentes de cada gene, lo que permite

diversos estudios bioquimicos y genéticos en esta levadura (Sherman 2001).

18



JUSTIFICACION

Al ser un endosimbionte obligado, Wolbachia necesita ser cultivada dentro
de un hospedero, como invertebrados o lineas celulares. Recientemente en nuestro
laboratorio se infecté a la levadura S. cerevisiae con Wolbachia. Cultivarla como un
endosimbionte de levadura nos da la posibilidad de trabajar con la biblioteca de
mutantes disponible, dandonos una ventaja en el estudio fisioldgico de la relacién

huésped-hospedero.

La capacidad de Wolbachia de proveer hemo o riboflavina a su hospedero
podria ser una de sus principales contribuciones para el hospedero, como se ha
observado en algunas de sus relaciones simbioticas con insectos y filarias (Li &

Carlow 2012; Moriyama et al. 2015; Wu et al. 2009)

En este trabajo se determiné si la infeccion con Wolbachia de la cepas
AHem14 y ARib4 de S. cerevisiae (con defectos en la via de sintesis de hemo y de
riboflavina, respectivamente) es capaz de producir un fenotipo mitocondrial

silvestre.
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HIPOTESIS

Si Wolbachia es capaz de sintetizar hemo o riboflavina y suministrarlo a su
hospedero, entonces la infeccion con Wolbachia de una cepa de levadura con

defectos en una de esas vias generara un fenotipo silvestre.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la contribucién de la via de sintesis de hemo o riboflavina de
Wolbachia al fenotipo de cepas de Saccharomyces cerevisiae con interrupciones en

esas vias.

Objetivos particulares

e Infectar con Wolbachia cepas mutantes de la via de sintesis de hemo y de
riboflavina y a la cepa silvestre BY4742 de S. cerevisiae.

e Determinar si se genera grupo hemo en la cepa AHem14 infectada.

e Observar si la cepa ARib4 recupera la habilidad de crecer en medio

respiratorio, suplementado o no con riboflavina.

e Medir el consumo de oxigeno en la cepa ARib4 infectada.
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METODOLOGIA

Material biolégico

Cepas de S. cerevisiae usadas en este trabajo

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de S. cerevisiae utilizadas

Cepa

Caracteristicas

BY4742a

MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0, derivada de la cepa
S288C (Brachmann et al. 1998). Utilizada como cepa
parental del proyecto internacional de disrupcién de

genes de S. cerevisiae.

AHEM14/YER014W

Esta cepa carece de la protoporfirindgeno IX oxidasa,
enzima mitocondrial que cataliza el séptimo paso en la via
biosintética del hemo, convirtiendo protoporfirinégeno IX
a protoporfirina IX (Heinemann et al. 2008) y se ha
reportado que no crece en medios respiratorios (Camadro

& Labbe 1996).

ARIB4/YOL143C

Mutante en el gen de la lumazina sintasa, enzima que
cataliza el cuarto paso de la via de sintesis de riboflavina.
Presenta defectos en crecimiento en medio respiratorio

(Dimmer et al. 2002).

ARIB1/YBL033C

Mutante en la GTP hidrolasa II, enzima que cataliza el
primer paso de la via de sintesis de riboflavina; tiene
crecimiento respiratorio disminuido debido a defectos en
reacciones que requieren FAD y FMN (Steinmetz et al.

2002).

AMCHS5/ YOR306C

Mutante en el transportador de riboflavina de Ila
membrana plasmatica. Presenta un fenotipo de
crecimiento similar a la cepa silvestre (Lafuente &

Gancedo 1999).
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Infeccion de levadura con Wolbachia sp.

Las bacterias usadas para la infeccion se obtuvieron de una cepa de S.
cerevisiae previamente infectada con Wolbachia sp. proveniente de la linea celular

Aa23 (Aedes albopictus) (Fallon 2008).

Para realizar la infecciéon con Wolbachia a partir de levaduras infectadas se
obtuvo un lisado celular que fue separado por centrifugacién diferencial para
obtener una fraccion enriquecida en Wolbachia. Primero se centrifugaron 100 ml de
un cultivo de levaduras infectadas (15 dias, agitacion constante a 30 °C) a 5000 rpm
por 5 min para obtener un botén de levaduras. El botén de levaduras se rompi6 con
perlas de vidrio durante 10 min en un vortex. El lisado se centrifugd a 5000 xg
durante 7 min a 4 °C y se recuperd el sobrenadante. El sobrenadante se centrifugd
por 10 min a 16500 xg. El botdén obtenido se resuspendio y se centrifugé a 5000 xg
por 5 min. Se recuper6 el sobrenadante y se centrifugd a 18500 xg por 5 min; el
boton obtenido se resuspendi6 en 1 ml de medio YPD Fe+ SFB 5% (citrato férrico
1mM, suero fetal bovino 5%). A continuacion se filtré por membranas de 2.3 pm, 0.6
um y 0.23 um. El filtrado, la fraccién enriquecida en Wolbachia, se colocd sobre un
botén de levaduras creciendo exponencialmente (cultivo de 3 a 6 h a 30 °C con
agitacion constante) en un tubo Falcon. El tubo se centrifugd a 2500 xg por una h a
temperatura ambiente. Después de centrifugar, se resuspendio el boton precipitado
y se colocd en medio sélido suplementado con SFB 5% y 1mM de citrato férrico y
se dejo crecer por 15 dias a 30 °C o0, a 27 °C con una atmosfera controlada de 5% de
CO2 (condiciones en las que normalmente se mantienen a las lineas celulares
infectadas con Wolbachia) (Fallon 2008). Las levaduras infectadas se resembraron

cada quince dias en medio sélido nuevo con SFB al 5%.

Para la cepa wARib4 la designacién “a” y “b” corresponden a condiciones
diferentes de crecimiento después del tratamiento de infeccion. La cepa “wARib4 a”
se dejo crecer por 15 dias a 30 °C y posteriormente se mantuvo a temperatura
ambiente en atmdsfera no controlada; la cepa “wARib4 b” se mantuvo desde la

infeccién en una incubadora con una atmosfera controlada de 5% de COza 27 °C.
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Para comprobar la infeccion se tomaron muestras del cultivo 15 dias
posteriores al tratamiento de infecciéon y se realiz6 un FISH (hibridacion

fluorescente in-situ) contra el gen 16rRNA de Wolbachia.

