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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

El Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el articulo 18°de laley
16.065 (ley de creacion del INIA), con el destino de financiar proyectos especiales de investigacion
tecnoldgica relativos al sector agropecuario del Uruguay, no previstos en los planes del Instituto.

El FPTA se integra con la afectacion preceptiva del 10% de los recursos del INIA provenientes del
financiamiento basico (adicional del 40/00 del Impuesto a la Enajenacion de Bienes Agropecuarios y
contrapartida del Estado), con aportes voluntarios que efectien los productores u otras instituciones,
y con los fondos provenientes de financiamiento externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecucién de proyectos de investigacién en forma
conjunta entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales, y una herramienta para
coordinar las politicas tecnol6gicas nacionales para el agro.

Los proyectos a ser financiados por el FPTA pueden surgir de propuestas presentadas por:
a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigacion, o por sus instituciones.

b) porinstituciones nacionales o internacionales ejecutoras de lainvestigacion, de acuerdo atemas
definidos por si 0 en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro organismo con
capacidad para ejecutar lainvestigacion propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicacion de recursos del FPTA para
financiar proyectos, de acuerdo a su potencial contribucion al desarrollo del sector agropecuario
nacional y del acervo cientifico y tecnolégico relativo a la investigacion agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las diferentes areas de
investigacion, asesora y facilita la presentacion de proyectos a los potenciales interesados. Las
politicas y procedimientos para la presentacion de proyectos son fijados periédicamente y hechos
publicos a través de una amplia gama de medios de comunicacion.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnoldgicas con instituciones
publicas y privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos. De esta manera, se busca
potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestructura instalada, lo que resulta en un mejor
aprovechamiento de los recursos nacionales pararesolver problemas tecnolégicos del sector agrope-
cuario.

El Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria contribuye de esta manera a la consolidacién
de un sistemaintegrado de investigacion agropecuaria para el Uruguay.

Através del Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA), INIA hafinanciado numerosos
proyectos de investigacién agropecuaria a distintas instituciones nacionales e internacionales. Muchos
de estos proyectos han producido resultados que se integran alas recomendaciones tecnolégicas que
realiza la institucion por sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resultados se considera
contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su relevancia, el potencial impacto de sus
conclusiones y recomendaciones, y su aporte al conocimiento cientifico y tecnolégico nacional e
internacional, hacen necesaria la amplia difusién de estos resultados, objetivo al cual se pretende
contribuir con esta publicacion.
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RESUMEN

Los endofitos son bacterias que durante
parte otodo su ciclo de vida, invaden los tejidos
de plantas vivas sin provocar sintomas de enfer-
medad. Estos son de graninterés por su poten-
cial aplicacion biotecnologica en los sistemas
agricolas, debido a su capacidad de promover el
crecimiento vegetal. La interaccion de las bac-
terias enddfitas con las plantas constituye un
proceso dinamico que depende de un ambiente
adecuado y de factores genéticos. Si bien se
conocen varias caracteristicas bacterianas in-
volucradas enlas distintas etapas de la interac-
cién, poco se conoce de las bases moleculares
imperantes en la misma. En este sentido se
hace necesario entender el proceso de sefali-
zacion y de regulacion de la colonizacion, ya
gue dicho conocimiento tiene implicancias en el
disefio de nuevas estrategias para promover las
interacciones benéficas con las plantas hués-
pedes.

En este trabajo nos basamos en la hipotesis
de que las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y
Rhizobium sp. UYS0O24 presentan caracteristi-
cas asociadas a la interaccién planta-enddfito,
las cuales determinan la promocién del creci-
miento vegetal. Para esto, como objetivo nos
planteamos profundizar en el conocimiento de la
interaccién entre plantas de caflade azUcary las
cepas UYSO10y UYSO24.

Descifrando las bases
moleculares de la
Interaccidn entre las
cepas endofitas
Kosakonia sp. UYSO10 y
Rhizobium sp. UYS024 y
plantas de cana de
azucar

Proyecto FPTA 331
Periodo de Ejecucion: Jun. 2014-Nov. 2017

En una primera instancia se estudio la res-
puesta de diferentes variedades de cafia de
azucar, a lainoculacion con cepas diazoétrofas
(capaces de fijar biologicamente el N, atmosfé-
rico), en condiciones de invernaculo y de cam-
po. Los resultados mostraron que las cepas
UYSO10y UYSO24 son promotores del creci-
miento de esquejes de las variedades comercia-
les comumente cultivadas en el pais, siendo la
respuesta de la planta diferencial segun el ge-
notipo de la misma, el indculo bacteriano y la
concentracion de fertilizante quimico nitrogena-
do. Asimismo en condiciones de campo lacepa
UYSO10 mostré una mejora significativa en la
productividad medida como el niamero de tallos
por hectéarea.

Posteriormente se realiz6 una caracteriza-
cion in vitro e in vivo de las cepas bacterianas
en estudio, demostrandose que ambas cepas
presentan diferentes caracteristicas posible-
mente involucradas en la interaccion y la pro-
mocién del crecimiento vegetal. Asimismo,
mediante una aproximacion microscépicay de
biologia molecular se logré definir a las cepas
UYS0O10 y UYSO24 como endofitos verdade-
ros, describiéndose el proceso de infeccion y
colonizacion de los tejidos de la planta hospe-
dera.

A continuacion se analizé el primer paso de
la interaccion planta-bacteria, evaluandose la
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respuestadelascepas UYSO10yUYSO24ala
presencia de exudados radiculares de plantas
de cafia de azuUcar, mediante un abordaje
protedmico. Los resultados mostraron que en
presencia de exudados, las cepas en estudio
adaptan su proteoma con la finalidad de trans-
portary metabolizar los nutrientes presentes en
los exudados, asi como para su posterior inte-
raccion con la planta.

Finalmente, se estudié enlacepaUYSO10el
rol de lafijacion biologica del N,, enla promocion
del crecimiento de plantas de cafiade azucar. La
misma se realiz6 mediante la construccién y
caracterizacién de cepas mutantes en los genes
nifHy anfH, codificantes de la enzima nitrogenasa,
clave en el proceso. Los resultados obtenidos
sugieren que los dos tipos de nitrogenasas pre-
sentes en esta cepason funcionalesy que laFBN
estd implicada en la PCV de plantas de cafia de
azucar.



1.1 INTERACCION PLANTA-
BACTERIA

A lo largo del tiempo, los microorganismos y
las plantas han co-evolucionado formando distin-
tos tipos de interacciones, entre ellas sinérgicas,
antagonicas o neutras (1, 2). Desde el punto de
vista de las plantas una interaccién sinérgica
puede mejorar su crecimiento, mientras que una
relacion deletéreasignificaunadisminuciénenel
crecimientode laplantay el posible desarrollo de
una enfermedad. Dentro de las interacciones si-
nérgicas mas estudiadas y mejor entendidas se
encuentran la simbiosis rizobio-leguminosa, asi
como la que incluye los hongos micorricicos (3).
Estudios de las vias de comunicacion en ambas
interacciones planta-microorganismo, han mos-
trado similitudes en el proceso de reconocimiento
y sefializacion. En particular, la sefializacion uti-
lizada por rizobios y hongos micorricicos parain-
vadir las raices de leguminosas se encuentra
solapada, sugiriendo la hip6tesis que la simbiosis
micorricica pudo ser el precursor de la simbiosis
leguminosa-rizobio (2, 3). Por otro lado, la interac-
cion planta-patégeno ha sido también muy estudia-
da, principalmente debido a las pérdidas econémi-
cas asociadas a los cultivos enfermos (4, 5).

Actualmente, el microbioma o conjunto de
genomas de lacomunidad microbiana asociada a
las plantas, se consideraunaextensiondelgenoma
del huésped (6). En este sentido, en los dltimos
afios varios trabajos han tenido como objetivo
entender cual es la funcion ecolégica de la
microbiota o conjunto de microorganismos de
una comunidad asociada a los tejidos de las
plantas, debido a que se considera que es una
determinante de la productividad y salud vegetal

1. INTRODUCCION
GENERAL

(7). Enese sentido, lamanipulacién del microbiota
vegetal tiene el potencial de reducir la incidencia
de enfermedades, aumentarla produccion agrico-
la, reducir la incorporacién de quimicos y la
emisién de gases con efecto invernadero, lo que
en su conjunto resulta en el desarrollo y empleo
de practicas agricolas mas sustentables (6). Si
bien, dentro de la microbiota existen interaccio-
nes con la planta bien entendidas, la mayoria de
la microbiota y su contribucién al fenotipo del
huésped no se encuentrabien comprendida (6). A
suvez, se hareportado que las plantasy posible-
mente su sistemainmune poseen unrol clave en
determinar la estructura y composicion de la
misma (6, 7).

En particular, se pueden clasificar las bacte-
rias que interactian con las plantas segun su
ubicacioén, en bacterias envidalibre o asociadas,
ya sea como bacterias epifiticas (bacterias que
habitan la rizésfera y/o filésfera) o bacterias
enddéfitas que habitan en el interior de la planta.
Dentro de este ultimo grupo debemos diferenciar
a los rizobios y a las bacterias patdgenas.

1.2 INTERACCION PLANTA-
ENDOFITO

El término endéfito fue inicialmente definido
en referencia a hongos o bacterias que durante
parte otodo su ciclo de vidainvaden los tejidos de
plantas vivas causando unainfeccién no aparen-
te, o seano provocando sintomas de enfermedad
(8). Mas tarde y con fines préacticos se definio el
término endofito en referencia alas bacterias que
pueden ser aisladas o extraidas de tejidos de
plantas esterilizadas en su superficie y que no
causanundafiovisible enlamisma (9). Posterior-
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mente se propuso el criterio para identificar
«endofitos verdaderos», el cual hace referencia
a bacterias que no solamente fueron aisladas de
tejidos estériles, sino que ademas se tiene evi-
dencia microscoépica de su presencia dentro de
los tejidos (10). A su vez, los endéfitos deben
cumplir con el postulado de Koch y ser capaces
deinfectar nuevamente al hospedero. A diferencia
delosrizobios, novivendentro de las células vivas
y no inducen la formacién de una estructura
vegetal diferenciada comolo es el nédulo radicular
(11).

En términos evolutivos, se considera a las
bacterias enddéfitas como intermediarios entre
bacterias saprofitas y patdgenas, bacterias que
potencialmente pueden evolucionar a un estado
patogénico o como bacterias mas evolucionadas
gue han sido conservadas por el beneficio resul-
tante paralaplanta (12). Debido aque ocupan en
la planta un habitat muy parecido al de las bacte-
rias patégenas, varios autores han buscado la
presencia de caracteristicas Unicas en los
endofitos, con el fin de entender las diferencias
gendmicas entre éstos y los patdgenos (13, 14)
Losresultados mostraron laausencia de caracte-
risticas Gnicas que permitan la categorizacién de
una bacteria como endofito (13). Sin embargo, a
pesar de que los enddfitos pueden presentar
varias caracteristicas similares a los patégenos,
los mecanismos de expresiony regulacion génica
son diferentes, asi como la coordinacién de acti-
vidadesy la comunicacion célula-célulaen comu-
nidad (14). Estos autores sostienen que, sibien el
limite entre estas formas de vida sigue siendo
difuso, la diferencia podria venir de una interac-
cion compleja y multifactorial.

El habitat endofitico constituye un ambiente
protegido en comparacion con el suelo o larizés-
fera, confiriendo unaventaja ecoldgicaalas bac-
terias capaces de colonizarlo (12, 15). En ese
sentido, las bacterias encuentran en élunafuente
rica en nutrientes, baja competencia por los mis-
mosy proteccion frente al estrés ambiental, ase-
gurandose su dispersion por transferencia en
forma pasiva (16). Por otro lado, el interior de los
tejidos vegetales puede considerarse también un
ambiente hostil si se tienen en cuenta los meca-
nismos de defensas presentes en la planta. Sin
embargo, la vida dentro de los tejidos permite a
estas bacterias interactuar en una forma mas

directa con la planta, pudiendo ser la transferen-
cia de los efectos beneficiosos, mayores que en
las interacciones rizosféricas (15, 17).

En general se ha reportado que existe cierta
especificidad genotipo bacteriano-genotipo plan-
ta (18), donde tambiéninfluyen enlacolonizacién
las condiciones ambientales (19-21). Finalmente,
esimportante remarcar que las bacterias endofitas
son de interés por su potencial aplicacién biotec-
nolégicaenlos sistemas agricolas (16). Dentrode
los beneficios posibles potencialmente explota-
bles, se encuentra la promocion del crecimiento
vegetal y el control de enfermedades (16).

1.3 PROMOCION DEL CRECIMIENTO
VEGETAL POR BACTERIAS
ENDOFITAS

Los mecanismos por los cuales las bacterias
promueven el crecimiento vegetal pueden
clasificarse en mecanismos directos como la
regulacion del crecimiento y la biofertilizacion, y
en mecanismos indirectos como el control de
organismos patogenos (biocontrol) y lainduccion
de la resistencia sistémica de las plantas (22,
23). Si bien algunos de estos mecanismos han
sido confirmados para bacterias enddfitas, en
general se asume que estos mecanismos
descriptos en principio para bacterias rizosféricas
son los mismos que presentan las bacterias
enddfitas.

1.3.1 Reguladoresdel crecimiento vegetal o
fitoestimulantes

La regulacioén del crecimiento engloba diver-
s0s mecanismos por los cuales el crecimiento
vegetal se ve modulado o alterado. Las bacterias
pueden producir fitohormonas como auxinas,
giberelinas, acido abscisico y citoquininas o mo-
dular su concentracion como en el caso del
etileno. Las fitohormonas son fundamentales como
reguladoras del desarrollo vegetal, contribuyen a
la coordinacion de diversos procesos fisiologicos
en las plantas, incluyendo la regulacion de la
quiescenciay germinacion de semillas, laforma-
cionderaices, floracién, laramificacion, macolla-
je y la maduracion de los frutos, e influyen en la
resistencia de las plantas a factores ambientales
(24). La produccion de hormonas de crecimiento
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vegetales es considerada una caracteristica im-
portante y posiblemente el mayor mecanismo de
promocion vegetal por bacterias enddfitas (15).
Dentro de lafito-estimulacién también se incluye
lamodulacion del desarrollo radicular mediante la
produccién de 6xido nitrico (25) o compuestos
organicos volatiles como la acetoina y el 2, 3
butanodiol (26).

i-Produccién de auxinas.

Seconsideraque casiel 80 % de las bacterias
rizoféricas son capaces de sintetizar acido indol
acético (AlIA) (27). El AIA suministrado por la
bacteria alaplanta, puede incrementar el desarro-
llo de las raices, permitiendo a la planta explorar
mejor el suelo, accediendo a mas nutrientes y
agua (27). Se conocen 6 vias de sintesis del AlA,
incluyendo 5 vias dependientes de triptéfano: que
presentan como enzimas caracteristicas laindol-
3-piruvato, laindol-3-acetamida, la triptamina, la
triptéfano oxidasa de cadena lateral o la indol-3-
acetonitrilo; asi como una via independiente del
triptéfano (24). De las vias descriptas, las méas
comunes son las dependiente del triptéfano, el
cual es secretado por la planta (28).

ii-Modulacién de los niveles de etileno

La modulacion de la concentracion de etileno
esrealizada porlaenzima 1-amino-ciclopropano-
1-carboxilato (ACC) desaminasa, la cual hidroliza
el ACC que es el precursor inmediato del etileno,
produciendo amonio y &-cetobutirato (29). En
particular, ladisminucién de los niveles de etileno
posee como consecuencia la promocion en la
elongacién de la raiz y la disminucién de la
respuesta de defensa en algunas plantas. .

1.3.2Bio-fertilizacion

Las bacterias pueden actuar como biofertili-
zantes convirtiendo nutrientes y minerales como
N, P, Ky Fe, en formas biodisponibles por las
plantas. Estos procesos son muy importantes
paralaagriculturayaque constituyen unaalterna-
tiva a los fertilizantes quimicos utilizados en los
sistemas productivos. A su vez, el uso de fertili-
zantes quimicos conlleva graves problemas am-
bientales, debido a que las plantas pueden asimi-
lar hasta un 50 % de los fertilizantes suministra-
dos perdiéndose el resto por escorrentiay lixivia-
cion, pudiendo contaminar cursos de agua (30).

i-Fijacion bioldgica del nitrégeno

EI N es un constituyente esencial de la mayo-
riade las biomoléculas. Sibien el N, conforma el
78 % de la atmésfera, este se encuentra poco
biodisponible dado que lamayoria de los organis-
mos no son capaces de reducir el N, y utilizarlo
como fuente de N (31). La FBN es el proceso por
el cual el N, es reducido a amonio (NH,") y es
realizado por un grupo de procariotas denomina-
dos diazétrofos (diazo=N, trofos=comida). Este
proceso es muy importante en el ciclo del N, ya
que aporta un 60 % del N fijado (31).

