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INTRODUCCION

Halomonas titanicae KHS3 es una bacteria ambiental, halotolerante, aislada del Mar Argentino
que presenta potencial biotecnolégico tanto por su capacidad de biorremediacion de
hidrocarburos poliaromaticos, como por su capacidad de acumular polihidroxialcanoatos. La
formacion de biofilm es una caracteristica que puede influir en ambos procesos. La
secuenciacion de su genoma permitié identificar dos clusters de genes que corresponden a
sistemas de transduccion de senales tipo quimiotaxis. La interrelacion entre ambos sistemas y
su participacién en la regulacion del fenémeno de biofilm, el cual implica un cambio en el estilo
de vida de las células, desde una forma plancténica a una forma sésil, adherida a superficies,
genera interrogantes. El objetivo de este trabajo consistié en la identificacion de nuevos genes
involucrados en la formacion de biofilm.

Titulo del proyecto: “Sistema quimiosensorial que regula la formacién de biofilm: estudio de la via
tipo Wsp en la bacteria marina Halomonas titanicae KHS3”.
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OBJETIVOS

® Obtencion de mutantes de la cepa ambiental Halomonas titanicae KHS3 por insercién al azar
de un transposoén.

e [dentificacidbn de mutantes con alteraciones fenotipicas en la produccion de biofilm en
comparacion con la cepa salvaje.

e [dentificacién del gen interrumpido por la insercion del transposén en cada una de las
mutantes seleccionadas por su fenotipo alterado.
e Caracterizacion de la produccion de biofilm en las mutantes seleccionadas.

METODOLOGIA

En la investigacion se llevd a cabo una estrategia de mutagénesis al azar por insercion de un
transposon sobre la cepa salvaje de Halomonas titanicae KHS3, con el fin de identificar genes
involucrados en la produccion de biofilm.

Se transformaron células de la cepa salvaje Halomonas titanicae KHS3 con un plasmido suicida
qgue lleva un transposén denominado Tn1732, el cual contiene un cassette de resistencia a
kanamicina (Kunte y Galinski, 1995). Las bacterias transformadas fueron sembradas en medio
con kanamicina con el objeto de seleccionar aquellas que han adquirido la resistencia al
antibidtico gracias a la inserciéon del transposén en su genoma. Cada colonia resistente al
antibiotico representa un evento de insercion independiente, obteniéndose de este modo una
coleccién de mutantes en las que el transposon se ha insertado al azar en un lugar diferente del
genoma.

Se realizaron ensayos de formacién de biofilm como screening de bacterias mutantes buscando
identificar aquellas que presentan un fenotipo alterado en comparacién con la cepa salvaje
KHS3. Para ello se utilizaron distintos materiales de adhesién, medios de cultivo, temperaturas
y tiempos de incubacioén, entre otros. Los ensayos de biofilm se llevaron a cabo siguiendo el
protocolo de tincion con cristal violeta (Lépez Sanchez et al., 2013), utilizando como controles
tanto la cepa salvaje KHS3 como cepas mutantes con alteraciones en la produccién de biofilm
previamente identificadas y caracterizadas en el laboratorio.

Asi, se identificaron cuatro mutantes, dos de ellas con capacidad aumentada y dos con
capacidad disminuida de formar biofilm. La alteracion en la formacion de biofilm se caracterizo
en detalle, analizando en particular la cinética de formacion y dispersién de biofilm, la movilidad,
la formacion de macrocolonias, la hidrofobicidad de la superficie celular, la produccién de
exopolisacaridos y otros factores que pueden afectar la produccion de biofilm, asi como el
aspecto macroscopico del biofilm formado y la morfologia de las colonias.

Federacién
‘ Universibaria
del LiGoral




Encuentro
de Jovenes
Investigadores

Al momento, se esta trabajando en la identificacion de los genes que fueron interrumpidos por
la insercién del transposon en aquellas mutantes seleccionadas. La metodologia consiste en
preparar ADN gendmico de las mismas y digerirlo con una enzima de restriccién que no presente
secuencia de reconocimiento dentro del transposén insertado, de forma tal que el corte se
produzca obligadamente dentro de secuencias del ADN bacteriano.

Los fragmentos resultantes de la digestion seran clonados en un plasmido que confiere
resistencia a un antibiético distinto de kanamicina. Con el producto obtenido se transformaran
bacterias, las cuales se seleccionardn en medio conteniendo kanamicina para recuperar
aquellos plasmidos que incorporaron el fragmento de ADN gendmico que contiene el transposon
y sus secuencias flanqueantes. Los plasmidos obtenidos se secuenciaran utilizando cebadores
especificos para el vector de clonado o el transposén. Luego se compararan las secuencias que
flanquean el transposén con la secuencia completa de H. titanicae KHS3, con el fin de identificar
el gen interrumpido.

CONCLUSIONES

Halomonas titanicae KHS3 es un aislamiento ambiental que tiene potencial biotecnolégico. La
hipbtesis de trabajo en la que se basoé el presente proyecto postula que, tanto el desarrollo de
biofilm por parte de la bacteria como su dispersion, estan regulados por distintos sistemas de
sefalizacién y proteinas efectoras, que en conjunto regulan las distintas etapas del proceso.
Con el fin de identificar genes que tengan impacto positivo o negativo sobre la produccién de
biofilm, se realizd una estrategia de mutagénesis al azar por insercién de un transposén en la
cepa salvaje. El éxito de la misma se comprobd mediante el andlisis del porcentaje de bacterias
mutantes KnR que resultaron sensibles a altas concentraciones de sal y comparando con datos
publicados, se demostré que efectivamente se obtuvieron colonias aisladas que representan
eventos de insercion independientes.

Los ensayos de screening en la formacion de biofiim por parte de las bacterias mutantes
permitieron identificar cuatro bacterias candidatas, dos de ellas con capacidad aumentada y dos
con capacidad disminuida de formar biofilm. Ademas, una de ellas demostré tener un fenotipo
significativamente distinto en cuanto a la morfologia de colonia. Si bien al momento no se cuenta
con informacién concreta sobre cuales son los genes mutagenizados en cada uno de los casos,
se estan llevando a cabo los ensayos correspondientes con vista a lograr disponer de mayor
informacion al respecto.

En conjunto, se espera que este proyecto complemente estudios que estan actualmente en
curso en el laboratorio y permitan obtener més herramientas para el estudio de la formacion de
biofilm en esta bacteria.
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