Ensayo de hibridacion fluorescente in-situ (FISH) contra el gen
16rRNA de Wolbachia sp

Se implement6 la fluorescencia in situ especifica para el gen 16rRNA de
Wolbachia  sp., usando los oligonucledtidos especificos W1, 5-
AATCCGGCCGRCCGACCC-3" y W2, 5'-CTTCTGTGAGTACCGTCATTATC-3’ marcados
con la sonda Quasar 670 (Abs 647 nm, Em 670nm) (Heddi et al. 2001). El protocolo
para fijacién de las muestras e hibridacion fue el siguiente: De los cultivos de
levaduras infectadas y no infectadas se tom6 una muestra de células, las cuales
fueron enjuagadas en PBS por 5 min. Se centrifugaron a 5 rpm por 5 min y las células
del botén obtenido se fijaron incubandolas en PBS-paraformaldehido 3% a 4 °C por
1 h y luego se enjuagaron 3 veces en PBS. Se colocé la muestra en un portaobjetos y
después de secarse se procedié a deshidratarla incubandola secuencialmente en
alcohol al 50, 80 y 96% por 3 minutos en cada concentracién. Después se
sumergieron en amortiguador de hibridaciéon conteniendo 30 ng/ul de la sonda y se
incubaron por 2 horas a 46 °C. Posteriormente se enjuagaron en PBS y se incubaron
en amortiguador de enjuague por 15 min a 48 °C. Finalmente se enjuagaron en agua
estéril y se dejaron secar (Genty et al. 2014). Las imagenes se obtuvieron en el
microscopio confocal FV10000 y el Zeiss LSM 710, y fueron analizadas con el

programa Image].

Monitoreo de crecimiento en un lector de placas automatizado

Tabla 2. Medios de cultivo usados para monitorear crecimiento.

Medio Composicion

YPD Fe+ Extracto de levadura 1%, Peptona de gelatina 2%, Glucosa 2%,

Citrato férrico 1 mM.
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YPLac Fe+ Extracto de levadura 1%, Peptona de gelatina 1%, Lactato 2%,
Citrato férrico 1 mM.

SDLac Fe+ YNB (Difco®) 1.7 g/L, Sulfato de amonio 5 g/L, uracilo 20 mg/L,

arginina 20 mg/L, adenina 20 mg/L, metionina 20 mg/L, leucina
30 mg/L, lisina 30 mg/L, triptéfano 20 mg/L, tirosina 20 mg/L,

treonina 20 mg/L, fenilalanina 50 mg/L, lactato 2%.

*Donde se indica, la riboflavina fue suministrada a 20mg/L (Santos et al. 1995).

** SFB 5%. Cuando fue necesario se suplementaron los medios con suero fetal

bovino al 5%.

La velocidad de crecimiento de las cepas infectadas y no infectadas se midié
en un lector de placas automatizado (Bioscreen C®). A partir de los precultivos de
cada cepa (una asada de levadura inoculada en 5ml de medio YPD Fe+ SFB 5%,
agitaciéon continua a 30 °C por 24 h), se tom6 el volumen necesario para tener una
densidad o6ptica inicial de 0.1 (ODeoo = 0.1) en 300 pl del medio en el que se queria
determinar la velocidad de crecimiento (YPLac Fe+, YPLac Fe+ Riboflavina, YPLac
Fe+ SFB 5%; o SDLac Fe+ SFB 5%). Los cultivos se realizaron en placas de 100 pozos,
que se leyeron automaticamente con un filtro de 600 nm. Como blanco se utilizaron
pozos con 300 ul de medio YPLac Fe+. Las lecturas se hicieron cada hora, durante

72 h, a 30 °C, con agitacién constante.

Monitoreo de crecimiento usando un fotocolorimetro Klett-
Summerson

Alternativamente se midié el crecimiento de la cepa ARib4 infectada y no
infectada usando un fotocolorimetro Klett-Summerson. Se usaron precultivos de la
misma manera que en el ensayo anterior para iniciar los cultivos con una densidad
optica (ODsoo) inicial de 0.1 (aproximadamente 20 unidades Klett en medio YPLac)
en 100 ml de medio (YPLac Fe+ SFB 5% o YPLac Fe+ Riboflavina SFB 5%). Los
cultivos se mantuvieron en agitacion lenta a 30 °C. Se tomaron lecturas cada 12 h

durante 5 dias.
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Crecimiento por goteo

Se realizé crecimiento por goteo de las diferentes cepas mutantes en la via de
riboflavina en medios YPD Fe+ y YPLac Fe+ suplementados o no con riboflavina. Se
usaron precultivos de 24 horas en medio YPD Fe+. Se hicieron diluciones seriales
en agua (1, 1:10, 1:100 y 1:1000) y se sembraron por goteo en medios s6lidos YPD
Fe+y YPLac Fe+ con y sin riboflavina (20 mg/L).

Medicion de consumo de oxigeno en célula completa

Se utilizé un oximetro Strathkelvin modelo 782 (Warner/Strathkelvin
Instruments) con un electrodo tipo Clark inmerso en una cidmara de 1 ml con
agitacién y temperatura constante de 30°C controlada por un bano HAAKE-FE-2
(Thermo Electron, Karlsruhe). Las reacciones se llevaron a cabo en medio de

respiracion MES 10 mM-TEA pH 6 (ajustado con TEA).

Para medir el consumo de oxigeno se obtuvo una basal con el medio de
respiracion en la camara, a continuacion se adicionaron 25mg de células (50 pl de
células resuspendidas 1:1 en agua), después de unos segundos se adicion6 el
sustrato (glucosa 40 mM o lactato 10 mM) y finalmente se adicion6 NaCN 300 pM.
Se usaron soluciones de glucosa 1 M y de lactato 1 M pH 6.0 para alcanzar las

concentraciones deseadas de sustrato.