Laenzima encargada de llevar a cabo la FBN
eslanitrogenasa, lacual es sensible al oxigeno.
Esta enzima cataliza la reduccion del N, depen-
diente de ATP, formando dos moléculas de NH,
segun la siguiente reaccion:

N, + 8 e+ 8 H* + 16 MgATP —
2 NH, + H, + 16 MgADP + 16 Pi

Lanitrogenasa o MoFe-nitrogenasa esta con-
formada por dos componentes metaloproteicos,
la dinitrogenasa (Fe proteina) y la dinitrogenasa
reductasa (FeMo proteina), codificados por los
genes nifHDK (32). Si bien todos los iaz6trofos
poseen lanitrogenasa clasica (MoFe-nitrogenasa),
existen algunos microorganismos que poseen
ademas unao dos nitrogenasas alternativas (VFe-
y FeFe-nitrogenasa) (32). Enlas enzimas alterna-
tivas, el Mo del sitio catalitico es sustituido por V
o Fe.

Con el objetivo de adaptar el proceso de FBN
a las restricciones fisiolégicas, las bacterias
diazotrofas presentan varios mecanismos para
sensar multiples sefiales ambientales como la
disponibilidad de N fijado (principalmente amonio
y glutamina) o de O,. Laregulacion del proceso es
principalmente a nivel transcripcional y en algu-
nos casos, se ha reportado la regulacién post-
traduccional de la nitrogenasa mediante una
inactivacionreversible (33).

ii-Solubilizacién de fosfato

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos
aumentan el P disponible para las plantas por
solubilizacién del P inorganico o mineralizacion
de P organico (34). Las bacterias pueden
solubilizar el P inorganico a partir de fosfatos de
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calcio, aluminio o hierro, proceso que se asocia
generalmente ala liberacion de acidos organi-
cos (oxalico, citrico, lactico, succinico y gluco-
nico), con la consecuente quelacién de los
iones Ca?*, Fe® y Al** y liberacién de los iones
ortofosfato.

Por otro lado, la mineralizacién de P organico
en el suelo y la consecuente liberacion de iones
ortofosfato, esta mediada por la actividad micro-
biana. Lamineralizacion frecuentemente requiere
de la solubilizacion de sustratos con la conse-
cuente hidrélisis por fosfatasas. Los microorga-
nismos producen diferentes enzimas incluyendo
fosfatasas acidas y alcalinas no especificas y
enzimas especificas como fitasas que liberan
ortofosfatos a partir de fitato y otros inositoles
fosfatos [41].

1.3.3 Control biolégico

El control biolégico implicala prevencidondela
proliferacion de organismos patégenos por micro-
organismos [42]. EImismo puede deberse porun
lado, al establecimiento de una competencia por
los nutrientes, como ser N, Fe, P, espacio, H,O,
O, o0luz. Porotro lado, las bacterias biocontrola-
doras pueden también producir metabolitos se-
cundarios téxicos como antibiéticos o bacterioci-
nas, inhibiendo asi el crecimiento de los patége-
nos.

i- Solubilizacién de hierro

En condiciones aerobicas y a pH neutro o
alcalino, el Fe se encuentra en forma de hidroxi-
dos insolubles, por lo que su biodisponibilidad
para las plantas es muy baja. En estas condicio-
nes, las plantas responden produciendoy excre-
tando fitosideréforos, compuestos quelantes que
unen Fe3**ylotransportan alasuperficie de laraiz
donde esreducido y absorbido por la planta (35).
Por otro lado, muchas bacterias en condiciones
de deficienciade Fe producen sider6foros con alta
especificidad por el Fe®, el cual es internalizado
enla célulaatravés de receptores de membrana
externa que reconocen especificamente el com-
plejo Fe®*-sideroforo (36). Debido a esta carac-
teristica, los sider6foros bacterianos afectan la
comunidad rizosférica, por ser buenos competi-
dores por el Fe nutricional (35).

ii- Induccion de la resistencia sistémica en plantas

La resistencia sistémica inducida (RSI) es un
estado de elevada capacidad de defensa desarro-
llado por una planta al ser adecuadamente esti-
mulada (23). Los disparadores de la RSI son
variados, incluyendo diferentes componentes
bacterianos comolosflagelos, LPS, surfactantes
lipopeptidicos, siderdforos, asi como la produc-
cion de compuestos organicos volatiles como la
acetoinay el 2,3 butanodiol (23, 37).

1.4 COLONIZACION DE LAS
PLANTAS POR LAS BACTERIAS
ENDOFITAS

La interaccidn de las bacterias con las
plantas constituye un proceso dinamico que de-
pende de un ambiente adecuado y de factores
genéticos. Las bacterias endéfitas son bacterias
del suelo, del filoplano o que estan presentes en
las semillas o en el material de propagaciéon
vegetativa, las cuales colonizan el interior de los
tejidos de las plantas (12).

A continuacion, se describirala principal viade
colonizacion de la planta por las bacterias del
suelo. El proceso involucra el reconocimiento
inicial de sefiales moleculares, seguido del movi-
miento de la bacteria en direccion a la planta
hospedera, su adhesion a la superficie vegetal,
colonizacion delrizoplanoy posterior penetracion
y multiplicacion en el interior de los tejidos,
pudiendo alcanzar una dispersion sistémica a
través de los tejidos vasculares (11) (Figura 1).
Una colonizacién endofitica exitosa involucra un
huésped compatible.

1.4.1 Acercamientoyadhesionbacterianaa
lasuperficieradicular

Los mecanismos de acercamiento espacial de
la bacteria pueden ser pasivos, sila bacteria se
encuentraenlasemillaoenlayemade propaga-
cionvegetativa, oactivos através del movimiento
por atraccién quimiotactica hacia la superficie de
laraiz (38). Para las plantas, los exudados radi-
culares representan un componente importante
en la comunicacion con los microorganismos de
la rizésfera. En los mismos se encuentran un
amplio grupo de sustancias ricas en carbono y
energia, asi como moléculas sefiales (39). Asi-
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Figura 1. Principales rutas de colonizacion de la planta por bacterias endoéfitas. Las bacterias endoéfitas
ingresan a la planta en distintas zonas de la raiz. Una vez dentro, pueden permanecer cerca de
la zona de entrada (bacterias celestes) o moverse hacia el interior de la raiz, ocupando los
espacios intercelulares del cortex y los vasos del xilema (bacterias verdes). Algunas bacterias
pueden moverse y colonizar nuevos 6rganos o tejidos. Las bacterias rojas y amarillas representan
las bacterias rizosfericas que son incapaces de colonizar los tejidos internos de la planta.
Modificado de Malfanova y colaboradores (2013).

mismo, las plantas pueden modificar sus exudados
dependiendo de su estado fisiologico y de la
microbiota presente en larizésfera (40). De esta
formalas plantas reconoceny responden especi-
ficamente a microorganismos benéficos o patége-
nos presentes, iniciando la comunicacion me-
diante la produccién de sefiales que pueden mo-
dular su colonizacién (39, 41). Entre los quimioa-
trayentes mas comunes se encuentran molécu-
las exudadas por las raices como los acidos
organicos, carbohidratos y aminoacidos (42).
Particularmente, se ha demostrado en algunos
endofitos, que los flavonoides actiian como sefia-
les aligual que en las interacciones leguminosa-
rizobio y actinorrizas-frankia (43, 44). Por ejem-
plo, ciertos flavonoides estimulan la colonizacion
de plantas de trigo por Azorhizobium caulinodans
y de maiz por Herbaspirillum seropedicae (45,
46). Asimismo, diversos compuestos quimicos
liberados por las plantas, reclutan especificamen-
te adeterminado tipo de bacteriacomo el casode
la secrecion de la benzoxazina DIMBOA (2,4-

dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4 benzoxazin-3(4H)) por
plantas de maiz y la rizobacteria Pseudomonas
putida KT2440; o lasecrecion de acido malico por
Arabidopsis, y la cepa Bacillus subtilis FB17 (55,
56).

Una vez que la bacteria se ha desplazado,
generalmente por medio de flagelos, hacia la
superficie radicular, comienza el desarrollo de la
interaccioén entre la bacteria con la pared celular
vegetal, através de uniones electrostéaticas débi-
les, las cuales son rapidas, inespecificas y
reversibles (47).

1.4.2 Anclaje bacterianoy colonizacién de
lasuperficieradicular

En esta etapa la interaccion es especifica e
irreversibleinvolucrando estructuras bacterianas
para la adhesion a la superficie de la raiz como
fimbrias, pilis, lipopolisacaridos (LPS), exopoli-
sacaridos (EPS)y proteinas de membrana exter-
nacomo porinasy la proteina mayor de membra-
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na externa (18, 44, 48-53). El establecimiento
bacteriano enlos sitios de adhesién puede seren
forma de agregados y/o formando peliculas
bacterianas (11). Se considera que tanto los
agregados como las biopeliculas constituyen un
microambiente 6ptimo paralatransferencia hori-
zontal de genes asi como para el intercambio de
sefiales de quorum sensing, adjudicandole a las
finas capas que los cubren, posiblemente com-
puestas de EPS, la funcién de barrera de difusion
de dichas moléculas (54, 55).

La adhesion junto con el desarrollo de una
poblacién bacteriana presenta unaventajaselec-
tiva paralabacteria, aumentando la probabilidad
deingresaralostejidosinternos. Porlo tanto, los
endofitos que infectan plantas tienen que ser
colonizadores competitivos y posicionarse estra-
tégicamente en los sitios de potencialingreso ala
raiz (42).

1.4.3 Infecciény colonizacién de los tejidos
internos radiculares

El ingreso a los tejidos de la planta normal-
mente es pasivo y se realiza a través de las
aperturas naturales como el &rea de emergencia
de las raices laterales y de la cofia (11, 56).
Asimismo, lainfeccién puede darse pasivamente
através de heridas causadas por factores bidticos
o0 abidticos.

Por otrolado, se han descripto también proce-
sos activos de ingreso a los tejidos, los cuales
involucran vectores (insectos) o la participacion
de enzimas del tipo endoglucanasas y pectinoli-
ticas como en el caso de Azoarcus, Klebsiella'y
Burkholderia (57-59).

Lacolonizaciéninternade los tejidos por parte
de las bacterias ocurre primariamente en los
espacios intercelulares, reportandose en el caso
de Azoarcus sp. BH72 su presencia intracelular
pero Unicamente en células muertas (56). Unavez
dentro de la planta, las bacterias endéfitas pue-
den permanecer en un tejido especifico o coloni-
zar la planta sistematicamente, transportandose
por los tejidos vasculares o el apoplasto (60). Se
considera que las bacterias para atravesar la
barrera que constituye laendodermis e ingresar al
tejido vascular, utilizan las rupturas naturales
causadas por la aparicion de raices secundarias
o0 a través de células indiferenciadas de la cofia.

En este sentido, se han definido como endofitos
competentes, a aquellas bacterias que poseen
la maquinaria genética para infectar el espacio
endofitico y persistir en él. Por lo tanto, son
bacterias que poseen mecanismos que le aportan
unarapida adaptacion a un ambiente muy diferen-
te en cuanto a pH, presién osmotica, fuentes de
C y disponibilidad de oxigeno (42).

En general se considera que las bacterias
benéficas evolucionaron en términos de poder
reducir la capacidad de estimular el sistema
inmune del huésped. Lo mismo ocurre en los
rizobios, los cuales mediante los factores Nod,
suprimen la sefializacion de defensas de las
leguminosas via el acido salicilico (61, 62). Porlo
tanto, el estado endofitico de una bacteria depen-
dera de factores probabilisticos, como la presen-
cia de los niveles bacterianos necesarios para
una colonizacion endofitica exitosa, y que los
mismos entren en contacto con zonas de activa
division celular (cofia y desarrollo de raices se-
cundarias). Asimismo, dependera de factores de-
terminantes como la presencia de componentes
genéticos dedicados a la interaccién por ambas
partes.

1.4.4 Bases moleculares delainteraccion
planta-endéfito

Enlos dltimos afios, la mayoria de los esfuer-
zos se han enfocado en estudiar caracteristicas
puntuales de la interaccion planta-endéfito. Gra-
cias a estos estudios se conocen varios factores
bacterianos involucrados en las distintas etapas
de lainteraccién (63). Sin embargo, este tipo de
estudios no permite comprender la naturaleza
complejay multifactorial de lainteraccion endofito-
planta. Estudios mas recientes han comenzado a
analizar desde un punto de vista mas amplio la
naturaleza de dichainteraccion.

En ese sentido, es importante conocer cé6mo
las plantas censan las sefiales de los microorga-
nismosy cuandoreconocen alas bacterias bené-
ficas, de forma de permitir el establecimiento de
una interaccion benéfica (18). Otra interrogante
aun no respondida es si las bacterias benéficas
son siempre percibidas como benéficas y nece-
sarias. Si bien hay muchos beneficios de la
interaccién, esta no siempre se establece, pu-
diendo ser que condiciones ambientales como la
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disponibilidad de agua y nutrientes regulen con-
juntamente su establecimiento.

Por otro lado, asi como se conoce una comu-
nicacion quimica entre las partes enlas simbiosis
rizobio-leguminosay planta-micorrizas arbuscu-
lares, la misma deberia existir en la interaccion
planta-enddfito (3). Sibien anteriormente se des-
cribieron los pasos de la interaccién endofito-
planta hospedera, es muy poco lo que se conoce
de las bases moleculares de las mismas en
contraste con los sistemas endosimbiéticos bien
estudiados, tales como los rizobios y las legumi-
nosas, o los sistemas patogénicos (39, 43).

Entender el proceso de sefializaciony laregu-
lacién delacolonizacién, tiene implicanciasen el
disefio de nuevas estrategias para promover las

interacciones benéficas con las plantas huéspe-
des desde el punto de vista biotecnolégico.

1.5 HIPOTESIS GENERAL

Las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizo-
bium sp. UYS0O24 presentan caracteristicas aso-
ciadas alainteraccioén planta-endofito, las cuales
determinan su capacidad de promover el creci-
miento vegetal.

1.6 OBJETIVO GENERAL

Profundizar en el conocimiento de las bases
moleculares imperantes en la interaccion entre
plantas de cafa de azucary las cepas UYSO10
y UYS024.



1.1 INTRODUCCION

Diferentes nutrientes esenciales paralas plan-
tas, incluyendo los macronutrientes N y P, se
encuentran normalmente escasos en el suelo,
limitando el crecimiento 6ptimo de los cultivos
(64, 65). Aunque este problema puede ser solu-
cionado con la administracion de fertilizantes
guimicos, los cuales son muy costosos y normal-
mente administrados en exceso, los mismos
causan grandes dafios al medio ambiente através
de lalixiviacién de nitratos en las aguas subterra-
neas y la escorrentia superficial de fésforo y
nitratos, todo lo cual resulta en la contaminacion
del agua potable y los ecosistemas acuaticos
(30). Estos problemas resaltan lanecesidad de la
aplicacion de nuevas tecnologias agricolas con el
objetivo de lograr sistemas de produccién mas
sustentables ecol6gicamente provocando menos
residuos y contaminacion. Una alternativa a la
fertilizacion quimica, es el uso de bacterias pro-
motoras del crecimiento de plantas (BPCV). Como
se menciond, estas pueden estimular el creci-
miento y la salud general de varios cultivos me-
diante diversos mecanismos que se clasifican
como directos o indirectos (60, 66).

