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Estudio de la biopelicula formada por dos especies de Pseudomonas asociadas a plantas.
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INTRODUCCION

Las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas constituyen un modelo de estudio de la interaccion
microorganismo-planta. Pseudomonas syringae es una especie que produce enfermedades en la parte aérea de algunas
plantas. Por otro lado, Pseudomonas chlororaphis interacciona con la raiz y ha demostrado ser un agente de control
biolégico.

Ambas especies forman biopeliculas y, a pesar de su diferente estilo de vida, andlisis in silico han puesto de manifiesto
la existencia de regiones gendmicas tanto comunes como diferenciales que parecen estar implicadas en la biosintesis
de matriz extracelular. Se han construido mutantes de estas regiones y analizado su implicacion en la formacion de
biopelicula y aspectos relacionados.

MATERIAL Y METODOS

Andlisis in silico: los andlisis in silico se han llevado a cabo utilizando la plataforma online NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) y la base de datos de pseudomonas (www.pseudomonas.com).

Construccion de mutantes: los mutantes se han construido por delecion utilizando el protocolo descrito por Matas et al.
(2014).

Andlisis de la formacién de biopelicula en placas multipocillo: las condiciones de cultivo han sido medio Triptona-
Peptona-Glicerol (TPG) a 25 °C. Los cultivos se han ajustado a 0,08 u.a a 600 nm y se ha analizado la formacion de
biopelicula desde las 24 horas hasta varios dias.

Andlisis de la formacion de biopeliculas en "Flow-cell chambers": El medio utilizado ha sido medio minimo ABC. En
P. syringae, se ha suplementado con glucosa 1 mM y extracto de levadura al 0,005%. En P. chlororaphis, se ha
suplementado con citrato sédico 1 mM. El flujo se ha mantenido constante a 0,7 rpm. Se ha analizado el progreso de
la formacion de biopelicula a 25 °C durante 24, 48 y 72 h.

Andlisis de la movilidad tipo swimming y swarming: en P. syringae, la movilidad tipo swimming y swarming se ha
analizado en medio KB diluido 20 veces con 0,3% y 0,5% de agar, respectivamente. En P. chlororaphis, en medio
TPG.

Unién de Rojo Congo en placa: se ha analizado en medio TPG suplementado con rojo Congo a una concentracion de
20 pg/ml y a 25 °C de incubacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En Pseudomonas syringae pv. syringae UMAF0158 (PssUMAF0158) y Pseudomonas chlororaphis PCL1606
(PcPCL1606), las cepas utilizadas en este estudio se han localizado regiones genémicas ortélogas a las regiones
codifican tes para los polisacaridos alginato y Psi de Pseudomonas aeruginosa PAOI. Como regiones diferenciales, en
PssUMAF0158 se ha elegido la regién codificante del polisacarido celulosa y en PcPCL1606 se ha localizado la region
codificante de la proteina amiloide Fap (Dueholm et al., 2010). De cada region ort6loga, se ha delecionado un gen que,
segun bibliografia codifica para una proteina esencial para la produccion de cada componente extracelular mencionado
(Arrebola et al., 2015; Dueholm et al., 2010; Franklin et al., 2011). De entre la bateria de mutantes simples, dobles y
triples de PssUMAF0158 hasta el momento se han encontrado alteraciones en la formacion de biopelicula, movilidad
y unién de Rojo Congo en placa. En PcPCL1606, sélo el mutante en la produccién del polisacarido Psl presenta
alteraciones en la formacion de la biopelicula. Los resultados conseguidos hasta el momento sugieren seguir
profundizando en el papel del polisacarido Psi en la arquitectura de la biopelicula y por ello en ambas cepas en estudio
se hipotetiza sobre su posible rol en la interaccién con la planta huésped.
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