Las células usadas para este experimento se obtuvieron tomando una asada
de levaduras que se inoculé en 5ml de medio YPD Fe+ SFB 5%, que se mantuvo con
agitacion continua a 30 °C por 24 h. Este precultivo se pasé a matraces con 50 ml de
medio YPLac Fe+ SFB 5% o YPLac Fe+ Riboflavina y se incubé en agitacion continua
a 30 °C por 24 h. El cultivo se centrifug6é a 5000 rpm por 5 min, el botén de levaduras
obtenido se resuspendid en agua estéril para enjuagar a las células y se centrifugéd
nuevamente a 5000 rpm por 5 min. Se calcul6 el peso humedo del pellet y se

resuspendié en agua estéril en proporcion 1:1.
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Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina se determind utilizando el método de Biuret en
un espectrofotometro Beckman DU-50 a una longitud de onda de 540 nm (Gornall
etal. 1949). A 2 ml de reactivo Biuret se le afiadieron 125 pl de desoxicolato de sodio
(DOC) al 1%, 350 pl de agua destilada y 25ul de lisado celular o mitocondrias; se
dejé incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se utilizé un blanco
sin mitocondrias para calibrar el equipo. Se emple6 albumina sérica bovina (BSA)

para realizar la curva estandar.

Espectros diferenciales de citocromos

Serealiz6 un barrido en el espectrofotoémetro Clarity (Olis, Inc.) (de 400 a 640
nm) para determinar la presencia de citocromos b, c y a en mitocondrias aisladas de
la cepa BY4742 yla cepa AHem14 infectada y no infectada con Wolbachia por medio
de su espectro de absorcion. Especificaciones del espectrofotdémetro: nimero de
incrementos: 150; tiempo de integracién 0.750. Para obtener los espectros se
colocaron 3 mg de mitocondrias en 300 pl de amortiguador de extracciéon (Manitol
0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA) y se agitaron en un vortex durante un 1
min; se coloco la mezcla en la celda y se obtuvo el espectro. El espectro oxidado se
obtuvo después de agregar 10 pl de persulfato de amonio en una celda y agitar
suavemente. El espectro reducido se obtuvo después de adicionar hidrosulfito de
sodio (ditionita de sodio) con una espatula pequefia en una celda distinta. Al
espectro reducido se le rest6 el espectro oxidado para obtener el espectro

diferencial (Nicholls & Ferguson 2013).

Presencia de hemo por ensayo de fluorescencia

La presencia de hemo se determind por fluorescencia del hemo al tratar
lisados celulares con acido oxalico. El hierro es removido por calentamiento en una
soluciéon muy concentrada de acido oxalico y la protoporfirina resultante se mide

por fluorescencia (Sinclair et al. 2001). De un cultivo de levaduras de 10 ml se
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obtuvo un botén que fue sonicado al 85% de amplitud por 1 min (sonicador Sonics
VibraCell) para obtener un lisado celular. Se tomaron 40 mg de proteina del lisado
celular y se colocaron en un tubo de vidrio conteniendo 2.5 ml de acido oxalico 2 M.
Se calentaron los tubos a 100 °C por 30 min (autoclave). Después de calentarlos se
centrifugaron a 2000 xg por 5 minutos y se recupero el sobrenadante. Se colocaron
2 ml de sobrenadante en celdas de cuarzo de 3 ml y se midié la fluorescencia en un
espectrofluorémetro SIM Aminco. Usando 400 nm de excitacion, la protoporfirina
tiene un maximo de emisién a 608 y 662 nm aproximadamente, pero estos
parametros pueden variar dependiendo del instrumento usado (Sinclair etal. 2001).
En este instrumento se realizé un barrido de emisién de 590 a 700 nm usando 420
nm de excitacidn, la longitud en la que se obtenia una mayor excitacién, y obteniendo

picos maximos de emision en 620 y 674 nm aproximadamente.
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RESULTADOS

Infeccion de la cepa AHem14 con Wolbachia

En la buisqueda de posibles factores o metabolitos que contribuyen a la
estabilidad de la relaciéon Wolbachia-hospedero, una de las rutas identificadas fue la
de sintesis de hemo, presente en todas las especies de Wolbachia secuenciadas hasta
ahora y, de manera interesante, ausente en algunos de sus hospederos (Foster et al.
2005; Ramirez-Puebla etal. 2016; Ghedin et al. 2007; Striibing et al. 2010). Tomando
ventaja de la existencia de una biblioteca de mutantes nulas de diferentes genes en
S. cerevisiae se prosigui6 a infectar una cepa mutante en la via de sintesis de hemo

(AHEM14/YER014W) con Wolbachia.

Se realiz6 la infeccidn tanto de la cepa silvestre BY4742 como de la mutante
AHem14, transfiriéndolas a medio YPD Fe+ sélido después del tratamiento de
infeccion. Al comprobar la infeccidn por FISH contra el gen 16 rRNA de Wolbachia,
se observo que, aunque habia infeccidn, la cantidad de células infectadas era muy
baja en la cepa mutante AHem14 (datos no mostrados). Por esta razon se realizé
nuevamente la infecciéon usando diferentes medios post-infeccion (YPGal Fe+ y
YPLac Fe+, todos suplementados con SFB 5%, sélidos y liquidos) para buscar un
medio en el que la tasa de infeccion aumentara. Al comprobar la infeccidn se observo
que en la cepa AHem14 cultivada en medio YPGal Fe+ la cantidad de células
infectadas aumento ligeramente, mientras que en medio YPLac Fe+ no fue capaz de
crecer. Por otro lado en la cepa BY4742 se observd una mayor cantidad de células
infectadas al cultivarlas en medio YPLac Fe+, mientras que en medio YPGal Fe+ la

tasa de infeccion fue baja (Figura 3).
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Fuente de YPD sol (control) YPGal liq YPGal sol YPLac liq YPLac sol
carbono
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No crecimiento No crecimiento
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Figura 3. Imagenes representativas del ensayo de FISH contra el gen 16rRNA de Wolbachia
en levaduras infectadas y no infectadas. Levaduras procedentes de diferentes cultivos (YGal y YPLac
suplementados con citrato férrico 1 mM y SFB 5%, sélidos o liquidos), 15 dias después del
tratamiento de infeccion. Las imagenes son una superposicion de la fluorescencia obtenida por la
hibridaciéon de la sonda, marcada con Quasar670 especifica para el gen 16rRNA de Wolbachia, y el
campo claro. La marca en rosa indica hibridacion de la sonda, es decir, presencia de Wolbachia. Las
imagenes fueron obtenidas en un microscopio confocal FV1000 y procesadas mediante el programa

Image].