Enlanaturaleza, las plantasy las bacterias se
asocian naturalmente de diferentes maneras, in-
cluyendo interacciones beneficiosasy no benefi-
ciosas. Como se menciono, las bacterias endofitas
se conocen como aquellas que pueden detectar-
se enun momento particular dentro de los tejidos
de plantas aparentemente sanas (12, 67). Dentro
de la planta normalmente no causan ningdn cam-
bio morfolégico sustancial como ocurre con los
simbiontes de nddulos de raiz (como los rizobios
en las leguminosas) y, a diferencia de los

PARTE 1:

Respuesta de variedades
de cafia de azlcar a la
inoculacion con bacterias
diazétrofas

fitopatdgenos, no causan ningln sintoma perjudi-
cial de enfermedad. En comparaciéon con
simbiontes y fitopatdgenos, poco se sabe sobre
la base molecular de la interaccion enddfito-
planta, aunque se hareportado mucha evidencia
de sus efectos beneficiosos en sus huéspedes
(42, 66, 68, 69).

La cafia de azUcar (Saccharum officinarum)
es un cultivo multipropdsito utilizado en Uruguay
paralaproduccion de azlcar, bioetanol, forraje y
energia. Sin embargo, necesita de altos niveles
de fertilizacién nitrogenada para su 6ptimo creci-
miento en las latitudes donde se cultiva en Uru-
guay (70). En un estudio anterior, previamente
demostramos la contribucion de la FBN en los
cultivares de cafia de azUcar uruguayos utilizando
elmétodo de dilucion de is6topos **N (71, 72). En
el mismo estudio, se construy6 una coleccién de
probables endoéfitos asociados a los mismos cul-
tivares de cafia de azUcar. Esta coleccion fue
caracteriza genéticay bioquimicamente, identifi-
candose a partir de la misma cepas diazotroficas
a las cuales se les analizé sus relaciones filoge-
néticas (71, 72). Asimismo, aislamientos selec-
cionados fueron inoculados en plantas micropro-
pagadas de cafia de azUcar, en condiciones in
vitro, identificandose las cepas Enterobacter sp.
UYS010 (formalmente Kosakoniasp. UYSO10)y
Shinella sp. UYS024 (formalmente Rhizobium
sp. UYS024),como PCV delavariedad comercial
de cafia LCP 85384 (72-74).

1.2 HIPOTESIS

En la coleccién bacteriana de probables
endoéfitos asociados a variedades de cafa de
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azucar, se encuentran aislamientos promotores
del crecimiento vegetal en condiciones de inver-
naculo y campo.

1.3 OBJETIVOS PARTICULARES

1- Estudiar los efectos de la inoculacion con
aislamientos diazotrofos seleccionados, so-
bre los cultivares comerciales de cafia de
azUcar TUC 7745y LCP 85384 en condiciones
deinvernaculo.

2- Estudiar los efectos de la inoculacién con los
aislamientos diazé6trofos PCV identificados en
1, en combinacién con fertilizante quimico
nitrogenado; sobre los mismos cultivares co-
merciales de cafia de azUcar en condiciones
deinvernaculo.

3- Estudiar los efectos de lainoculacion bacteria-
nacon los aislamientos diazétrofos PCV iden-
tificados en 2, sobre los cultivares comerciales
de cafa de azulcar en estudio en condiciones
de campo.

1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Cepas bacterianas utilizadas en
esta investigacion

Los diazotrofos bacterianos a analizar fueron
seleccionados a partir de una coleccion de proba-
bles cepas endofitas asociadas con cultivares
comerciales de cafia de azucar cultivados en
Uruguay, de acuerdo con sus caracteristicas
PCV detectadas invitroy sus relaciones filogené-
ticas (71, 72). Teniendo en cuenta ese criterio, las
cepas utilizadas en este estudio fueron Achromo-
bacter sp. UYSOO02, Acinetobacter sp. UYSOO03,
Kosakonia sp. UYSO10, Pantoea sp. UYSO13,
Pseudomonas sp. UYSO21, Rahnella sp.
UYS022, Rhizobium sp. UYS024, Stenotropho-
monas sp. UYSO27. Por otra parte, las cepas
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 y Azos-
pirillum brasilense SP7 (75, 76) fueron empleadas
como cepas de referencia.

1.4.2 Plantas y suelo

Para los ensayos de invernaculo se tomaron
muestras de plantas de cafiade azUcar a partir de

plantaciones comerciales ubicadas en el Depar-
tamento de Artigas, Uruguay (30°21'11.5"S,57°
37'11.1"W). Los trozos de tallos pertenecientes
a las principales variedades plantadas en Uru-
guay TUC 7742 (TUC)yLCP 85384 (LCP), fueron
recolectados aleatoriamente de sitios con aplica-
cién de bajas tasas de fertilizacién nitrogenada
durante los 4 afios anteriores. En paralelo se
tomaron muestras de suelo del mismo sitio, auna
profundidad de 0-20 cm, para su uso como sustra-
to en experimentos con macetas (véase a conti-
nuacion). El analisis fisico-quimico del suelo se
realizo en el Laboratorio de Suelos, Facultad de
Ciencias-UdelaR, revelando que tenia una baja
concentracion de N (1,6 ppm de N-NO,).

1.4.3 Promocioén del crecimiento de
plantas de cafia de azlcar por
bacterias en condiciones de
invernaculo

1.4.3.1. Promocién del crecimiento de
esquejes devariedades comerciales
de cafiade azlcar

Las semillas de tallo («esquejes»), de las
variedades de cafia de azlcar a evaluar, se
desinfectaron en superficie con EtOH 70%, se
cortaron para dejar una yema por esqueje y se
sembraron en macetas conteniendo como sus-
trato 1,5 kg de arena estéril: suelo (1:1). Cada
esqueje fue inoculado con 1x107 células planta*
de cada aislamiento a evaluar, asi como de las
cepasreferencia, alos 20y 65 dias después de
la siembra. Asimismo se incluyé un tratamiento
(MIX), en el que se inocul6 con una mezcla de
todas las cepas evaluadas. Como control posi-
tivo se realiz6 un tratamiento en el cual a cada
esqueje se le adicion6 una solucién de urea
(concentracion final equivalente a 100 kg N ha't);
mientras que en el tratamiento empleado como
control negativo, las plantas no fueron ni fertili-
zadas niinoculadas. El experimento incluy6 10
repeticiones por tratamiento con un disefio com-
pletamente al azar. Las macetas se ubicaron en
uninvernadero con un fotoperiodo de 16/8 hluz/
oscuridad y se regaron con agua del grifo segun
fue necesario.
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1.4.3.2. Estudiodelos efectos combinados
de lafertilizacion nitrogenaday la
inoculacién bacterianaen cultivares
de caflade azlcar

Para esto se partié de tallos de las variedades
en estudio desinfectados superficialmente e ino-
culados como se describié anteriormente. En
este estudio, los efectos de los niveles de fertili-
zacion quimicanitrogenada (N0, 75,100y 150 kg
N hal), se evaluaron conjuntamente con lainocu-
lacion bacteriana. En la diagramaciéon de los
tratamientos, las plantas sin fertilizacion nitroge-
nada se utilizaron como control negativo. Por otro
lado, como control positivo, se emplaron plantas
a las cuales se le afiadioé urea como fertilizante
nitrogenado a una concentracion final de 75, 100
0 150 kgN ha, de acuerdo con el nivel de fertili-
zacién nitrogenadaa ser evaluado. El experimen-
to incluyo 6 repeticiones por tratamiento con un
disefio completamente al azar. Las macetas se
ubicaronenuninvernadero con un fotoperiodo de
16/8 h luz/oscuridad y se regaron con agua del
grifo segun fue necesario.

1.4.3.3Enumeracién bacteriana

Los esquejes de tallos de los cultivares de
cafia de azUcar en evaluacién se desinfectaron
superficialmente y se inocularon como se descri-
bié anteriormente con las cepas Achromobacter
sp. UYSOO02y Acinetobacter sp. UYSOO03 para el
caso de la variedad TUC, o con las cepas
Kosakonia sp. UYSO10 y Neorhizobium sp.
UYSO024 para el caso de la variedad LCP. La
enumeracion bacteriana endofitica total presente
enlasraicesyenlostejidos aéreos, se realiz6 por
triplicado a los 15 dias piy 2 meses pi en placas
TY.

1.4.3.4Cosechadeplantasy anéalisis
estadisticodelos ensayos en
invernaculo

Entodoslos experimentos de PCV de cafade
azlcar, la altura de la planta (medida desde la
base del tallo hasta la hoja mas reciente) y el
didmetro del tallo basal, se determinaron cuatro
meses después de la primera inoculacién bacte-
riana. En todos los casos, las raices y las partes
aéreas se secaron a65°C hastaun peso constan-
te para la determinacion de biomasa seca. El

contenido total de N de las partes aéreas se
determin6 con el método Kjeldhal en el Laborato-
rio de Nutricion Animal de la Facultad de Agrono-
mia-UdelaR.

Los datos paramétricos se analizaron median-
te ANOVAY las medias se compararon mediante
la prueba de diferencias menos significativas (LSD)
en p <0,05 (77). Los datos no paramétricos se
analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis
y las medias de cada tratamiento se compararon
mediante la prueba de Mann-Whitney a p <0,05
(programa IBM Statistics 10).

1.4.4 Promocion del crecimiento de
plantas de cafia de azUcar por
bacterias en condiciones de campo

Este estudio se realizd con la finalidad de
evaluar, en condiciones de campo, la respuesta
de dos las mismas dos variedades evaluadas
anteriormente (LCPy TUC), alainoculacion con
bacterias seleccionadas por su capacidad PCV,
teniendo en cuenta los resultados de la seccién
1.4.3. Para el caso de la variedad LCP, en el
presente proyecto se evalué el efecto de lainocu-
lacion al primer corte (1 afio), de un ensayo
previamente instalado en el marco del proyecto
FPTA 275 (72). El mismo fue re-inoculado en el
marco del presente proyecto, evaluandose poste-
riormente el efecto de lainoculacién en el rebrote
(1 afio).

Por otrolado, para el caso del cultivar TUC, en
el marco de este proyecto se monto un nuevo
ensayo el cual fue evaluado durante dos afios. En
ambos casos, para la realizacion de esta activi-
dad se eligio un sitio en el campo experimental de
ALUR (Bella Union), de forma de que la prepara-
ciondel sueloy elmanejo del cultivo en el ensayo
fuera idéntico a las siembras comerciales de la
zona. Elsitio elegido se encuentraenlas coorde-
nadas: 30°19° 55" S 57°36°54"" O. Analisis de
suelo: 1.88 % M.O., 6.46 pH, P 8 ppm, K 0,11
meq/100 g. El disefio experimental fue de bloques
completamente al azar con 4 repeticiones. Cada
bloque (4 entotal) fue de 8mde ancho por20 mde
largo separados entre si por calles de 2 m de
ancho. Asimismo, cada bloque estaba constitui-
do por 4 parcelas (una por tratamiento) y cada
parcela por 4 surcos separados por 0,60-0,80 m
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PARCELA 16 - Tratamiento 3
13 13 15 16
B metras 2 - 1 3
2metras {
9 10 11 12 \
3 1 2 4
0,60-0,80.m
5 6 7 8
4 3 1 2
SURCO {Em aprox.}
1 2 3 4 <20 tallos continuos
1 2 3 4
¥ >
40 metras aprox. 20 metros aprox.

Figura?2.Diagramacion delos ensayosrealizado en el decampo experimental de ALUR, BellaUnién. Los
nimeros centrales corresponden a los tratamientos y los nimeros en los vértices izquierdos

corresponden a las parcelas.

(Figura 2). Los surcos fueron abiertos con una
sembradora convencional momentos antes de la
siembra para evitar pérdida de humedad del suelo.

Parael casodelavariedad TUC, el ensayo se
monto en los primeros dias de octubre del afio
2014, retrasado por las abundantes lluvias exis-
tentes, laprimera cosecha se realiz6 a mediados
de julio del 2015 y la segunda el mes de julio del
afio 2016. En este ensayo se evaluaron 4 trata-
mientos: 1- inoculacién con Achromobacter sp.
UYSO0O01; 2- inoculacién con Acinetobacter sp.
UYSO0O03; 3- control positivo (fertilizacién con urea
equivalente a 150 kg N/ha) y 4- control negativo
(sin inoculacidn y sin fertilizacion).

Porotrolado, parael casodelavariedad LCP,
el ensayo se montd el 15 de setiembre del afio
2011, siendo la primera cosecha el 13 de setiem-
bre del 2012 y la segunda el 18 de setiembre del
2013. En este ensayo se evaluaron 4 tratamien-
tos: 1) inoculacién con Kosakonia sp. UYSO10;
2) inoculacion con Rhizobium sp. UYS024; 3)
control positivo (fertilizacion con urea equivalente
a 150 kg N/ha) y 4) control negativo (sin inocula-
cion y sin fertilizacion).

La inoculacién de los esquejes con las ce-
pas a evaluar se realiz6 en tanques limpios de
2001. Para cada tratamiento, se mezcl6é en 150
| de agua, 200 g del bioprotector A.D.Cell (se-

gun recomendaciones del fabricante, Lage y
Cia),con 600 gdeturba(Lagey Cia), inoculada
con la cepa a evaluar a una concentracion de
1x10° células/g. Los esquejes se sumergieron
durante 1 h para luego sembrarlos inmediata-
mente a razén de 20 esquejes continuos por

Figura 3. Implantaciéon de uno de los ensayos de
campo. Forma de inoculacién: a) mezcla
inicial del adherente, b) incubacién de las
caflas en suspension con adherente y
turba inoculada, ¢) sembrado en campo.
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surco (Figura 3). Lainoculaciony lasiembra se
realizaron contodas las precauciones necesa-
rias para evitar contaminacién entre los trata-
mientos. Los esquejes se taparon inmediata-
mente de colocados enlos surcos para evitar su
desecaciény previo al riego inicial se afiadi6 al
voleo fertilizante fosfatado (120 unidades de P/
ha).

En la instalacion y manejo del ensayo se
siguio el paquete tecnoldgico recomendado por
ALUR alos agricultores de caflade azUcar. Porlo
tanto, alos 5 dias después de lasiembrase aplicé
herbicida (erbacil 0,8 kilos, atrazina 1,0 litros,
ametrina 1,5 litros), en forma total con maquina
pulverizadora de barra de 400 litros con boquillas
150-06 abanico plano y un gasto de agua fue de
200 litros por hectarea. A los 90 dias se adicioné
fertilizante potasico (160 unidades de K/ha) y a
los 100 dias se afiadi6é 150 unidades de N/haalos
tratamientos con N.

Por otra parte, lare-inoculacion de las plan-
tas luego del corte del primer afio, se realizé
mediante asperjado utilizando una mochila de
161, en forma dirigida sobre la cafia de azucar
ya emergida (lo mas al ras del suelo posible
(Figura 4).

Enambos experimentos de campo, almomen-
to de las cosechas se analizaron las caracteristi-
cas biométricas del cultivo, asi como las determi-
naciones estandar de productividad que realiza
ALUR al cultivo.

