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  Mutation of wbtJ, a N‐formyltransferase involved in O‐antigen synthesis, 1 

results in biofilm formation, phase variation, and attenuation in Francisella 2 

tularensis. 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

Kevin D. Mlynek1#, Ron G. Toothman1, Elsie E. Martinez1, Ju Qiu2, Joshua B. Richardson3, Joel A. Bozue1# 8 

1Bacteriology Division, 2Regulated Research Administration Division, 3Center for Genome Sciences, U.S. 9 
Army Medical Research Institute of Infectious Diseases (USAMRIID), Frederick, MD, USA 10 
 11 
#co‐corresponding authors: kevin.d.mlynek.civ@health.mil,  joel.a.bozue.civ@health.mil 12 
 13 

 14 

 15 

 16 

SUPPLEMENTARY MATERIALS 17 

  18 

   19 



Mutation of wbtJ in F. tularensis:  Supplementary Materials 
 

Materials and Methods 20 
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Table S1: Primers used in this study. 22 
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Table S2: Plasmids used in this study.  25 
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Generation of growth curves.  F. tularensis strains were resuspended in PBS (phosphate buffered saline, 28 

pH 7.2)  to an OD600 of 0.3. Bacterial  suspensions were diluted 1  to 10  into or Chamberlain’s Defined 29 

Medium (CDM)1 in a 96‐well plate.  Growth was then assayed by OD600 reading every 30 min using a Tecan 30 

M200 Pro (Tecan Systems, San Jose, CA) microplate reader at 37oC with orbital shaking. Absorbance values 31 

were  determined  using  the  average  of  triplicate  wells  and  subtracting  the medium  background  as 32 

determined by the sterility control.   33 
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Figure S1: Growth  curve analysis of biofilm  forming variants  compared  to  the parental  isolate.    (A) 44 

FRAN244 or (B) FRAN255 variant isolates were cultured in CDM at 37oC shaking over the course of 32 h 45 

using the OD600 to monitor growth. Data are the average of 2  independent experiments based upon 3 46 

technical replicates per assay.   47 
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Figure S2:  Genome alignment of biofilm forming variants.  Illumina and Nanopore reads were used to 54 

generate de novo assemblies via Unicycler. Mauve was used for whole genome alignments compared to 55 

the respective parental strain. Two identical inversions were identified in 255 BF‐1 and 255BF‐4 bounded 56 

by repetitive mobile elements  (isftu1) spanning 5080 bp  (red  invert) and 16, 870 bp  (blue  invert). For 57 

comparison purposes, LVS genome co‐ordinates are shown.   58 
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Table S3: SNPs identified in LVS gray variants that do not form biofilm as a control comparison. 60 
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Figure  S3: Growth  curve  analysis  of  an  in‐frame wbtJ  deletion mutant  compared  to  the  parental 67 

isolate. LVS wild‐type (parent, black circles) or an isogenic wbtJ mutant (open circles) was cultured in 68 

CDM at 37oC shaking over the course of 48 h using the OD600 to monitor growth. Data are the average of 69 

3 independent experiments based upon at least 3 technical replicates per assay.   70 
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Figure S4: Phenotypic assessment of colonies recovered from mouse spleen at 21 days post challenge 73 

for Isolate #15 and a wbtJ mutant. (A) A schematic illustrating how samples were recovered an analyzed 74 

at  the end of study  for  Isolate #15 and a wbtJ mutant  to determine  the wbtJ allele, biofilm  forming 75 

capacity, and O‐Ag status. (B) Biofilm formation of purified representative isolates recovered from mice 76 

spleens after challenge. Crystal violet staining was performed at two days post  inoculation after static 77 

incubation at 37oC. Western analysis with ‐LPS (FB‐11) on mouse passaged samples from (C) isolate #15 78 

and (D)wbtJ mutant. The sequence at the codon mutated in wbtJ is indicated above each lane. In the 79 

case of wbtJ isolates, ‐GroEL was used as a loading control and wbtJ was confirmed to be absent by 80 

sequencing.  These data support the summary data provided in Table 6.    81 
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