Medicion de hemo en la cepa wAHem14

La presencia de Wolbachia en la cepa mutante en la via de sintesis de hemo
podria contribuir a la recuperacién de su funcién mitocondrial, a través de
suministro de hemo por parte de la bacteria para la generaciéon de citocromos
necesarios para los complejos respiratorios, por lo que se prosiguié a medir el
consumo de oxigeno en la cepa infectada. La cepa wAHem14 (cepa AHem14
infectada con Wolbachia) se mantuvo a largo plazo en medio YPGal Fe+ sdlido a
temperatura ambiente, y a partir de éste se prepararon cultivos de wAHem14 en
medios YPGal Fe+ liquido por 7 dias, para su posterior cosecha y medicion de
consumo de oxigeno. Se midio el de consumo de oxigeno en la fraccién mitocondrial
y en la célula completa y en ningtin caso se observé consumo de oxigeno (datos no
mostrados), indicando que la cepa AHem14 infectada con Wolbachia no recupera su
capacidad respiratoria. Al realizar un barrido espectrofotométrico de la fraccién
mitocondrial para buscar la presencia de citocromos (contienen al grupo hemo
como grupo prostético), se observd que no habia diferencia en los picos de
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absorbancia entre la cepa AHem14 infectada y la no infectada, siendo ambos casi
nulos con respecto a la cepa silvestre BY4742 (Figura 4). Por otro lado, la cepa

BY4742 infectada present6 un espectro de absorcidon similar al de la cepa no

infectada.
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Figura 4. Espectros diferenciales de citocromos b, ¢ y a de mitocondrias aisladas de la cepa
BY4742 y AHem14 infectadas y no infectadas. Concentracién de proteina de 3mg/ml; se muestra el

barrido de 400 a 650 nm.

Al no observar presencia de citocromos en la cepa wAHem14, se plante6 que
probablemente habia hemo en la célula pero que la levadura no era capaz de
incorporarlo a los citocromos de la cadena respiratoria en la mitocondria, por lo que
se midi6 la presencia de hemo en un lisado de célula completa de la cepa AHem14
infectada y no infectada. Sin embargo, la cantidad de hemo (o protoporfirina) tanto
en la cepa infectada como no infectada se mantuvieron iguales, como se observa en
los trazos AHem14 Fe(Ill) y wAHem14 Fe(IIl) de la figura 5. Adicionalmente, dado
que la cepa AHem14 parece no incorporar Fe(III) (como el encontrado en el citrato
férrico) pero si un poco de Fe(II) (como en el sulfato ferroso) (Lesuisse et al. 2005),
se plante6 la posibilidad de que al no poder incorporar el hierro del citrato férrico

la cepa wAHem14 no podria producir hemo. Con base en este dato, se cultivé a
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wAHem014 en medio YPGal suplementado con sulfato ferroso en lugar de citrato
férrico, se midié la incorporacion de Fe(II) por ensayo con batofenantrolina y se
cuantifico el hemo. Al suplementar con citrato férrico no hubo incorporacién de
hierro en las cepas AHem14 o wAHem14, mientras que al suplementar con sulfato
ferroso se observa una ligera incorporacion de hierro en ambas cepas (Datos no
mostrados). No obstante, la cantidad de hemo tanto en la cepa infectada como en la

no infectada no aumentd al suplementar con Fe(II) (Figura 5).
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Figura 5. Espectro de fluorescencia de hemo en las cepas BY4742, AHem14 y wAHem14
cultivadas en medio YPGal suplementado con 1mM de citrato férrico (Felll) o sulfato ferroso (Fell).
Tratamiento de lisados celulares (40 mg de proteina) con acido oxalico; barrido de emisién de 590 a

700 nm; excitaciéon a 420 nm.

Crecimiento de cepas mutantes de la via de sintesis de riboflavina en
diferentes medios

Otra de las vias de sintesis identificadas que podria potencialmente
contribuir al establecimiento de Wolbachia en el hospedero es la via de sintesis de

riboflavina, la cual se encuentra completa en la mayoria de las especies de Wolbachia
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y que se ha descrito participa en algunas de sus relaciones simbiéticas (Moriyama
et al. 2015; Li & Carlow 2012; Foster et al. 2005). Una estrategia utilizada en los
estudios en los que se identifico la participacion de la riboflavina en la relacién
simbidtica fue el analisis del crecimiento del hospedero en medios suplementados
con la vitamina o sin ella, en presencia y ausencia de su endosimbionte (Li & Carlow
2012; Moriyama et al. 2015; Fallon et al. 2014), por lo que se tom6 este enfoque para

evaluar la participacién de la via de riboflavina en nuestro modelo.

Al hacer una busqueda de mutantes de S. cerevisiaze relacionadas al
metabolismo de riboflavina se identificaron 3 cepas viables con mutaciones en la
via: ARIB4/ YOL143(C, mutante en el cuarto paso de la via de sintesis de riboflavina;
ARIB1/YBLO033C, mutante en el primer paso de la via de sintesis de riboflavina y;
AMCH5/YOR306C, mutante del transportador membranal de riboflavina. Se realizé
crecimiento por goteo de las diferentes cepas en medios YPD Fe+ y YPLac Fe+
suplementados o no con riboflavina para comprobar si alguna de ellas tenia un
fenotipo distinto al crecer en medios ricos en riboflavina. Se observé que en medio
YPD Fe+ todas las cepas crecen de manera similar, independientemente de la
adicion de riboflavina. Por otro lado, en medio YPLac Fe+, a diferencia de las cepas
BY4742 y AMCHS5, las cepas ARib1 y ARib4 no pueden crecer, pero interesantemente,
al suplementar el medio con riboflavina, la cepa ARib4 recupera su crecimiento
(Figura 6), lo que sugiere que esta cepa es capaz de tomar riboflavina del medio y
usarla para generar cofactores de la cadena respiratoria, recuperando asi su

crecimiento en medio respiratorio.