1.5 RESULTADOS

1.5.1 Estudios de promocién del
crecimiento vegetal de las variedades
comerciales de cafia de aziucar méas
comunes por probables endofitos
diazotrofos

1.5.1.1 Estudios de promocion del
crecimiento vegetal de plantas de
cafiade azlUcar var. LCP en
condiciones deinvernaculo

Los resultados del ensayo de respuesta de
plantas de cafiade azlcar alainoculacién bacte-
rianamostraron que todos los tratamientos en los
cuales seinoculd, aexcepciéon de aquellos conla
cepa Pseudomonas sp. UYSO21, resultaron en
una altura de tallo significativamente mayor en
comparacion con el control no inoculado (control
negativo) (Tabla 1). Sin embargo, solo los trata-
mientos con plantas inoculadas con Acinetobac-
ter sp. UYSOO03 y Kosakonia sp. UYSO10, mos-
traron un diametro del tallo significativamente
mayor. Conrespecto alos pesos secos radicula-
res, todos los tratamientos a excepcion del trata-
miento MIX, fueron significativamente mayores
que el control negativo. Sin embargo, debe sefia-
larse que la inoculacién con las cepas Achromo-
bacter sp. UYS0O02, Kosakonia sp. UYSO10,
Pseudomonas sp. UYSO21 y Rahnella sp.
UYS022, fueron significativamente iguales del

Figura 4. Re-inoculacién del ensayo de campo mediante asperjado utilizando una mochilade 16|, en forma
dirigida sobre la cafia de azucar ya emergida. a) Preparacién de la mezcla de agua y turba
inoculada, b y c) asperjado realizado por los técnicos de ALUR sobre el ensayo.
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Tablal. Efecto de la inoculacion con probables endofitos bacterianos sobre esquejes de cafia de azucar

var. LCP, en condiciones de invernaculo

Tratamiento” Altura Diametro Peso seco Concentra- Acumula-
del tallo del tallo (g planta?) cién de N (mg cién de N
(cm) (mm) Raices Parte aérea N g* peso seco) (mg planta?)
Control negativo (-)? 13,19a* 6,97a 0,7491a 1,7893a 5,90 bcde 10,57 a
Achromobactersp. UYSO02 16,44 c 7,56abc  1,4843cde 2,2372abc 5,11abc 11,44 ab
Acinetobacter sp. UYSO03 16,25¢c 7,99¢c 1,378bcd 2,6416 bcd 4,89a 12,90 bc
Koskoniasp. UYSO10 16,00 c 7,72 bc 1,6687 de 2,3595bc 6,06 cde 14,30 cd
PantoeaspUYSO13 16,86 ¢ 7,19ab 1,4548bcd  2,9210d 4,98ab 14,55 cde
Pseudomonas sp.UYS021 14,43 ab 7,12ab 1,4766cde 2,1463ab 6,17 ef 13,25bc
Rhanellasp. UYS0O22 15,57 bc 7,58abc  1,6273cde 2,6690bcd 5,10 abcd 13,86 ¢
Rhizobium sp. UYS0O24 16,25¢c 7,25ab 1,3536bcd 2,6701bcd 6,10de 16,28de
Stenotrophomonas sp. UYSO27 16,36 ¢ 7,03a 1,2689 cd 2,7224cd 5,17 abcd 14,07 c
MIX 16,43 c 7,38 abc 1,0973ab  2,5889bcd 5,09ab 13,18 bc
G. diazotrophicus Pal5 16,19¢ 7,41 abc 1,2680bc  2,4314bcd 6,84 ef 16,61e
Control postivo (+) 22,20d 9,06d 1,8269e 4,5594 e 7,06f 32,17 f

(-) plantas sin inocular ni fertilizar; (+) plantas suplementadas con urea (100 kg ha), MIX: inéculo hecho de una mezcla
de todas las cepas ensayadas. fLas medias entre dos tratamientos que presentan distintas letras significan que son
diferentes significativamente mediante el test de LSD 0.05 test.

controlfertilizado con N100 (control positivo). Con
respecto alos pesos secos aéreos, los tratamien-
tos de inoculacién bacteriana, con la excepcion
de las cepas Achromobacter sp. UYSOO02 y
Pseudomonas sp. UYSO21, fueron significativa-
mente méas altos que el control negativo. Sin
embargo, todos los tratamientos excepto la cepa
Achromobacter sp. UYSO02, mostraron unaacu-
mulacién de N significativamente mayor que el
control negativo. En este parametro analizado, la

mayor acumulaciénde N enlaplanta se obtuvo en
plantas inoculadas con las cepas Neorhizobium
sp. UYS024 y G. diazotrophicus (Tabla 1). En
conjunto, los resultados mostraron una PCV sig-
nificativa, asi como una acumulacion de N signi-
ficativa cuando aislamientos dizotrofos seleccio-
nados fueron inoculados en el cv. LCP 85384.

Por otro lado, se seleccionaron las cepas
Kosakoniasp. UYSO10y Rhizobium sp. UYS024,

Tabla 2. Efecto de la inoculacion de las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYS024, en
combinacion con distintos niveles de fertilizacion quimica nitrogenada, sobre esquejes de

cafia de azUcar var. LCP.

Tratamiento

Alturadel

Diametro Peso seco (g)

Inoculacion Nivel de tallo (cm) deltallo(cm) Raices Parte aérea
fertilizacion
(kg N/ha)
Sin inoculacion 0 13,56 a? 9,10 a 1,3569 a 2,5852 a
75 17,83 b 10,20 cd 2,8688 bc 4,7364 d
100 16,69 b 9,91 bcd 3,5244 ¢ 4,0109 b
150 17,01 b 10,26 d 3,7063 bc  4,3960 bcd
Kosakonia sp. UYSO10 75 17,07 b 9,69 abcd 2,8758 b 4,0098 b
100 1791 b 9,94 bcd 2,9387 bc  4,5729 cd
Rhizobium sp. UYS0O24 75 17,14 b 9,62 abc 2,8736 b 4,3809 bcd
100 17,96 b 9,43 ab 3,3433 bc 4,1456 bc

aLas medias que presentan la misma letra no son significativamente diferentes con un p<0,05,
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con la finalidad de evaluar los efectos de la
fertilizacion nitrogenada conjuntamente con su
inoculacién en la var. LCP. Ambas cepas han
mostrado ser PCV de plantas micropropagadas
(71, 72), asi como de esquejes de tallos de la var
LCP (Tabla1). Los resultados de esta aproxima-
cién mostraron, por unlado, unarespuesta signi-
ficativa a los diferentes niveles de fertilizacion
quimica nitrogenada aplicados, en comparacién
con el tratamiento no fertilizado (Tabla 2; Figura

s/i NO si N75  s/iN100  s/i N150

Figura5.Curvaderespuestadelavariedad LCP a
lafertilizacion quimicanitrogenada. s/i:
sin inocular; NO, N75, N100 y N150:
diferentes dosis de fertilizaciéon quimica
nitrogenada en kgN/ha. s/i: sin inocular

5). Por otro lado, cuando se evalu6 el efecto
combinado de la fertilizacion quimica (N75 y
N100) y la inoculacion con bacterias endofitas
PCV, los resultados mostraron solo una diferen-
cia significativamente positiva en el peso seco
aéreoalinocularse lacepaKosakoniasp. UYSO10
encombinacién con unafertilizacién quimica para
ambos niveles de fertilizacién evaluados (Tabla 2).
Estos resultados muestran un claro efecto nega-
tivo de lafertilizacion quimica nitrogenada, parala
mayoria de los tratamientos en las variables ana-
lizadas, para la variedad LCP (Figuras 6y 7).

Asimismo, se determiné la poblacién endofitica
total de la raices y tallos de los tratamientos
evaluados en el ensayo anterior (Figura 8). Los
resultados mostraron que la poblacién endofica
de la raiz a los 15 dpi fue entre 10%-10* ufc.g™*
mientras que alos 2 meses pilo fue de entre 10*-
10% ufc.g™. Por otro lado, la poblacion endofitica
del tejido aéreo fue de 10° ufc.g*a los 15 dpi,
mientras que alos 2 meses pifue de entre 10*-102
ufc.g. No se observaron diferencias significativas
en el nimero de bacterias recuperadas entre los
tratamientos inoculados y bajo las diferentes
dosis de fertilizacion nitrogenada. Sinembargo, la
poblacion total presente en las raices fue signifi-
cativamente mayor a los 2 meses pi (p valor
0,0003).

Lafaltade datos eneltejidoaéreoalos 15dias
se debe a que no todas las plantas germinadas
sobrevivieron, por lo que hay tratamientos como
los utilizados de referencia (macetas sin inocu-
lar), que no se incluyen en el grafico. En su
conjunto los resultados mostraron que nila dosis

¢i N0--UY SO10 N75--s/i N150

s/i NO--UY SO10 N100--s/i N150

Figura 6. Respuesta de la variedad LCP a la inoculacién con el aislamiento Kosakonia sp. UYSO10 a
diferentes dosis de fertilizacion quimica nitrogenada a: 75 kgN/ha y b: 100 kg N/ha. s/i: sin inocular
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s/fi N0 — UYSO24 N75 - s/i N150

s/i NO —- UYS024 N100 -- s/i N150

Figura7. Ensayo de respuesta de la variedad LCP a la inoculacién con el aislamiento Rhizobium sp.
UYSO024 a diferentes dosis de fertilizacion quimica nitrogenada a: 75 kgN/ha y b:100 kg N/ha (b).

s/i: sin inocular
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Figura8. Poblacién bacteriana endofitica total presente en raices (a) y tallos (b) de plantas de cafa de azucar
var. LCP inoculadas con las cepas UYSO10 y UYSO24, en presencia de diferentes dosis de
fertilizacion nitrogenada (75 y 100 kg N.ha?). ND: No determinado. Barras gris claro: 15 dpi, Gris

oscuro: 2 meses pi.

de N utilizada ni la bacteria inoculada afecté la
poblacion bacteriana endofitica total, sinembargo
la misma aumenta para el caso de las poblacion
de laraiz en el tiempo evaluado.

1.5.1.2 Estudios de promocién del
crecimiento vegetal de plantas de
cafiade azltcar var.TUC en
condiciones deinvernaculo

Con el objetivode probar silavar. TUC de cafa
de azucar responde a la inoculacién bacteriana,
se realiz6 un experimento similar que con la
variedad LCP (Tabla 3). Los resultados mostraron
gue lainoculacién conlas cepas de Achromobac-

ter sp. UYSOO02, Acinetobacter sp. UYSOO03,
Pantoeasp. UYSO13, Rhanellasp. UYSO22yel
tratamiento MIX, presentaron valores significativa-
mente mayores en la altura del tallo en compara-
cion con el control negativo, siendo el tratamiento
MIX el valor méas alto, incluso mayor que el control
positivo. Por otro lado, la inoculacién con las
cepas Achromobacter sp. UYSOO02, Acinetobac-
ter sp. UYSOO03y Rhizobium sp. UYS0O24, resul-
t6 en un diametro del tallo significativamente
mayor que el control negativo, incluso superando
elcontrol positivocomo el casodelacepaUYS024
(Tabla 3). Conrespecto al peso seco de laplanta,
las Unicas diferencias significativamente mayo-
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Tabla 3. Efecto de la inoculacion con probables endoéfitos bacterianos sobre esquejes de cafias de azucar

var. TUC, en condiciones de invernaculo

Tratamiento” Altura Diametro Peso seco Concentra- Acumula-
del tallo del tallo (g planta) cién de N (mg cién de N
(cm) (mm) Raices Parte aérea N g* peso seco) (mg planta?)
Control negativo (-) 10,28 a* 5,88 a 0,5778 cd  1,2568 a 10,00 a 11,70 a
Achromobacter sp. UYSO02 12,09 de 6,52 bcd 0,5421 cd 1,5811 bc 9,80 a 15,60 bc
Acinetobacter sp. UYSO03 11,69 bcde 6,73 cd 0,6542 d 1,9056 ¢ 8,70 a 16,90 bc
Kosakonia sp. UYSO10 10,61 ab 6,22 abc  0,6172 d 1,2428 a 10,50 a 15,00 b
Pantoea sp. UYSO13 11,86 cde 6,13 ab 0,3176 a 1,4259 ab N,D, N,D,
Pseudomonas sp. UYS0O21 10,88 abc 581 a 0,3863 ab 1,4237 ab N,D, N,D,
Rhanella sp. UYS022 11,53 bed 6,08 ab 0,4568 bc 1,3159 ab N,D, N,D,
Rhizobium sp. UYS0O24 11,39 abcd 6,91 d 0,5698 cd 1,5590 abc 10,30 a 14,80 b
Stenotrophomonas sp. UYSO27 10,22 a 5,92 ab 0,3872 b 1,2157 a N,D, N,D,
MIX 12,76 e 6,31 abc 0,5891 cd 11,6387 bc N,D, N,D,
G. diazotrophicus Pal5 10,59 ab 6,20 abc  0,5946 cd 1,4792 ab N,D, N,D,
Control positivo (+) 11,53 bcd 6,15 abc  0,5473 cd 11,4250 ab 12,90 b 18,40 c

(-) plantas sin inocular nifertilizar, (+)plantas suplementadas con urea (100 kg N ha'), MIX: inéculo hecho de una mezcla
de todas las cepas ensayadas. *Las medias entre dos tratamientos que presentan distintas letras son diferentes
significativamente mediante el test de LSD 0.05 test. N.D. no determinado.

res al control negativo se observaron en la parte
area de las plantas inoculadas con las cepas
Acinetobacter sp. UYSO03 y Achromobacter sp.
UYSOO02 junto con el tratamiento MIX. En este
caso el tratamiento inoculado con la cepa Acine-
tobacter sp. UYSOO03 fue significativamente ma-
yor que el control positivo. Finalmente, aunque
todos los valores de acumulacién de N fueron
significativamente mayores que el control negati-
vo para todos los tratamientos inoculados, no
hubo diferencias entre ellos, exceptuando los
valores de control positivo sininocular que fueron
mas altos.

Para el cultivar de cafia en estudio, también se
evalué el efecto de la aplicacién de diferentes
niveles de fertilizacién quimica nitrogenada (N75,
N100y N150), encombinacién conlainoculacién
de las cepas PCV Achromobacter sp. UYSOO02y
Acinetobacter sp. UYSOO03 (Tabla 4, Figura 10y
11). Estas cepas fueron seleccionadas ya que
mostraron diferencias altamente significativas del
control negativo en la mayoria de los parametros
evaluados (Tabla 3). Los resultados para este
cultivar mostraron, por un lado, un efecto PCV
significativo ala fertilizaciébn quimica nitrogenada
aplicada, en comparacion con el tratamiento no
fertilizado, excepto para los diametros de los

tallos (Tabla 4). Por otro lado, cuando se estudio
el efecto combinado del nivel de fertilizacion qui-
mica nitrogenaday la inoculacién bacteriana, se
pudo observar que las plantas inoculadas con la
cepa UYSO02 aN75, tenian valores de alturas 'y
didametros de tallos significativamente mayores
gue el tratamiento no inoculado al mismo nivel de
fertilizacion, y que los valores fueron similares a
los obtenidos enlos tratamientos N100y N150 sin
inoculacion. Asimismo, se observé un efecto si-
milar para la misma cepa en el tratamiento con
N100, aexcepcionde laalturadeltallo. En cuanto
alos pesos secos, la Unicadiferencia significativa
observada fue en la parte aérea del tratamiento
N75 inoculado con la cepa UYSOO02. Dichos
valores también fueron similares a los obtenidos
en los tratamientos N100 y N150 sin inoculacion
(Tabla4).

Asimismo, para aquellos tratamientos inocu-
lados con la cepa UYSOO03, los resultados mos-
traron que, de las variables evaluadas, solo el
diametro deltallo fue significativamente mayor en
eltratamiento N75 con respecto al nivel de fertili-
zacion con N75 sin inocular. Cabe resaltar que
este valor fue significativamente similar al de los
tratamientos con N100 y N150 sin inoculacion
(Tabla4).
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Tabla 4. Efecto de la inoculacion con las cepas Achromobacterr sp. UYSOO01 y Acinetobacter sp. UYSOO03,
en combinacion con distintos niveles de fertilizacion quimica nitrogenada sobre esquejes de cafia
de azucar var. TUC.

Tratamiento Altura Diametro Peso seco Concentra- Acumula-
Inoculaciéon Nivel de del tallo del tallo (g planta) cién de N (mg cién de N
fertilizacion (cm) (mm) Raiz Aéreo N g* peso seco) (mg planta?)
(kg N/ha)
Sininoculacién 0 10,39a* 7,96a 2,1049ab 2,3171a 4,73a 11,33a
75 13,20b 8,05a  3,5731bcde 3,6380b 7,20cd 24,46b
100 14,80bc 8,50ab 4,8915e 4,2080bc 7,29cd 30,55b
150 14,52bc 8,57abc  2,7194abc 3,9624bc 9,14d 43,38¢c
Achromobacter sp. 75 15,93¢c 9,27cd  3,2077 abcd 4,5273c 5,26ab 24,18b
UYS001 100 14,66 bc 9,35d 3,4293cde 4,3900bc 5,75bc 25,34b
Acinetobacter sp. 75 14,70bc 8,90bcd  3,5813de 4,2384bc 6,94cd 29,69b
uUYSsO03 100 15,51c 8,86bcd  4,9673cde 4,0806 bc 6,98cd 29,73b

3Las medias que presentan la misma letra no son significativamente diferentes con un p<0,05.

En su conjunto, los resultados mostraron nue-
vamente un fuerte efecto del nivel de fertilizacion
quimica nitrogenada sobre el efecto PCV de las
bacterias diazotroficas inoculadas. Ademas, en
lavariedad TUC, lacombinacion de lafertilizaciéon
y la inoculacién bacteriana fue sinergistica en
términos del efecto PCV evaluado.