YPD Fe+ YPD Fe+ Ri+ YPLac Fe+ YPLac Fe+ Ri+

Figura 6. Crecimiento por goteo de las cepas BY4742, ARib1, ARib4 y AMCH5 en medio YPD

BY4742

ARib1

ARib4

AMCH5

Fe+y YPLac Fe+ suplementados o no con riboflavina (20mg/1) (Ri+).
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Al crecer a las levaduras en medio liquido YPLac Fe+ se observaron
resultados similares en el crecimiento. Nuevamente se observd recuperacion en el
crecimiento de la cepa ARib4 cuando el medio fue suplementado con riboflavina,

mientras que las otras cepas mantuvieron un crecimiento similar (Figura 7).
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Figura 7. Curva de crecimiento de las cepas BY4742, ARib1, ARib4 y AMCH5 en medio liquido
YPLac Fe+ suplementado o no con riboflavina (20 mg/1) (Ri+). Se midié el aumento en la densidad
optica durante 48 horas a una longitud de onda de 600 nm en un lector de placas automatizado. La
densidad inicial (0.D.s00) de los cultivos fue de 0.1. Cada punto representa el promedio de 3

experimentos.

Infeccion de la cepa ARib4 con Wolbachia

Con las caracteristicas observadas en el crecimiento de la cepa ARib4 se
prosiguio a trabajar en su infeccidn para ver si al hospedar a Wolbachia, 1a levadura
es capaz de recuperar su crecimiento en medio YPLac Fe+ sin adicionar riboflavina.
En la figura 8 se muestra el analisis del ensayo de FISH contra el gen 16rRNA de
Wolbachia, con el que se comprobé la infeccién de la cepa ARib4. Se mantuvo a la
cepa después del tratamiento de infeccion en dos condiciones diferentes: la cepa

“wARib4 a” se mantuvo a temperatura ambiente en una atmésfera no controlada y
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la cepa “wARib4 b” se mantuvo a 27 °C con una atmdsfera controlada de COq,
condiciones en las que se mantienen a las lineas celulares de insecto infectadas con

Wolbachia (Fallon 2008), para ver si esta condiciéon mejoraba la infeccion.

ARib4 wARib4 a wARib4 b

Figura 8. Imagenes representativas del ensayo de FISH contra el gen 16rRNA de Wolbachia
en la cepa ARib4 infectada y no infectada. Analisis de cultivos 15 dias post-infeccion. Las imagenes
son una superposicion de la fluorescencia obtenida por la hibridacién de la sonda, marcada con
Quasar670 especifica para el gen 16rRNA de Wolbachia, y el campo claro. La marca en rosa indica
hibridacién de la sonda, es decir, presencia de Wolbachia. Las imagenes fueron obtenidas en un
microscopio confocal Zeiss LSM 710 y procesadas mediante el programa Image]. wARib4 a y b

corresponden a condiciones diferentes de cultivo post-infeccion.

Crecimiento de la cepa wARib4 en medio respiratorio

Después de comprobar la infeccién de la cepa ARib4 con Wolbachia, se
prosiguidé a obtener las curvas de crecimiento en medio YPLac Fe+. En un lector
automatizado de placas se observo que la cepa ARib4 infectada con Wolbachia
(wARib4) crecid a una velocidad similar a la de la cepa silvestre BY4742 (Figura 9).
Para comprobar que no estaban tomando riboflavina del medio para recuperar ese
crecimiento (el medio YPLac Fe+ contiene aproximadamente 2 mg/L de riboflavina),
se prosiguio a repetir la curva de crecimiento usando medio SDLac Fe+, en el que la
concentracion de riboflavina es minima (0,2 mg/L). De manera similar a lo
observado en el medio YPLac Fe+, la cepa wARib4 es capaz de crecer de manera

similar a la cepa silvestre (Figura 10).
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Figura 9. Crecimiento de las cepas BY4742, ARib4 y wARib4 en medio YPLac. Se midi6é con
un lector automatizado de placas el crecimiento de las levaduras cada hora durante 48 h en medio
YPLac suplementado con 1mM citrato férrico y 5% SFB, a 30 °C. La densidad inicial (0.D.s00) de los
cultivos fue de 0,1. wARib4 a y b corresponden a condiciones diferentes de cultivo post-infeccion.

Cada punto representa el promedio de 3 experimentos.
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Figura 10. Crecimiento de las cepas BY4742, ARib4 y wARib4 en medio SDLac. Se midié con
un lector automatizado de placas el crecimiento de las levaduras cada hora durante 48 h en medio

SDLac suplementado con 1mM citrato férrico y 5% SFB, a 30 °C. La densidad inicial (0.D.s00) de los
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cultivos fue de 0,1. wARib4 a y b corresponden a condiciones diferentes de cultivo post-infeccion.

Cada punto representa el promedio de 3 experimentos.

Al monitorear el crecimiento en el lector automatizado de placas se observo
una diferencia en el crecimiento de la cepa wARib4 con respecto a la cepa ARib4.
Para comprobar esta diferencia en la velocidad de crecimiento se prosigui6 a
realizar una curva de crecimiento en medio YPLac Fe+ usando un fotocolorimetro
Klett-Summerson, en donde los cultivos fueron de 100 ml y tuvieron una mayor
aireacion. En esta curva de crecimiento también se observé un mayor crecimiento
de la cepa wARib4 y ademas se observo que la cepa ARib4 no fue capaz de crecer en
el medio respiratorio (Figura 11). También se observdé que la cepa ARib4
suplementada con riboflavina es capaz de crecer de manera similar a la cepa
silvestre y, que al estar infectada crece mas rapido que la no infectada en medio sin
riboflavina adicionada. Ademas, se observé que la cepa BY4742 infectada y no

infectada crecen de manera similar.
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Figura 11. Crecimiento de las cepas BY4742, ARib4 y wARib4 en medio YPLac Fe+ usando un
fotocolorimetro Klett-Summerson. Cultivos de 100ml con una densidad dptica inicial (0.D.s00) de 0,1.
Los cultivos se mantuvieron en agitacién lenta a 30°C. Se tomaron lecturas cada 12 h durante 5 dias.
La cepa ARib4 también fue cultivada en medio YPLac Fe+ Ri+ (riboflavina 20 mg/1) para ser usada
como control adicional. wARib4 a y b corresponden a condiciones diferentes de cultivo post-infeccion.

Cada punto representa el promedio de 3 experimentos + SD.
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Al cultivar a la cepa ARib4 en medio YPLac Fe+ con diferentes
concentraciones de riboflavina (0, 4, 8, 12, 16 y 20 mg/1), se observ6 un aumento en
la velocidad de crecimiento proporcional a la concentracién de riboflavina (Figura
12), esto indica que la levadura toma la riboflavina disponible en el medio y la usa
para optimizar su funciéon mitocondrial, pudiendo asi crecer a mayor velocidad en
un medio respiratorio. El crecimiento de la cepa wARib4 en medio YPLac Fe+
(Figura 11) se asemeja al crecimiento de la cepa ARib4 al ser suplementada con
riboflavina (Figura 12), situandose en un punto intermedio; es decir, no alcanza la
velocidad de la cepa al ser suplementada con 20 mg/1 de riboflavina, pero rebasa
por mucho a la velocidad de la que no tiene riboflavina adicional. El aumento en el
crecimiento de la cepa infectada en medio respiratorio indica un aprovisionamiento

de riboflavina por parte de Wolbachia a la levadura.
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Figura 12. Monitoreo de crecimiento de la cepa ARib4 en medio YPLac Fe+ con diferentes
concentraciones de riboflavina (0, 4, 8, 12, 16 y 20 mg/l) usando un fotocolorimetro Klett-
Summerson. Cultivos de 100ml con una densidad éptica inicial (0.D.soo) de 0,1. Los cultivos se
mantuvieron en agitacion lenta a 30°C. Se tomaron lecturas cada 12 h durante 5 dias. Cada punto

representa el promedio de 3 experimentos * SD.
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Consumo de oxigeno de la cepa wARib4

Al observar recuperacion en el crecimiento en medio respiratorio de la cepa
ARib4 infectada con Wolbachia, se prosiguié a medir el consumo de oxigeno en la
célula completa usando glucosa o lactato como sustrato. Se observo que la cepa
ARib4 tiene un consumo minimo de oxigeno al ser cultivada en medio YPLac Fe+
pero incrementa su consumo cuando es cultivada en medio YPLac Fe+
suplementado con riboflavina (Tabla 3), lo que confirma su capacidad de incorporar
riboflavina del medio y recuperar su capacidad mitocondrial. De manera similar, la
cepa wARib4 presenté un mayor consumo de oxigeno que su contraparte no
infectada aun creciendo en medio YPLac Fe+ sin adicion de riboflavina, mostrando

que Wolbachia podria estar suministrando algo de riboflavina a la levadura.

Tabla 3. Consumo de oxigeno por las diferentes cepas usando glucosa y

lactato como sustrato.

Cepa Sustrato Glucosa Lactato

BY4742 62,795 + 3,536 35,253 0,411
YPLacFe+  ARib4 2,502 +0,314 3,160 £ 0,414
wARib4 a 7,073 £ 1,099 8,234 + 2,529
wARib4 b 10,352 £ 0,541 11,392 £ 0,568
BY4742 77,184 + 13,309 48,298 + 12,224
YPLacFe+  ARib4 24,634 + 3,090 18,138 + 2,946
Riboflavina wARib4 a 27,872 + 0,804 29,882 *+ 4,042
wARib4 b 42,912 + 2,2 36,700 = 1,733

Se midi6 el consumo de oxigeno de célula completa de las cepas BY4742, Rib4 y wRib4
usando 40 mM glucosa y 10 mM lactato como sustrato. Se usaron 25 mg (peso huimedo) de células,
provenientes de cultivos en medio YPLac o YPLac suplementada con riboflavina 20 mg/l; SFB 5% y

citrato férrico 1mM.
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DISCUSION

La relacion que sostiene Wolbachia con su hospedero varia dependiendo del
hospedero, mostrando comportamientos que van desde el mutualismo al
parasitismo, siendo generalmente mutualista en nematodos y parasito en
artropodos, aunque se ha reportado un comportamiento mutualista en algunas
especies de artrépodos (Fenn & Blaxter 2006; Moriyama et al. 2015; Zug &
Hammerstein 2015b). Al tener un comportamiento mutualista con algunos de sus
hospederos se plantea que el hospedero provee de un nicho para el desarrollo de la
bacteria, probablemente contribuyendo con ciertas moléculas necesarias para la
bacteria y que a su vez Wolbachia provee ciertos nutrientes a su hospedero; sin
embargo, hasta ahora se sabe poco acerca de los mecanismos o moléculas que

podrian ayudar al establecimiento de esta relacién.

Entre las moléculas propuestas que podrian proveer Wolbachia destacan el
grupo hemo y la riboflavina (Foster et al. 2005; Li & Carlow 2012; Moriyama et al.
2015; Slatko et al. 2010; Wu et al. 2009), ambas moléculas cofactores de diversas
proteinas. En este trabajo se propuso trabajar con un hospedero artificial, cepas
mutantes de la levadura S. cerevisiae en la via de sintesis de riboflavina y hemo, para
Wolbachia (proveniente de A. albopictus), esto con el fin de establecer si Wolbachia

es capaz de generar alguna de estas dos moléculas y proveerla al hospedero.