Por Gltimo, se determiné también la poblacion
endofitica total de la raices y tallos de los trata-
_ mientos evaluados en el ensayo anterior. Para

esto, el niUmero total de bacterias endofitas culti-

3@5 100 s 0 vables se enumer6 en este cultivar 15 dias y 2
Figura9. Curvaderespuestadelavariedad TUCala mesespi metdlar.lte conteo de unidades formado-
fertilizacién quimica nitrogenada. s/i: sin ras de colonia (Figura 12). Los resultados mostra-

inocular; NO, N75, N100 y N150 diferentes ron que la poblacion endofitica de lasraices fue de

dosis de fertilizacion quimica nitrogenada 10® a 10* ufc.g-! a los 15 dias pi, y de 10* a 10°
en kg N/ha.

OIN75  siNISO | SN0 UYS001 N100 /i N150
Figura 10. Respuesta de la variedad TUC a la inoculacion con el aislamiento Achromobacter sp. UYSOO01
a diferentes dosis de fertilizacién quimica nitrogenada (a) 75 kg N/ha y (b) 100 kg N/ha.
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JiNO UYSOO03N75  s/i N150

Figura 11. Respuesta de la variedad TUC a la inoculacion con el aislamiento Acinetobacter sp. UYSOO03 a
diferentes dosis de fertilizacion quimica nitrogenada (a) 75 kgN/ha y (b) 100 kg N/ha.
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Figural2. Poblacién bacteriana endofitica total presente en (a) raices y (b) tallos de plantas de cafia de azlcar
(var. TUC) inoculadas con las cepas UYSO02 y UYSOO03, en presencia de diferentes dosis de
fertilizacion nitrogenada (75 y 100 kg N.ha'). Barras gris claro: 15 dias pi, Gris oscuro: 2 meses pi.

ufc.g?® a los dos meses pi. Por otro lado, en el
tejido aéreo, la poblacion endofitica fue de 10t a
10%ufc.gt15diaspi,yde 102a 10°ufc.gtdespués
de los meses pi. Asimismo, no hubo diferencias
significativas enla poblacion endofiticarecupera-
da entre los tratamientos inoculados y no inocu-
lados bajo diferentes dosis de N-fertilizacién. Sin
embargo, la poblacién endofitica total fue signifi-
cativamente mayor a los 2 meses en las raices
(valor de p <0,0001), mientras que la poblacion
endofitica del tallo disminuyé significativamente
(valorde p 0,0243).

1.5.1.3 Estudios de promocion del
crecimiento vegetal de plantas de
cafiade aztacr var. LCP en
condiciones decampo

En este tipo de ensayos, la poblacion, regis-
trada como el nimero de tallos por hectéarea, es
uno de los factores méas asociados al rendi-
miento del cultivo. En este sentido, en el primer
afio de crecimiento no se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados
(72) (Tabla 5). Sin embargo, si se observaron
diferencias significativas al segundo afio, en
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Tabla5. Respuesta de plantas de cafia de azUcar var. LCP, a la inoculaciéon con Kosakonia sp.
UYSO10 y Rhizobium sp. UYSO24 en condiciones de campo (segunda cosecha).

Tratamiento Poblacién Pesoindividual Productividad Productividad
(n°detallos/ha) de tallos (g) (ton cafia/ha) (ton azlcar/ha)
Control negativo (-) 131,01 a' 422,05 a 55,29 a 7,113 a
UYSO10 145,55 b 374,43 a 54,33 a 7,699 a
uYyso24 133,05 a 432,38 a 57,57 a 7,227 a
Control positivo (+) 147,12 b 426,70 a 62,62 a 8,231 a

fLas medias que presentan la misma letra no son significativamente diferentes con un p<0,05.

donde el control positivo (realizado en condicio-
nes similares al plantado por Alur) y el inocula-
do con la cepa UYSO10, fueron los de mayor
poblaciény se diferenciaron significativamente
de los demas tratamientos (Tabla 5). Por otro
lado, no se observaron diferencias significativas
en el resto de las variables evaluadas. Cabe
resaltar que, en el primer afio, durante la im-
plantacion y los primeros meses de desarrollo
del ensayo, el ensayo fue muy afectado por el
clima (72).

En su conjunto los resultados muestran un
efecto PCV de lainoculacion bacteriana con la
cepaUYSO10enlaproductividad de lavariedad
LCP.

1.5.1.4 Estudios de promocién del
crecimiento vegetal de plantas de
cafiade aztcar var. TUC en
condicionesdecampo

Los resultados obtenidos a partir de la pri-
mera cosecharealizada en el mes de julio para
el cultivar en evaluacién, se presentan en la
Tabla 6. En la misma se muestran las caracte-
risticas biométricas evaluadas, asi como las

determinaciones estandares que se realizan en
los ensayos de ALUR. Como se observa, el
andlisis estadistico de las variables evaluadas
no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos. Sin embargo, se puede observar
que para la mayoria de las variables medidas,
los tratamientos inoculados presentaron valo-
res mayores que el control negativo, particular-
mente el tratamiento inoculado con la cepa
Acinetobacter sp. UYSOO03 (Tabla 6).

Luego de la cosecha, los tratamientos fue-
ron re-inoculados en el caso correspondiente,
dejandose crecer el ensayo por un afio adicio-
nal, momento en el cual fue cosechado y eva-
luado (Tabla 7). En este caso, las variables
informativas fueron los kilos de cafia por hectéa-
rea (KCH), el peso del tallo (PT), los kilos de
azlcar por hectarea (KAH) y el largo del tallo
(LARCANA). Los resultados mostraron que, para
las variables mencionadas, el control positivo
(fertilizado de acuerdo al paquete tecnoldgico
de ALUR), fue significativamente mayor que el
control negativo (sin fertilizar, ni inocular). Sin
embargo y a pesar de que los tratamientos
inoculados presentaron para la mayoria de las
variables valores intermedios entre ambos con-

Tabla 6. Respuesta de plantas de cafia de azUcar var. TUC, a la inoculacion con las cepas Achromobacter
sp. UYSOO02 y Acinetobacter sp. UYSOO03 en condiciones de campo (primera cosecha).

Tratamiento N° de Cafia Peso de Rinde Azlcar/ % de Dafios Largo Entrenu- Diametro
tallos/ha  kg/ha cada en azl- ha fibra por dia- del tallo dos por de tallo

tallo (g) car (%) traea (%) (cm) tallo (cm)

Achromobacter sp. 97956,7 a 49627,4a 5079a 12,0a 59654 a 155a 0,007 a 174 a 18,6 a 19,6 a
uYsoo02

Acinetobacter sp. 104206,7 a 51502,4a 497,5a 12a 6162,3a 158a 0,017a 1688a 17.8a 195a
uYSO003

Control (-) 97476 a 47716,3a 4912a 119a 5684,7a 154a 0,02 a 1656a 17,7a 194 a

Control (+) 107572,1 a 494351 a 4582a 1l16a 5766,8a 156a 0,00la 160,2a 17,2a 184 a
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Tabla7. Respuesta de plantas de cafa de azucar de la variedad TUC, a la inoculacion con las cepas
Achromobacter sp. UYSOO1 y Acinetobacter sp. UYSOO03 en condiciones de campo (segunda

cosecha)
Tratamiento NTH* KCH PT RIT KAH FIB LARCANA ENTR _ DIAM
uUYso01 109495,2 58131,0 b 529,6 b 12 7026,8 b 15,43 189,1 ab 19,9 15,34
uUYSO003 111658,7 60072,1 b 5385b 125 7500,0b 144 192,3 ab 20,3 20,75
Control (-) 110937,5 532873 b 4810b 11,9 63655b 157 183,8 b 18,9 19,45
Control (+) 131610,6 84801,7a 650,4a 12,2 10360,0 a 13,92 2055 a 20,5 19,75

*NTH: nimero de tallos por hectarea; KCH: kilos de cafia por hectarea; PT: peso del tallo en gramos; RIT: % de rendimiento
industrial teérico; KAH: kilos de azicar por hectarea; FIB: fibra en %; LARCANA: largo en cm; ENTR: nimero de entrenudos

y DIAM: didmetro en cm.

troles, los valores no se diferenciaron significa-
tivamente del control positivo (Tabla 7).

En conjunto los resultados mostraron la au-
sencia de un efecto PCV al inoculares con las
cepas evaluadas enlavariedad TUC, en condicio-
nes de campo.

1.6 DISCUSION

1.6.1 La promocion del crecimiento
vegetal dende de la especificidad
planta-bacteria

Diferentes tipos de bacterias diazotréficas
se han aislado de cultivares de cafia de azUcar
envarias regiones del mundo (78-82). Asimis-
mo, los efectos PCV de bacterias asociadas o
endofitas como Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, H.
rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense y
Burkholderia spp., sobre variedades de cafiade
azucar han sido ampliamente reportados (81,
83-85). En consecuencia, en los Gltimos afios
se harealizado por ejemplo en Brasil, un gran
esfuerzo con el objetivo de desarrollar un
inoculante bacteriano de cafla de azlcar basa-
do en un consorcio de bacterias diazotréficas
(81, 84). En ese sentido, la evaluacién de los
resultados obtenidos utilizando ese consorcio
como inoculante en diferentes cultivares de
cafa de azucar, en diferentes zonas geografi-
cas de Brasil, con diferentes propiedades
abidticas, dio lugar a una amplia gama de
respuestas, algunas de las cuales fueron tan

buenas como los controles quimicos fertiliza-
dos con N (86-89).

En un estudio anterior, se construyé una
coleccién de bacterias diazotroficas probable-
mente enddfitas, asociadas a las variedades
comerciales de cafia de azlcar uruguayos, la
cual fue caracterizada fenotipica y genotipica-
mente (71, 72). Asimismo, un conjunto de estos
aislamientos fue evaluado como inoculantes en
ensayos de PCV en la variedad LCP en condi-
ciones gnotobidticas (72). Dichos aislamientos
fueron seleccionados de acuerdo con sus ca-
racteristicas PCV in vitro y su afiliacion
filogenética (71, 72). En el presente estudio, se
inocul6 el mismo conjunto de cepas en esque-
jes de dos de los principales cultivares comer-
ciales de cafiade azucar plantados en Uruguay:
LCPyTUC.

Para el caso del cv. LCP, y de acuerdo con
los resultados anteriores (72), las mejores ce-
pas PCV para casitodos los parametros evalua-
dos fueron Rhizobium sp. UYS024 y Kosakonia
sp. UYS0O10. Ambas cepas fueron reportadas
como diazotrofas, asi como productoras de
auxina (71) y al ser inoculadas las plantas
mostraron una acumulacion significativa de N
en comparacioén con las plantas de control
negativo (26 % y 35 % de incremento para la
cepa UYSO10 y UYSO24, respectivamente).
En este contexto, podemos especular razona-
blemente que el efecto PCV observado pudo
deberse ala FBN. En este sentido, previamente
sereporté que lavar. LCP obtiene una cantidad
significativa de sus necesidades de N a través
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de FBN (71, 72), necesitandose mas experi-
mentos para confirmar esta hipétesis. Conres-
pecto al género Kosakonia, diversos estudios
hanreportado varias cepas como PCV de arroz
(Oryza sativa), maiz (Zea mays) y cafia de
azucar (90-93). Por otro lado, segun la biblio-
grafia consultada, no se ha reportado hasta
ahoratrabajos que demuestren los efectos PCV
sobre la cafia de azUcar por bacterias relaciona-
das con el género Rhizobium.

Por otro lado, para lavar TUC, las mejores
cepas PCVidentificados fueron Achromobacter
sp. UYSOO02 y Acinetobacter sp. UYSOO03.
Curiosamente, ambas cepas también mostra-
ron efectos PCV para algunas de las variables
evaluadas cuando se inocularonenlavar. LCP.
Las mismas fueron definidas previamente como
diazotrofos, productores de auxina, solubiliza-
dores de fosfato y, en el caso de la cepa
UYSO003, como productora de sideréforos (71).
Diferentes estudios han reportado los efectos
PCV de cepas enddfitas y rizosféricas del géne-
ro Achromobacter incluyendo Prosopis
strombulifera, trigo (Triticum aestivum) y colza
(Brassica napus) (94-96). Asuvez, paracepas
del género Acinetobacter se ha reportado su
capacidad PCV en maiz y mijo perla (Pennise-
tum glaucum) entre otros cultivos (97-99).

Por otra parte, cabe sefalar que la cepa G.
diazotrophicus Pal5, utilizada como referencia
en los ensayos de PCV, fue PCV de lavar. LCP,
peronodelavar. TUC. Dichacepade referencia
es un enddfito de cafia de azUcary su efecto PCV
al inoculase en cafia de azUcar esta bien docu-
mentado (83, 100). Sin embargo, en estudios
previos, no fue posible aislar G. diazotrophicus a
pesar de haberse empleado la metodologia espe-
cificaylos medios recomendados para su aisla-
miento (71). Probablemente esto se debi6 a las
caracteristicas biéticasy abioticas del cultivo en
la zona de produccién, asi como al cultivar de
cafia de azlcar (101, 102).

En conjunto, los resultados obtenidos en
este estudio demostraron que las respuestas
de los dos cultivares de cafia de azucar a la
inoculacién con cepas diazotrofica, fueron dife-
rentes, resaltando la especificidad de las inte-
racciones beneficiosas entre plantas y bacte-
rias. Esto estd de acuerdo con varios informes

que sefalan que los efectos de la PCV depen-
dende las condiciones bidticas y abiéticas, asi
como de la especificidad y compatibilidad de
los genotipos de plantas y bacterias (63, 87,
103, 104).

1.6.2 Los niveles de fertilizacion
guimica nitrogenada afectan la
promocién del crecimiento vegetal

El efecto positivo de la fertilizacién quimica
nitrogenada en los cultivos es bien conocido y
es por eso que comUinmente estas practicas se
llevan a cabo en el campo. Sin embargo, los
resultados obtenidos en este trabajo en los
tratamientos fertilizados, pero no inoculados,
mostraron que hubo una respuesta diferencial
dependiendo del cultivar evaluado, siendo la
respuesta mas acentuada en lavar. TUC. Esta
observacion esta de acuerdo con las evaluacio-
nes en campo de los mismos cultivares en
respuesta alafertilizacion quimica nitrogenada
realizadas previamente por ALUR (Hackembruch
com. pers.). Por otro lado, si se observaron
diferencias significativas en algunas de las va-
riables evaluadas cuando se inocularon bacte-
rias en combinacion con el fertilizante quimico
nitrogenado. En este sentido, las mejores res-
puestas se obtuvieron paralavar. TUC inoculado
conlacepaAchromobacter sp. UYSOO02 con un
nivel de fertilizacion N75. Teniendo en cuenta
gue no se espera que las bacterias endofiticas
satisfagan las necesidades totales de N de la
planta como se esperaria, por ejemplo, de
rizobios inoculados en algunas leguminosas
(105), esrazonable evaluar sus contribuciones
en combinacion con diferentes niveles de la N-
fertilizacion. Los resultados obtenidos estan de
acuerdo con previos los cuales destacan que se
podrianlograr buenos resultados utilizando do-
sis de fertilizacién quimica nitrogenada de nivel
medio en combinacion con la inoculacién bac-
terianay que se deberia concentrar méas esfuer-
zos de investigacion en esta direccion (106).

En ese sentido en este trabajo se realizaron
también ensayos de campo enlos que se evalud
la respuesta de la inoculacién bacteriana, en
ambas variedades, empleando como inoculantes
los mismos aislamientos evaluados en combina-
cion condiferentes dosis de fertilizacion quimica
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nitrogenada. En este caso, también se observo
un efecto diferencial en cada cultivar destacando-
selarespuestadelavar. LCP enlaproductividad
al inocularse con la cepa UYSO10, resultado
muy prometedor.

1.7 CONCLUSIONES

En este trabajo se demostraron los efectos
PCV de cuatro diazétrofos, probables endofitos,
al inocularese en las variedades de cafa de

azUcar mas comunes cultivados en Uruguay.
Estos efectos fueron modificados por el genotipo
de la planta, asi como por el nivel de fertilizacion
quimica nitrogenada, sugiriendo la posible partici-
paciondelaFBN enlos efectos PCV observados.
Losresultados obtenidos en este trabajo resaltan
la importancia de continuar las evaluaciones de
las cepas PCV de la coleccién como inoculantes
en sistemas mas complejos, ya que son los
pasos necesarios y sientan las bases para su
aplicacién biotecnoldgica como bioinoculantes.