La cepa AHem14, mutante del séptimo paso (reaccidon de protoporfirinogeno
IX oxidasa) de la via de sintesis de hemo (Glerum et al. 1996), no puede generar
citocromos, y en consecuencia tampoco genera complejos de la cadena respiratoria,
por lo que es incapaz de crecer en medios respiratorios (Camadro & Labbe, 1996).
Debido a que se ha propuesto que Wolbachia podria estar participando en el
metabolismo de hierro del hospedero (Gill et al. 2014), en especifico contribuyendo
con grupos hemo (Striibing et al. 2010; Wu et al. 2009), planteamos que al infectar
la cepa AHem14 con Wolbachia, la bacteria produciria hemos y los proporcionaria a

la levadura, la cual recuperaria un fenotipo respiratorio similar a la cepa silvestre.

La cepa AHem14 pudo ser infectada, aunque con una tasa de infeccién muy
baja, al ser cultivada en medios fermentativos (YPD y YPGal), medios en los cuales

es capaz de crecer incluso sin suplementarlos con hemo (hemina) (Lesuisse et al.

39



2005). No obstante, al ser infectada y cultivada en medio respiratorio (YPLac) no fue
capaz de crecer, presentando un fenotipo idéntico al de la cepa no infectada, la cual
no es capaz de crecer en medios respiratorios debido, en parte, a la ausencia de
citocromos, necesarios en la cadena de transporte de electrones en la mitocondria
(Urban-Grimal & Labbe-Bois 1981). Estos resultados indicaron que aunque la
bacteria parece ser capaz de infectar a la cepa mutante en la via de sintesis de hemo,
lalevadura no obtiene la capacidad de crecer en medio respiratorio ni hacer que sus
mitocondrias sean funcionales, lo que se comprobé al no detectar consumo de

oxigeno en la cepa infectada.

Adicionalmente, al obtener el espectro de absorcién de los citocromos en la
fraccién mitocondrial de wAHem14 no se observo un aumento en los maximos de
absorcién, que asemejarian a los de la cepa silvestre BY4742; el espectro que se
obtuvo fue idéntico al de la cepa AHem14 (Figura 4) y similar a lo reportado
anteriormente para esta cepa (Urban-Grimal & Labbe-Bois 1981), lo que indica que
incluso si la levadura estaba infectada con Wolbachia no habia una incorporacién de
hemo en los citocromos. Suponiendo que Wolbachia pudiera producir hemos pero
que la levadura no los pudiera incorporar en los citocromos se midi6 el contenido
total de hemo en las células. Observamos maximos de absorcion de protoprofirina,
el hemo del hierro es removido con el tratamiento con acido oxalico (Sinclair,
Gorman, & Jacobs, 2001), en la cepa mutante y la mutante infectada, que no obstante
fueron minimos en comparacién a la cepa silvestre (Figura 5). Estos resultados
fueron similares a los niveles de hemo reportados para esta cepa, cercanos al limite
de deteccidn del ensayo (Huang et al. 2011), aunque también podrian corresponder
a una acumulaciéon de protoporfirinas dentro de la célula (Urban-Grimal & Labbe-
Bois 1981). Por otro lado, la ausencia de hemo en la célula también podia deberse a
la incapacidad de la célula para incorporar hierro del medio, ya que se ha reportado
disminucidén en la expresion de genes involucrados en el consumo de hierro en esta
mutante (Crisp et al. 2003). Sin embargo, al cambiar la fuente de hierro de citrato
férrico a sulfato ferroso, ya que el transporte de sales ferrosas parece no estar
afectado en la cepa AHem14 (Lesuisse et al. 2005), tampoco se observo aumento en
los picos de absorcién de hemo en la mutante infectada, aunque si aumentaron los

niveles de hierro dentro de la célula.
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Por otro lado, la evidencia reportada hasta ahora para determinar si hay un
aprovisionamiento de hemo hacia las filarias no es suficiente para concluir que este
aprovisionamiento sucede (Gill et al. 2014). Al inhibir la via de sintesis de hemo de
Wolbachia en B. malayi y L. sigmodontis se observaron efectos adversos en estas
filarias, pero también en un nematodo que no alberga a Wolbachia (C. elegans)
indicando efectos toxicos del inhibidor en las filarias (Wu et al. 2009; Lentz et al.
2013). Aunque se ha sugerido que el aprovisionamiento de hemo por parte de
Wolbachia hacia sus filarias hospederas es vital, la ausencia de la via de sintesis de
hemo en todos los nematodos (incluyendo las especies que no albergan a
Wolbachia) sugiere que estos animales deben poder tomar hemo del medio
(incluyendo a los que albergan a Wolbachia) (Gill et al. 2014; Desjardins et al. 2013),
y de hecho se ha demostrado que B. malayi es capaz de transportar hemo exégeno
(Luck et al. 2017). Sin embargo, se plantea que la capacidad de las filarias para
internalizar hemo no excluiria una provision por parte de Wolbachia sino que esta
seria importante en momentos del ciclo de vida cuando la demanda de hemo es alta,
por ejemplo la embriogénesis (Grote et al. 2017; Foster et al. 2005; Gill et al. 2014).
Con estos antecendentes y los resultados obtenidos en este trabajo pudimos
concluir que, en nuestro modelo de infeccién, Wolbachia no proporcionaba hemos a
la levadura, lo cual se podria deber a la ausencia de sintesis de hemo en la bacteria,
a defectos en el metabolismo de hierro de la levadura, o bien a que la cantidad de
infeccion fue insuficiente para obtener una produccién de hemo que pudiera ser

utilizado por la levadura.

En la simbiosis Wolbachia-hospedero, ademas del grupo hemo, otra molécula
que parece participar en la interacciéon de Wolbachia con su hospedero es la
riboflavina o vitamina Bz (Foster et al. 2005; Ghedin et al. 2007). El
aprovisionamiento de metabolitos por parte de endosimbiontes hacia sus
hospederos insectos ha sido observado en asociaciones obligadas (Zientz et al.
2004), como en el caso de Buchnera aphidicola, que suplementa con vitamina B a su
hospedero (Nakabachi & Ishikawa 1999). Asi mismo, se ha demostrado la provision
de riboflavina y otras vitaminas por parte de endosimbiontes facultativos hacia sus
hospederos (Fridmann-Sirkis et al. 2014; Heddi et al. 2001). El aprovisionamiento
de vitamina B por parte de una bacteria puede jugar un papel muy importante no

s6lo en insectos que lo requieren nutricionalmente al alimentarse Uinicamente de
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sangre o savia, sino en diversos insectos asociados con simbiontes facultativos que
buscan mantener sus infecciones en poblaciones naturales de hospederos

(Moriyama et al. 2015).

Los efectos de la riboflavina en modelos Wolbachia-hospedero han sido
evaluados facilmente usando medios suplementados o no con riboflavina y viendo
los efectos de los mismos en hospederos que albergan a Wolbachia. En estos trabajos
se ha observado que los efectos de la eliminaciéon de Wolbachia en el hospedero
pueden ser revertidos al suplementar el medio con vitaminas (Fallon et al. 2014; Li
& Carlow 2012; Moriyama et al. 2015). Con estos antecedentes, la evaluacién en el
crecimiento de una levadura mutante en la via de sintesis de riboflavina (ARib4)
infectada y no infectada con Wolbachia en medios suplementados o no con
riboflavina contribuy6 a determinar si existe un aprovisionamiento de riboflavina

por parte de Wolbachia en nuestro modelo.

Se ha reportado que mutantes de levadura auxotrofas para riboflavina
requieren una cantidad significativa de riboflavina (1 a 10 pg/ml) para poder crecer,
mientras que las prototréficas no la toman del medio en cantidades significativas
(Perl etal. 1976; Abbas & Sibirny 2011). La cepa ARib4, mutante del cuarto paso de
la via de sintesis de riboflavina, de S. cerevisiae recuperé su crecimiento en medio
respiratorio al ser suplementado con diferentes cantidades de riboflavina (Figura
12), indicando que es capaz de consumir la riboflavina del medio y generar
cofactores necesarios para la cadena de transporte de electrones de la mitocondria;
en contraste la cepa ARib1 no fue capaz de crecer en dicho medio suplementado o
no con riboflavina (Figura 7). Teniendo un fenotipo diferencial de crecimiento de la
cepa ARib4 al adicionar riboflavina o no en medio respiratorio (YPLac), la infeccion
de esta cepa con Wolbachia nos podria llevar a obtener resultados de crecimiento
relativos a este fenotipo. Asf, al infectar a la cepa ARib4 con Wolbachia se observé
crecimiento de la misma en medio respiratorio sin suplementar con riboflavina
(Figura 11). Esto mostro que la presencia de Wolbachia en la levadura parecia tener
un papel similar a la suplementacién del medio con riboflavina, sin llegar a un
crecimiento idéntico a la cepa silvestre, pero que superaba claramente el
crecimiento de la cepa en ausencia de riboflavina. Ademas en un medio SDLac,

donde la concentracion de riboflavina es de alrededor de 0.2 mg/1 (YNB, Sigma ®)
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también se observo crecimiento de las levaduras infectadas (Fig. 10) indicando que
posiblemente la riboflavina sintetizada por Wolbachia es la responsable de este
crecimiento. Ademas, al medir consumo de oxigeno se observé que la cepa ARib4
tiene un consumo minimo de oxigeno al ser cultivada en medio YPLac Fe+ pero que
incrementa su consumo cuando es cultivada en medio YPLac Fe+ Riboflavina, lo que
confirma su capacidad de incorporar riboflavina del medio y recuperar su capacidad
mitocondrial (Tabla 3). De manera similar, la cepa wARib4 presenté un mayor
consumo de oxigeno que su contraparte no infectada atin creciendo en medio YPLac
Fe+ sin adicion de riboflavina, reafirmando que Wolbachia puede estar

suministrando riboflavina a la levadura.

En la interacciéon de Wolbachia con filarias, el andlisis del genoma de Brugia
malayi indica que carece de la via de sintesis de riboflavina (Ghedin et al. 2007) y se
ha propuesto que un recurso probable de esta vitamina es su endosimbionte wBm
(Foster etal. 2005). Acorde a esto, se hareportado aprovisionamiento de riboflavina
por parte de wBm hacia B. malayi (Li & Carlow 2012). Este fenémeno también se
observo en el sistema Wolbachia-Cimex lectularius (Arthropoda), donde ademas la
relacion de Wolbachia con su hospedero parece ser mutualista (Moriyama et al.
2015). Este ultimo ejemplo es de particular interés, ya que la presencia de Wolbachia
en insectos ha sido principalmente asociada a una relacién de parasitismo (Werren
et al. 2008), aunque también se ha planteado que pueda tener una papel mutualista
(Zug & Hammerstein 2015a). En nuestro modelo observamos que la presencia de
Wolbachia en la levadura mutante en la via de sintesis de riboflavina le confiere la
capacidad de crecer en medio con niveles bajos de riboflavina, lo que podria sefalar
un aprovisionamiento de riboflavina por parte de la bacteria. Esta explicacién es
probable ya que la via de sintesis de riboflavina se encuentra altamente conservada
entre las cepas de Wolbachia asociadas a insectos (Moriyama et al. 2015) y la cepa

utilizada en este proyecto proviene de un insecto.
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CONCLUSIONES

La cepa mutante en la via de sintesis de riboflavina fue capaz de recuperar un
fenotipo respiratorio similar al de la cepa silvestre al estar infectada con Wolbachia,

fendmeno que no se observo en la cepa mutante de la via de sintesis de hemo.

Con estos resultados concluimos que en nuestro modelo de infeccion

Wolbachia no provee de hemo a la levadura, pero si de riboflavina.
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PERSPECTIVAS

e Determinacion del contenido de riboflavina intracelular en la cepa
ARib4 infectada con Wolbachia.

e Determinacién de incorporacion de riboflavina del medio en la cepa
ARib4 infectada y no infectada.

e Analizar el efecto de la riboflavina en el crecimiento de la cepa
silvestre y sus efectos en la cadena respiratoria.

e Andlisis de expresion de los genes de la via de sintesis de riboflavina
en Wolbachia.

e Determinar la actividad de riboflavina cinasa en la cepa ARib4
infectada y no infectada.

e Determinar la concentracién de ATP en las cepas BY4742 y ARib4

infectadas y no infectadas
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