2.1 HIPOTESIS

Las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizo-
bium sp. UYO24 son endofitos verdaderos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar en las cepas UYSO10 y UYSO24
caracteristicas fenotipicas posiblemente invo-
lucradas enla colonizacion e infeccién radicu-
lar.

2. Describir el proceso de colonizacion superfi-
cial, infeccion y colonizacion de los tejidos
internos de las plantas de cafia de azUcar var.
LCP porlacepaUYS024, mediante microsco-
pia.

3. Cuantificar la poblacién endofitica de las ce-
pas UYSO10yUYSO24 enlostejidosinternos
de plantas inoculadas de cafia de azUcar var.
LCP.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Cepas bacterianas y plantas

Las cepas bacterianas empleadas en este
capitulo se listan enla Tabla 8. Por otra parte, se
utilizaron plantas micropropagadas de cafa de
azlcarvar. LCP, amablemente cedidas porlaDra.
Alicia Castillo de la Unidad de Biotecnologia del
INIA (72, 107).

PARTE 2:

Infeccidn y colonizacion
de plantas de cafna de
azucar por las cepas
Kosakoniasp. UYSO10y
Rhizobium sp. UYS024

2.3.2 Identificacioén in vitro de factores
bacterianos vinculados a la interaccién
planta-bacteria

2.3.2.1 Busquedadeactividades enzimaticas
potencialmenterelacionadas ala
degradacion de lapared celular
vegetal

Las actividades endoglucanasayhemicelu-
lasa fueron evaluadas inoculando con ansa las
cepas en estudio, en placas de Petri conteniendo
medio de cultivo LGI sélido (Anexo A), suplemen-
tado con carboximetil celulosa sal (CMC) 0,2 %
(p/v) oavicel 0,5 % (p/v), respectivamente (108). A
los 7 dias posteriores a su inoculacion (pi), las
colonias fueron removidas utilizando algodén hu-
medecido enNaCl 1 My las placasincubadas con
10 mlde Rojo Congo 0,05 % (p/v), por16 ha4°C,
parafinalmente, serlavadas con NaCl 1 M durante
20 min. En ambos casos, las cepas positivas
fueronidentificadas por laaparicién de un halo de
degradacion alrededor de la coloniay se empled
como control positivo la cepa Acinetobacter sp.
UYSB41 (Tabla8).

Laactividad proteasa fue evaluada en placas
de Petri conteniendo medio de cultivo LGI suple-
mentado con leche en polvo 5% (p/v). Las cepas
fueron consideradas positivas cuando alas 48 h pi
se observo un halo translicido alrededor de las
colonias (109). Como control positivo se utilizo el
aislamiento UYFA144 (Tabla 8).

En la evaluacion de la actividad lacasa, las
cepas seinocularon en placas de Petri contenien-
domedio de cultivo TY (Anexo A), suplementado
con Azul brillante de Remazol (ABR) 0,04 % (p/v)
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Tabla 8. Cepas empleadas en el trabajo realizado en la parte 2.

Cepa Caracteristicas

Referencia

Cepas en estudio
Kosakoniasp.UYS0O10

Rhizobium sp. UYS0O24

Aislada de tallos de cafia de azlcar, variedad FAM 81-77, en medio de cultivo

LGI-P. Promotoradel crecimiento de cafias de aztcar var. LCP (71,72)
Aisladade tallos de cafiade azUcar, variedad TUC 77-42,en medio de cultivo
LGI-P. Promotoradel crecimiento de cafias de aztcar var. LCP (71, 73)

Cepas usadas como referencia

De la coleccién de aislamientos de plantas de cafia de azlcar del laboratorio

Pseudomonassp. UYSOO01,
Acinetobacter sp. UYSOO03,
Pantoeasp.UYSO13y

Pseudomonassp. UYSO21

Aisladas de tallos de calade azlcar de las variedades CP 92-618, TUC 77-42  (71)
y FAM 81-77. Utilizadas enlos ensayos de evaluacion de la especificidad de
los antisueros y de los cebadores utilizados paraqPCR

Aisladas de tallos de cafiade azlcar de las variedades TUC 77-42y TUC78-12.

Agrobacteriumsp. UYSO04, Utilizadas enlos ensayos de evaluacién de la especificidad de los cebadores  idem
Enterobacter sp. UYSO08, empleados paragPCR.
Enterobacter sp. UYSO09,
Stenotrophomonas sp.
UYSO027y Xanthomonas
sp.UYSO35
Rhanellasp. UYS0O22 Aislada detallos de cafiade azUlcar, variedad TUC 77-42. Utilizadaen los
ensayos de evaluacion de la especificidad de los antisueros producidos idem
Pseudomonassp. UYSO14 Aislada de tallos de cafiade azucar, variedad TUC 78-12,no promotora del
crecimiento de cafias de azucar var. LCP. Cepa utilizada comoreferenciaen (71, 73)
los ensayos de evaluacion de la especificidad de los antisueros producidos
y enlos estudios de colonizacién
De otras colecciones de aislamientos del laboratorio
Rhizobiumsp. UYPR7.63 Aislada de nédulos de angico, utilizada enlos ensayos de evaluacion de la
especificidad de los antisueros producidos (112)
Bacillus sp. UYSB04 Aislada de plantas de sorgo dulce, variedad M81E. Utilizada como control
positivo de la solubilizacion de potasio (observacion del laboratorio) (113)
Acinetobacter sp. UYSB41 Aislada de plantas de sorgo dulce, variedad M81E. Utilizada como control
positivo parala actividad endoglucanasas y hemicelulasas (113)
Aislamiento UYFA144 Aislamiento de plantas de festuca. Utilizada como control positivo parala
actividad proteasas (114)
Otras cepas usadas como referencia
Gluconacetobacter Endéfitay PCV de cafiade azucar. Utilizada en los ensayos de evaluacion de
diazotrophicus Pal5 la especificidad de los antisueros producidos y en los estudios de colonizacion (115)

Sinorhizobium meliloti 242
Sinorhizobium meliloti CE52G

Utilizada como control positivo parala actividad lacasa

Usada en ensayos de evaluacion de la especificidad de los antisueros producidos  (116)

(117)

Herbaspirillum seropedicae 267 Usadacomo control positivo paralaactividad catalasa, superéxido dismutasa

produccion de sideréforos
Pseudomonas putida KT2440

Usada como control positivo paralapresenciade laenzima ACC desaminasa

(118, 119)
(120)

o conguaiacol 0,01 % (p/v) (110). Las colonias se
consideraron positivas cuando a los 5 dias pi
cambiaron su color aazul o marrén-rojizo, depen-
diendo del sustrato utilizado: ABR o guaiacol
respectivamente. Como control positivo se utilizé
la cepa Sinorhizobium meliloti CE52G (Tabla 8).

Por tltimo, para la determinacién de la activi-
dad peroxidasa, las cepas se crecieron en pla-

cas de Petri conteniendo medio de cultivo LGI
suplementado con 250 mg/l de 2,2"-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6acido sulfénico) (ABTS) y
paralas Mn-peroxidasas medio LGl suplementa-
do con 250 mg/l de ABTS y 100 mg/l de MnCl,
4H,0(111). Alos 5dias pilas placas se revelaron
mediante incubacion con 10 ml de H,0, 10X (v)
durante 20 min. Las cepas fueron consideradas
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positivas cuando las colonias se tornaron de color
verde oscuroomarron (111).

En todos los casos las actividades fueron
evaluadas por triplicado y a 30 °C.

2.3.2.2 Determinacion de la presenciade
enzimas antioxidantes

La presencia de las actividades catalasa y
superéxido dismutasa (SOD), fueron evaluadas
en extractos de proteinas totales de ambas ce-
pas. Para ello, 5 ml de un cultivo bacteriano de
cada cepa, crecido en tubos conteniendo medio
de cultivo TY, fueron centrifugados a 5.000 g
durante 5miny las células suspendidas en buffer
fosfato 50 mM, &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 1 mM, pH 7,2. Posteriormente, las sus-
pensiones fueron sonicadas 5 veces a potencia
méximadurante 15s con un sonicador Ultrasonic
Homogeneizer (Cole-Parmer Instruments Co.),
y lasuspension obtenida centrifugadaa 10.000
g por 10 min, conservandose el sobrenadante a
-20 °C. Los extractos proteicos obtenidos se
analizaron en geles de poliacrilamida 8 % (p/v)
naturalizantes, a 80V durante 2 h. Cada actividad
fue evaluada en gelesindependientes. Enladeter-
minacién de la actividad catalasa, los geles fueron
lavados 3 veces con agua destilada durante 20
min, e incubados con H,0, 0,015 % (v/v) en
agitacion. A continuacion, fueron transferidos a
un recipiente conteniendo una solucion de FeCl,
1% (p/v) y K,Fe(CN), 1 % (p/v). La actividad se
evidencié por la aparicion de bandas de color
amarrillo sobre fondo verde, momento en el que se
detuvo lareaccién con agua (121).

Por otro lado, los geles utilizados para visua-
lizar la actividad SOD fueron lavados con agua
destilada, e incubados en primera instancia en
unasolucidén conteniendo Nitro azul de tetrazolio
2,45 mM por 20 min, para luego incubarse en la
oscuridad en una solucion de riboflavina 0,028
mM, tetrametiletilendiamina (TEMED) 28 mM en
buffer fosfato 50 mM pH 7,2, durante 20 min (121).
Por Gltimo, se expuso el gel alaluz detectandose
la actividad SOD por la aparicion de bandas
acromaticas sobre fondo oscuro. Como control
positivo se incluy6 la cepa H. seropedicae 267
(Tabla8).

2.3.2.3 Determinacién de la movilidad
bacteriana

En ambas cepas se analiz6 la presencia de
flagelos, asi como la capacidad de realizar
swimming, swarmming y twitching. La presencia
de flagelos bacterianos se evalud utilizando el
método de tincion negativa (122). Para esto,
células crecidas en medio de cultivo TY liquido,
fueronlavadas conaguayfijadas en glutaraldehido
2,5 % (v/v) durante 1 h, para posteriormente ser
lavadas cuatro veces con agua ultra pura estéril.
Las célulasfijadas se transfirieron a grillas cubier-
tas conunapeliculade Formvar (Fluka). Pasados
2 min de exposicién al cultivo, la grilla se expuso
aacetato de uranilo 2 % (p/v) por 1 miny fue lavada
varias veces con agua ultra pura estéril por 1 min.
Las grillas fueron observadas en un Microscopio
Electrénico de Transmision JEOL (100 CXll, Ja-
pon), de la plataforma de Microscopia del IIBCE.
Para cada cepa se observaron varias células a
partir de dos experimentos independientes.

Para evaluarla capacidad de realizar swimming
y twitching, se crecieron las cepas en medio de
cultivo liquido TY, toda la noche. A partir de ese
cultivo se inocularon por puncion usando un
escarbadientes, placas conteniendo medio de
cultivo TY yagar 0,3 % (p/v) o agar granulado 1 %
(p/v), de acuerdo a cada determinacion (122).

La capacidad de realizar swarmming fue eva-
luada en placas conteniendo medio de cultivo TY
suplementado con glucosa 0,5 % (p/v) y agar
0,5 % (p/v), e inoculadas con escarbadientes a
partir de las placas de swimming (122).

En todos los casos las actividades fueron
evaluadas a las 24 h pi, por triplicado en experi-
mentos independientes.

2.3.2.4 Determinacion de la capacidad de
formar biopeliculas

La capacidad de formar biopeliculas fue eva-
luada en microplacas de 96 pocillos utilizando el
meétodo de cristal violeta (CV) (123). Para esto,
cada pocillo conteniendo 200 pl de medio de
cultivo TY o MS suplementado con exudados (MS
+exudados), fue inoculado con 1 x 108 células de
cadacepa. Elmedio de cultivo MS + exudados se
obtuvo a partir del medio de cultivoMS 1/10 sin N
(124), el cual se expuso por 72 halas secreciones
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radiculares de plantas de cafia de azdcar micro-
propagadas. La microplaca fue incubada sin agi-
tacion durante 48 0 96 ha 30 °C. Posteriormente
el sobrenadante fue removido y los pocillos se
tifieron con CV 0,1 % (p/v) durante 20 min. El
exceso de CV fue removido mediante lavados con
buffer fosfato y el CV unido a las paredes de los
pocillos se solubilizé con etanol 95 %. Finalmente
se midié la absorbancia de la suspension a 570
nm. Como control se incluyeron pocillos sin ino-
cular. Esta determinacion fue realizada por quin-
tuplicado para cada una de las cepasy condicio-
nes.

2.3.2.5 Determinacién de lacapacidad de
producir polihidroxibutirato

La produccién de polihidroxibutirato (PHB) se
evaluo en placas de Petri conteniendo medio de
cultivo LGl suplementado con glucosa en exceso
(30 g/l) y NH,CI 40 mM. Las placas inoculadas
fueron incubadas por 48 ha 30 °C, momento en
que fueron cubiertas con una solucion de Rojo
Nilo 0,01 % (p/v) en acetona. Unavez evaporada
la acetona, las placas se observaron en un
transiluminador bajo luz UV. Las colonias que
presentaron fluorescencia fueron consideradas
como positivas para la acumulacion de lipidos y
posible acumulacién del polimero PHB (125).
Como control positivo se utilizé H. seropedicae
Z67y como control negativo una cepa de Esche-
richia coli (125). La determinacion se realizo por
triplicado.

2.3.3 Busqueda de factores
promotores del crecimiento vegetal

2.3.3.1 Determinacion delacapacidad de
solubilizar potasio

La capacidad de solubilizar potasio fue evalua-
da en placas de Petri conteniendo medio de
cultivo Aleksandrov (Anexo A). Las placas inocu-
ladas fueron incubadas por 5 dias a 30 °C, consi-
derandose a una cepa solubilizadora de potasio,
cuando se observo un halotraslicido alrededor de
la colonia. Como control positivo se utilizé la cepa
Bacillus sp. UYSBO04 (observacion del laborato-
rio) (Tabla8).

2.3.3.2 Determinacién de lacapacidad de
producir sideréforos

Si bien anteriormente se habia determinado
quelascepas UYSO10y UYSO24 no eran capa-
ces de producir sider6foros en medio Cromo
Azurol S. (CAS) (126), se decidi6 realizar una
nuevadeterminacion utilizando placas contenien-
do medio de cultivo CAS modificado. En este caso
se sustituyo en la receta original del medio CAS
(Anexo A), lafuente de C, utilizando acido malico
5% (p/v), glucosa 2,5 % (p/v), piruvato de sodio
2,53 % (p/v) y acetato de sodio 2,46 % (p/v),
teniendo en cuenta la composicion del medio
NFCC. Las placas inoculadas fueron incubadas
por 48 ha 30 °C, considerandose una cepa posi-
tiva, cuando se observé un halo alrededor de la
colonia. Como control positivo se utilizé lacepaH.
seropedicae Z67 (Tabla 8). Ambas determinacio-
nes descriptas se realizaron por triplicado.

2.3.4 Determinacion de la capacidad de
las cepas de crecer en distintos pH,
fuentes de carbono y nitrégeno

La capacidad de las cepas en estudio de
crecer endistintos medios de cultivo fue evaluada
mediante: (i) ensayos en placa de Petri y (ii)
curvas de crecimiento. Los ensayos serealizaron
utilizando como medio de cultivo base LGI, varian-
do las fuentes de C y N utilizadas.

Las placas fueron inoculadas con 5 pl de
célulaslavadas con NaCl 0,9 % (p/v) provenientes
de un cultivo crecido en medio LGl todala noche.
La evaluacion del crecimiento se realizé a las 48
h pi, donde la condicién se considerd positiva
cuando se observo crecimiento en formade colo-
nia.

Por otra parte, las curvas de crecimiento se
realizaron en microplacas de 96 pocillos utilizan-
do un espectrofotometro de placa Varioskan Flash
(Thermo Scientific). Para ello, 1x 10° células de
cadacepa, fueroninoculados en 200 ul del medio
de cultivo a evaluar, incubandose la placa con
agitacion de 180 rpm a 30 °C. El crecimiento
bacteriano se evalué midiendolaD.O.,  cada2
h, durante 60 h.

Las fuentes de C y N se incorporaron en
concentracion final 0,05 % (p/v) o (v/v), segun
correspondiese. Las fuentes de C ensayadas



38 Interaccién entre las cepas endoéfitas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYS0O24 y plantas de cafia de azlcar

fueron: fructosa, lactosa, acido piravico, citrato de
amonio, cis-aconitato, glicerinayvinazade ALUR,
etanol, CMC, avicel y celobiosay la fuente de N
ensayada fue urea. Por otra parte, y también
mediante curvas de crecimiento, se evalud la
capacidad de las cepas de creceren: 1) medio de
cultivo rico TY, 2) medio MS 1/10 sin N, emplea-
dos enlos ensayos de interaccién con plantas, 3)
medio MS 1/10 sin N sin fuente de Cy suplemen-
tado con apoplasto de cafia de azucar, obtenido
a partir de plantas adultas y 4) medio MS 1/10 sin
N suplementado con exudados radiculares, obte-
nido de plantas micropropagadas delavar. LCP.
El apoplasto se obtuvo mediante centrifugacion
de losinternodos de tallos de plantas de cafia de
azlcar provenientes de campo, previamente cor-
tadas en trozos de 5 cm y esterilizados en su
superficie por flambeo. Los mismos fueron colo-
cados entubos Falconde 50 mly sometidos auna
primera centrifugacion de 300 g durante 5 min. El
liquido obtenido fue descartado y se realizé una
nueva centrifugacion a 3.000 g durante 20 min,
considerandose el liquido obtenido como apoplasto
(71,127).

Por dltimo, se evalud la capacidad de crecer a
pH 5,6,7 y 8. Para esto se inocularon placas de
Petri conteniendo medio de cultivo TY, al cual se
le ajusto el pH. A las 48 h se evalud la aparicion
de colonias.

Todas las determinaciones descriptas se rea-
lizaron por triplicado, excepto las curvas de creci-
miento que se realizaron por cuadriplicado.

2.3.5 Descripcion del proceso de
infeccién y colonizacion de plantas de
cafia de azUcar micropropagadas, por
parte de las cepas UYSO10 y UYSO24

El estudio de la colonizacién de plantas de
cafia de azUcar var. LCP se realizé mediante el
seguimiento de la colonizacién bacteriana por
microscopiay elrecuento de la poblacion endéfita
en los diferentes tejidos. En esta seccion se
describen los ensayos de: (1) seguimiento en el
tiempo de la colonizacion e infeccion de plantas
micropropagadas de cafia de azUcar por la cepa
UYS024 mediante microscopia, (2) identificacion
de las cepas UYSO10 y UYS0O24 mediante
antisueros especificos en los tejidos vegetales y

(3) cuantificacion de la colonizacion endofitica de
plantas de cafiade azlcar por conteo de unidades
formadoras de colonia (ufc) en placa y PCR
cuantitativa.

2.3.5.1 Estudio dela colonizacion e
infecciondeplantas micropropagadas
de cafiade azUcar por lacepa
UYSO024, mediante microscopia

En esta aproximacion se emplearon técnicas
de microscopia optica (MO), electrénicade trans-
mision (MET), electronica de barrido (MEB) y
observaciones de microscopia electronica de ba-
rrido (MEB).

Para ello, plantas de cafiade azlcar var. LCP
micropropagadas en etapa de enraizamiento, fue-
ron transferidas de a 4, a un nuevo frasco conte-
niendo 40 ml de medio de cultivo MS modificado
(124) y como soporte bolitas de polipropileno. Al
tercer dia los frascos que no mostraron contami-
nacion visible fueroninoculados con 1x 107 célu-
las de la cepa UYS0O24 por planta. Como control
negativo se utilizaron plantas sin inocular. El
experimento se mantuvo en cuarto de cultivo con
un fotoperiodo de 16/8 h luz/oscuridad a 30 °C y
las plantas fueron cosechadas a 1, 6, 12, 24, 48
hy 6 dias pi. Se procesaron 2 plantas (réplicas
biolégicas) por tiempo de cosechaevaluado. Enel
momento de la cosecha se separaron con un
bisturi estéril, la base del tallo y las raices. Los
segmentos obtenidos fueron lavados con buffer
fosfatoyfijados con unasolucién de glutaraldehido
5% (v/v) y paraformaldehido 4 % (p/v) en buffer
fosfato, durante toda la noche a temperatura
ambiente (100). El fijador residual fue removido
mediante sucesivos lavados. Posteriormente se
procedi6 aladeshidratacion del material median-
te la incubacioén de los tejidos en una serie de
soluciones de concentracion creciente de EtOH
(15, 30, 50, 70, 90 y 2 veces en 100 % (v/v)),
durante 15 minutos en cada una de las solucio-
nes.

Las muestras procesadas para MOy MET se
sometieron a infiltracién con laresina acrilica LR
White (Sigma). La misma se realiz6 mediante la
inmersion de lamuestra en soluciones de concen-
traciones crecientes de la resina, durante 7 dias
a4°C(100). Posteriormente, las muestras indivi-
duales, fueron cuidadosamente transferidas a
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capsulas transparentes de gelatina conteniendo
resina fresca, y orientadas para obtener cortes
transversales. Las capsulas se polimerizaron a
60 °C durante toda la noche.

Mediante el empleo de un Ultramicrotomo
Reichert Ultracut Leica, se realizaron cortes semi-
finos (0,9-1 im) para MO con cuchillas de vidrio
preparadas en un Knife maker Il Reichert-Jung.
Las secciones semi-finas fueron colectadas en
portaobjetos de vidrio conteniendo una gota de
agua, fijadas en placa metalica caliente, e inme-
diatamente tefiidas con azul de toluidina 0,2 %
(p/v) por unos segundos (100). Los cortes se
visualizaron en MO de campo claro utilizando los
lentes: 10x, 20x, 40x y 100x.

Para los estudios con MET se realizaron cor-
tes ultrafinos de 60-70 nm en el ultramicr6tomo
utilizando una cuchilla de diamante. Las seccio-
nes fueron colectadas en gradillas de cobre
hexagonal de malla 300—400. Las muestras fue-
ron secadas con papel de filtroy contrastadas por
inmersion en unasolucion de acetato de uranilo
5 % (p/v) durante 20 minutos, seguido de 2
lavados con agua destilada. A continuacion, el
material se incub6 con citrato de plomo 0,2 %
(p/v) en NaOH 0,01 N por 4 -5 min, seguido de 2
lavados con agua destilada (54). Las muestras
fueron examinadas en un MET Zeiss EM-900.

Las muestras para estudios de MEB fueron
fijadas, lavadasy deshidratadas con etanol como
fue descripto anteriormente. A continuacion, las
mismas fueron transferidas al equipo Critical Point
Drying (CPD 030 BALTEC), parasu secado com-
pleto. Posteriormente fueron cubiertas con un
metal conductor, en este caso con unapeliculade
paladio de aproximadamente 10-20 nm de espe-
sor, por la aplicacién de una corriente de 40 mA
durante 150 s en un Sputter Coater SCD 050
(BALTEC). Las muestras se observaron en un
MEB Digital Scanning Microscope Zeiss DSM-
962 utilizando un voltaje entre 15y 24 kv.

2.3.5.2 Identificacién delas cepas en
estudio encortes semi-finosy
ultrafinos detejidos de plantas,
empleando antisueros especificos

La identificacion de las bacterias inoculadas
enlos cortes de microscopia se realizé mediante
una inmuno-localizacién, utilizando antisueros

especificos para las cepas UYSO10 y UYSO24
disponibles en el laboratorio. En esta seccion se
analizaron también cortes obtenidos a partir de
muestras de plantas de cafia de azucar var. LCP
micropropagadas e inoculadas con la cepa
UYSO10, que fueron procesadas para estudios
de MOy MET previamente (107).

Para la visualizacién por MO, se realizaron
cortes semi-finos como se describi6é anteriormen-
te, los cuales fueron colectados en portaobjetos
de vidrio cubiertos con BioBond (Life Science,
USA). Posteriormente, los mismos fueron incuba-
dos primerodurante 1hen SIByluego por1hcon
una dilucién 1:10 del antisuero purificado o del
suero pre-inmune en SIB*. Luego de 3 lavados, los
cortes fueron incubados durante 1 h en una dilu-
cion 1:50, del anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo con una particula de oro de 5 nm
(British Biocell International, UK) en SIB (100). La
marca de oro fue potenciada utilizando el kit de
multiplicacién de plata (BB Solutions, UK), si-
guiendo larecomendacién del fabricante.

Enelcasodelaobservacion por MET se utilizo
el mismo protocolo, pero en este caso, el anti-
cuerpo secundario utilizado tenia asociado una
particulade orode 15 nm (BB Solutions, UK). Los
controles realizados en el andlisis de los cortes
seriados fueron: omision del antisuero primarioy
reemplazo del antisuero primario por suero pre-
inmune en la dilucion apropiada. Las muestras
fueron visualizadas mediante elusode un MO de
campo claro y un MET Zeiss EM-900.

2.3.5.3 Cuantificacion de la colonizacién
endoéfitaporlas cepas UYSO10y
UYSO24 entejidos de plantas cafias
deazucar micropropagadas

Para esto se realizaron dos estrategias de
cuantificacion: (i) mediante recuento bacteriano
por ufc, y (ii) mediante PCR cuantitativa. Como
modelo de estudio se emplearon muestras de
tejidos de plantas provenientes de un ensayo de
interaccion planta-bacteriaigual al descripto pre-
viamente. En ambas aproximaciones, las cuanti-
ficaciones se realizaron por triplicado biolégico,
asicomo triplicado técnico en el caso de recuento
por ufc y duplicado técnico en el caso de la PCR
cuantitativa.
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i-Cuantificacion de la colonizacion enddfita
mediante recuento bacteriano: método de la gota

Las plantas fueron cosechadasy esterilizadas
en su superficie, mediante una primerainmersion
en etanol 70 % (v/v) durante 1 min, seguido de una
incubacion en hipoclorito de sodio 2 % (v/v) por 15
min y finalmente sucesivos lavados con agua
destilada estéril (128). A continuacion, raices y
tejido aéreo fueron macerados por separado con
un mortero esterilizado utilizando 1 g de tejido en
9 mlde NaCl 0,9 % (p/v) estéril y considerando él
macerado obtenido como la dilucion -1. Diez
microlitros de cada dilucién (-1 a -6), fueron
sembrados por triplicado en placas de Petri con-
teniendo medio de cultivo TY.

ila-Puesta a punto de la cuantificacion de las
cepas UYSO10y UYSO24 en tejidos de
plantas por PCR cuantitativa

Previamente, se disefiaron cebadores especi-
ficos para las cepas UYSO10 (UYSO10for: 5
CCGTGCTGATTGACGGTTA3 yUYSO10rev:5
TCACATCCGGACTTGACAGAC 37) y UYS024
(UYSO24for: 5 TGACTGTAGTCGGAGAAGAAGC
3"yuUYSO24rev:5 CAGTATCAAAGGCAGTTC-
CG 3’),apartirdelasecuenciadelgen ARNr16S
(72, 107). La especificidad de los mismos fue
evaluada in silico y el producto de la reaccion de
PCR confirmado mediante secuenciacion. En este
estudio se comenzo6 evaluando la especificidad de
los cebadores in vitro, empleando como molde
ADN gendmico de las cepas: Pseudomonas sp.
UYSO0O01, Acinetobacter sp. UYS003, Agrobac-
terium sp. UYSOO04, Enterobacter sp. UYSO08,
Enterobacter sp. UYSO0O09, Pantoea sp. UYSO13,
Pseudomonas sp. UYSO021, Stenotrophomonas
sp. UYSO027y Xanthomonas sp. UYSO35 (Tabla 8).

Lareaccion de PCR cuantitativa fue realizada
utilizando el equipo CFX96 Touch Real-Time PCR
(BIORAD) y las medidas correspondientes me-
diante la aproximacion Sybr Green (129). La
mezcla de reaccion de PCR se realizo con el kit
iQ SYBR Green Supermix (BIORAD), utilizando 1
UM de cada cebadory 4 ng de ADN molde, enun
volumentotal de 25 pl. Las condiciones delaPCR
fueron: 1 ciclo durante 10 min a 95 °C, 40 ciclos
de 15sa95°C, 30sab58°C (al final de este paso
setomo lamedidade fluorescencia) y finalmente
durante 30sa72°C. Laespecificidad del produc-
to fue confirmada en una curva de disociacién

realizada entre 65 - 95°C, aumentando de 0.5°C
cada 5 s. Los datos se analizaron en el software
BIORAD CFX Manager 3.1.

iib- Cuantificacién de la colonizacion endéfita
en los tejidos de las plantas mediante PCR
cuantitativa

Con el objetivo de desprender las células
adheridas alasraices de las plantas, las mismas
fueron sonicadas durante 5 min en buffer fosfatoy
agitadas con vortex por 1 min en buffer fosfato
fresco. A continuacion, la parte aéreafue separa-
dadelaradicular conun bisturi estéril. A partir de
200y 500 mg de raicesy parte aérearespectiva-
mente, se extrajo el ADN total utilizando el kit
comercial PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO BIO
Laboratories, Inc.). EI ADN obtenido fue cuantifi-
cado utilizando un espectrofotémetro
NanoDrop1000 (Thermo Scientific) y su calidad
evaluada mediante unacorrida electroforéticaen
gel de agarosa 1 % (p/v).

Posteriormente el ADN fue sometido por dupli-
cado (réplica técnica) a la reaccién de PCR
cuantitativa descripta en el punto anterior. La
cuantificacion absoluta de las muestras se reali-
z6 mediante lacomparacion con una curva estan-
darrealizada a partir del ADN extraido de cultivos
purosdelascepasUYSO100UYSO24.Lacurva
se realiz6 utilizando diluciones seriadas al déci-
mo, por triplicado. El nUmero de copias del gen
ARNr 16S se calculd usando la formula siguiente
férmula (129):

Numero de copias =

6,02 x 10%®)copias/mol) x cantidad de ADN (g)
largo del ADN (pb) x 660 (g/mol/pb)

Para aplicar la formula se consideré que (i) el
numero de copias de cada gen en el genoma es
uno (Beracochea com. pers.), y (ii) como aproxi-
macion deltamafio del genoma se tomé el tamafio
reportado para cepas secuenciadas filogenética-
mente cercanas.

Los valores obtenidos fueron analizados esta-
disticamente utilizando el programa Infostat
v2015e. Paraello se aplicd un analisis de varianza
(ANAVA) conun p-valor <0,05y de existir diferen-
cias significativas, las medias de los tratamientos
se compararon utilizando la prueba de Tukey
considerando un p-valor<0,05.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 ldentificacion de caracteristicas
fenotipicas bacterianas en las cepas
UYSO010 y UYS024, posiblemente
vinculadas a la interaccién planta-
bacteria

2.4.1.1 Determinacion de lapresenciade
enzimas potencialmentedegradadoras
de la pared celular vegetal

Los resultados mostraron que la Gnica activi-
dad positivacomun aambas cepas fue la presen-

ciade endoglucanasas (celulasas). Por su parte,
la cepa UYSO24 presentd actividad lacasa, y
ninguna de las cepas mostré actividad hemicelu-
lasa, proteasa o peroxidasa bajo las condiciones
ensayadas (Figura 13; Tabla 9).

2.4.1.2 Determinacién de lapresenciade
actividades enziméaticas
antioxidantes

Los resultados obtenidos mostraron que am-
bas cepas presentaron actividad superéxido
dismutasa y catalasa (Tabla 9, Figura 14).

UYsSO10 UYSO024

Control

Control

Control UyS024 UYSO10

\-

UYSO10 uUyYso24

Control UYSO10 UYS024

(b)

UYso10 UYSO24

(d)

Control UYS024 UYSO10

(f)

Figural3. Vista de los ensayos en placa realizados para evaluar las actividades: endoglucanasas (a), hemi-
celulasas (b), proteasas (c), peroxidasas (d), lacasas usando como sustrato guaiacol (e) y ABR (f).

(a) uyso1o Uyso24

uyso1o

UYysoz24  Ze7 (b)

Figural4. Vistade las actividades: (a) superéxido dismutasay (b) catalasa, mediante geles de poliacrilamida
nativos. Las cepas evaluadas fueron: UYSO10, UYSO24 y la cepa de referencia Z67.
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Tabla 9. Determinacion de potenciales caracteristicas fenotipicas bacterianas
involucradas en la interaccion planta-bacteria.

Caracteristicas vinculadas a la infeccion

e interaccién

Cepas bacterianas
UYSO10 UYSO24

Endoglucanasas

Hemicelulasas
Proteasas
Peroxidasas

Presencia de
enzimas

Mn-peroxidasas

Lacasas (ABR)

Lacasas (guaiacol)

Catalasa
SOD

+ +

Presencia de flagelos + +

Swimming
Swarmming
Twitching

Movilidad

TYP/48 h
TY/96 h
MS+¢/96 h

Produccion de
biopeliculas

- ++
- ++

Reserva

Producciéon de PHB

aLa actividad se observé positiva a las 72 h pi; "medio de cultivo TY incubado a diferentes
tiempos; °medio de cultivo MS suplementado con exudados.

2.4.1.3 Determinacién de la movilidad
bacteriana

Mediante MET y utilizando latécnica de tincion
negativa, se confirmd la presencia de 5-6 flagelos
enlacepaUYSO10y estructurasflagelaresenla
cepaUYSO024 (Tabla9, Figura 15).

En referencia alos ensayos de placa, la cepa
UYSO10 mostro ser capaz de moverse en forma

-

(a)”

de swimming y twitching, mientras que la cepa
UYS024 no mostré ninguno de este tipo de
movilidades bajo las condiciones evaluadas (Ta-
bla 9, Figura 16) Curiosamente, luego de 72 h pi
la cepa UYSO24 comenz6 a desplazarse en el
ensayo de swimming, aunque dicho movimiento
no logro cubrir la placa de Petri como la cepa
UYSO10 (Figura 16).

(b)

Figural5. Micrografia electronica de suspensiones bacterianas de las cepas (a) UYSO10 (barra = 2 um)
y (b) UYSO24 (barra = 2 um), contrastadas con tincidon negativa.
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UYSO10 24 h pi

UYS024 24 h pi

UYS024 72 h pi

Figural6. Vista de las placas donde se evalud la capacidad de moverse en forma de swimming, en las
cepas UYS0O10 (a) y UYSO24 (b y c). La observacion se realizé alas 24 h (ay b) y 72 h (c) pi.

2.4.1.5 Determinacion de lacapacidad de
formacion debiopeliculas

Los resultados mostraron que las cepas
UYSO10yUYS0O24 no fueron capaces de formar
biopeliculas en el medio de cultivo TY, alas 48 h.
Sin embargo, se detecto la formacion de biopeli-
culas alas 96 h por la cepa UYS0O24 (Tabla 9).

2.4.1.6 Determinacién delaproduccion de
polihidroxibutirato

En este caso, los resultados mostraron que
ninguna de las cepas evaluadas acumulé lipidos
en las condiciones ensayadas (Tabla 9, Figura
17).

Z67 UYSO10 UYSO24

Figural7. Vistadel ensayo en placarealizado para
la deteccion de PHB y/o acumulacién de
lipidos. Se evaluaronlas cepas UYSO10
y UYS0O24 y como control positivo se
utilizé la cepa Z67.

2.4.2 Identificaciéon de caracteristicas
fenotipicas en las cepas UYSO10y
UYSO24 posiblemente involucradas en
la promocion del crecimiento vegetal

A partir de la evaluacion de una variante del
medio de cultivo parala deteccion de sideroforos
(CAS), seidentific6 como positivalacepaUYSO10
en las condiciones ensayadas (Figura 18a). Por
ultimo, se observo que lacepa UYSO10 también
fue capaz de solubilizar potasio (Figura 18b).

267 UYSO10 UYSO24

(b)

uYsO24

UYSBO4 UYSO10

Figura 18. Vista de los ensayos en placa para la
deteccion de productores de sideréforos
(a) y solubilizadores de potasio (b).
UYSO10: cepa Kosakonia sp. UYSO10,
UYS024 Rhizobium sp. UYS024, Z67:
cepa H. seropedicae Z67 (control
positivo) y UYSBO04: Bacillus sp. UYSB04
(control positivo).
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2.4.3 Determinacion de la capacidad de
las cepas UYSO10 y UYSO24 de crecer
en diferentes fuentes de C, Ny en
distintos pH

Por un lado, se evalu6 la capacidad de las
cepas de crecer mediante curvas de crecimiento
en: 1) apoplasto (simulando los tejidos internos)
y 2) medio de cultivo MS suplementado con
exudados radiculares (simulando larizésfera).

Los resultados mostraron que ambas cepas
fueron capaces de crecer tanto en la suspension
de apoplasto pura obtenida a partir de la centrifu-
gacioén de tallos de cafias de azucar var. LCP
cosechados en campo, asi como en la suspen-
sion diluida en medio MS (Figura 19, Tabla 10y
11). En estas condiciones, la cepa UYSO10

. Kosakonia sp. UYSO10

(a) (b)

Densidad éptica (Abs 620)
Densidad 6ptica (Abs 620)

Tiempo (h)

Kosakonia sp. UYSO10 (d)
09

08

—_—
(2]
—

0.7

06

05

04

03

Densidad dptica (Abs 620)
Densidad 6ptica (Abs 620)

02

01

10 0 10 20 30 40 50 60 10

Tiempo (h)

08

0§

04

02

mostré una fase de adaptacion menor a la cepa
UYS024 (6-8 hvs 14-16 h) (Figura 19).

Por otra parte, enambas cepas el crecimiento
bacteriano en presencia de exudados radiculares
cosechados a partir de plantas micropropagadas
de cafade azlcarvar. LCP, fuelento alcanzando
la fase estacionaria con un menorincremento en
la biomasa, con poblaciones de 10® células/ml
(Figura 19, Tabla 10 y 11). No obstante, dicho
crecimiento fue mejor, en comparaciéon con el
medio de cultivo MS suplementado o no con N
(Figura 19). Es de destacar que todas las curvas
realizadas en medio MS mostraron una fase de
adaptacion larga, siendo mayores los tiempos de
estafase nuevamente paralacepalUYS024(8-12
hvs 28-32 h).

Rhizobium sp. UYS024

Medio de cultivo:
- TY
-~ MS + exudados
o~ MS+N
MS

Tiempo (h)
Rhizobium sp. UYS024

Apoplasto:
=+ 100 % (v/v)
-+ 8,3 %(v/v)

10 0 30 40 50 60 70

Tiempo (h)

Figura19. Curvas de crecimiento de las cepas UYSO10 (ay ¢) y UYSO24 (b y d), en los medios de cultivo
TY, MS, MS + Ny MS + exudados (ay b), apoplasto puro y MS + apoplasto (c y d).
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Tabla 10: Parametros de crecimiento de las cepas UYSO10y UYS024, en los medios de cultivo TY, MS, MS

+ N, MS + exudados, apoplasto puro y MS + apoplasto.

TY MS MS +N MS +  Apoplastopuro Apoplastodiluido
exudados 100 % (v/v) 8,3 % (V/Iv)
Kosakoniasp. UYSO10
Velocidad maxima (h) 0,16 0,062 0,078 0,17 0,10 0,04
Tiempo de generacion
maximo (h) 4,25 11,17 8, 86 4,05 6,88 15,8
Cosecha maxima
(células)? 1,0 x 10° 1,2 x 108 1,6 x 108 2,2 x 108 7,9 x 108 5,4 x 108
Rhizobium sp.UYS024
Velocidad maxima (h?) 0,24 0,052 0,058 0,085 0,13 0,065
Tiempo de generacion
méaximo (h) 2,84 13,27 11,96 8,14 5,40 10,54
Cosecha maxima
(células)? 1,6 x 10° 2,0x 108 2,0 x 108 3,0x 108 9,2x108 3,8 x 108

Tabla 11. Capacidad de las cepasUYSO10 y UYSO24 de crecer en diferentes fuentes de C y N.

UYSsoO10 uyso24 Referencia
Fuentes de C
Azlcares
Sacarosa (5,100y 200 g/l) + + (126)
Fructosa + + Este trabajo
Acnr? (5,100 y 200 g/l) + + (126)
Glucosa + + (126)
Lactosa - - Este trabajo
Manitol + + (126)
Acidos orgéanicos
Acido malico + + (126)
Acido piravico + + Este trabajo
Citrato + + Este trabajo
Cis-aconitato - - Este trabajo
Productos y subproductos de la produccion de etanol
Glicerol commercial + + (126)
Glicerinade ALUR + + Este trabajo
Vinaza - - Este trabajo
Etanol + - Este trabajo
Componentes vegetales
Apoplasto de cafa de azucar® + + Este trabajo
CcMC + + Este trabajo
Avicel - - Este trabajo
Celobiosa - - Este trabajo
Fuentes de N
Principales formas inorganicas de N
Cloruro de amonio + + (126)
Sulfato de amonio + + (126)
Nitrato de potasio + + (126)
N organico: aminoacidos con N
L-tirosina + + (126)
L-asparagina + + (126)
L-acidoglutamico + + (126)
Otras moléculas organicas
Urea + + Este trabajo
Componente vegetal
Exudados radiculares + + Este trabajo
Apoplasto de cafa de azlcar® + + Este trabajo

3AzUcar de cafia no refinada, obtenida en ALUR; PEl apoplasto fue evaluado como fuente de C y N.
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Al evaluarse si las cepas en estudio son
capaces de utilizar como fuente de C polimeros
vegetales, losresultados confirmaron la capaci-
dad de degradar CMC por ambas cepas. A su
vez, se complementd una caracterizacion pre-
via sobre la capacidad de crecer en distintas
fuentes de C y N (126), confirmando ambas
cepas poseenunagranversatilidad parael uso
de las mismas (Tabla 11). Por ultimo, se obser-
vO que ambas cepas pueden crecer en elrango
de pH entre 5y 8.

2.4.4 Localizacion y cuantificacion de las

cepas UYSO10 y UYSO24 en los tejidos

internos de plantas micropropagadas de
cafla de azucar var. LCP

2.4.4.1 Colonizacién de plantas de cafias de
azUcar var. LCP porlacepa lUYS024

Mediante MEB se observé alas 4 h pi, esca-
sas células aisladasy pequefios agregados enla
cofia de las raices. A partir de las 12 h pi se
observé una profusa colonizacion sobre las rai-
ces, enforma de agregados, asi como formando
biopeliculas, principalmente en la zona de los
pelos radiculares (Figura 20a) y en tejidos
meristematicos en la cofiay en la zona de emer-
genciade lasraices laterales (Figura 20b, c). Por

Figura20. Micrografias de MEB mostrando la colonizacion por la cepa UYS024, de la superficie de plantas
de cafa de azUcar micropropagadas a las 24 h pi. (a) Biopelicula en forma de capa en la zona
de la raiz con pelos radiculares (barra = 50 um). Formacion de una biopelicula en la zona de (b)
emergencia de raices secundarias (barra =50 im) y (c) en la cofia (barra = 50 um). (d) Formacion
de agregados en la superficie del tejido aéreo a las 12 h pi (barra = 10 pm). Las flechas blancas
indican bacterias. B- biopelicula, Pr- pelo radicular.
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otro lado, la superficie de la base del tallo fue
colonizada tempranamente (4 h pi), por células
individuales que se adhirieron de forma no polar
(datos no mostrados). Mientras que a las 12h pi,
se observaron bacterias formando pequefias bio-
peliculas (Figura 20d).

La presencia de Rhizobium sp. UYS024 den-
tro de los tejidos de la planta fue baja, discretay
raramente observada colonizando los espacios
intercelulares (Figura2la—d). Asuvez, lacoloni-

zacion de los vasos de xilema fue detectada a
partir de las 12 h pi, principalmente en el tallo, y
por células individuales o pequefios agregados
(Figura 21e,f). Por otro lado, no se observaron
bacterias en la superficie de los estomas y cavi-
dades subestomaticas. Asimismo, si bien se
observé unareaccionde la planta entre los espa-
cios intercelulares en el cortex de la raiz y en
algunos tejidos vasculares, la misma no necesa-
riamente se encuentra asociada a la presencia
bacteriana.

Figura2l. Micrografias de MO y MET de secciones transversales de tejido aéreo mostrando la colonizacién
interna de los tejidos de cafias de azlcar micropropagadas por la cepa UYSO24. a, by c- colonizacion
de los espacios intercelulares del tallo a las 12 h pi (a) (barra =1 pm), 24 h pi (b) (barra = 10 um) y
48 h pi (c) (barra = 2 um). (d) célula en el espacio intercelular del tallo que se encuentra inmuno-
marcada con el antisuero contra Rhizobium sp. UYS0O24 (barra = 500 nm). (e,f) colonizacién del tejido
vascular del tallo a las 12 h pi (e) (barra =10 um) y 48 h pi (f) (barra = 25 um). Las bacterias son
indicadas con flechas negras. Ic- espacio intercelular. v- tejido vascular.
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2.4.4.2 Colonizacion de cafias de azlcar var.
LCP porlacepaUYSO10

Previamente, se describi6 el proceso de colo-
nizacién e infeccion de los tejidos internos de
plantas de cafia de azUcar en el tiempo porlacepa

UYSO010 (72, 107). En el presente trabajo se
corroborod lapresenciade lacepaUYSO10dentro
delostejidos de la planta, empleando el antisuero
especifico producidoy purificado paradicha cepa
(Figura 22y 23).

Figura22.

Figura23.

Micrografias de MET de secciones transversales de tallos de cafia de azucar mostrando bacterias
marcadas por inmuno-localizacion con oro, utilizando el antisuero contra la cepa UYSO10. Se observa
la colonizacion del espacio intercelular a las (a) 24 h pi (barra = 100 nm) y (b) 48 h pi (barra = 200 nm).
Las flechas negras sefialan las particulas de oro asociadas al anticuerpo secundario. Ei- espacio
intercelular.

Micrografias de MO de secciones transversales de
tallos de cafia de azlcar colonizadas por la cepa
UYSO010. Se observa la colonizacién del espacio
intercelular (ay b) y de los haces vasculares (c,d y e),
por la cepa UYSO10 en la base del tallo. a, c y e-
secciones marcadas con el antisuero contra la cepa
UYSO010, inmuno-localizadas con oro y la sefal
amplificada con plata. b y d- mismas secciones tefiidas
con azul de toluidina. Barras: ay b =30 um, cy d =40
pum y e- 25 pm (amplificacion de c). Ei- espacio
intercelular. v- tejido vascular.
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2.4.5 Puesta a punto de la deteccién de
las cepas en estudio por PCR
cuantitativa

Losresultados confirmaron la especificidad de
los cebadores in vivo utilizando como molde
cepas cercanas filogenéticamente, asi como ce-
pas aisladas de plantas de cafia de azUcar de
colecciones dellaboratorio (Figura 24). Sibien la
mayoriade las cepas evaluadas mostraron ampli-
ficacion (aumento de la fluorescencia), dicha
amplificacion serealizd en ciclos tardios en com-
paracion con la cepa especifica.

En relacién con la eficiencia de la PCR, para
los cebadores de la cepa UYSO10, la mas baja
obtenida fue de 90,2 %, mientras que para los

cebadores de la cepa UYSO24, la misma fue de
91,2; convaloresder’de 0,993y 0,997y pendien-
tes de —3,581y —3,553 respectivamente.

2.4.6 Cuantificacion de la colonizacién
de plantas de cafias de azlcar var.
LCP por la cepa UYS0O24

Elrecuento de lacepa UYS0O24 en los tejidos
internos de la planta se realiz6 de manera
secuencial medianterecuentoenplaca(1,12y 24
h pi), y mediante PCR cuantitativa (48 hy 6 dias
pi). Los resultados detectaron la presencia de la
cepa en estudio a partir de 12 h pi en la raiz. A
partir de ese momento la poblacion endofitica de
laraiz fue aumentando hasta alcanzar un maximo
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Figura24. Analisis de la especificidad in vivo de los cebadores utilizados para las cepas UYSO10 y
UYS024, en los experimentos PCR cuantitativa. (a) Corrida de PCR utilizando los cebadores
especificos para UYSO10: 1- Kosakonia sp. UYSO10, 2- Acinetobacter sp. UYSOO03, 3-
Enterobacter sp. UYSOQ9, 4- Enterobacter sp. UYSOO08, 5- Pantoea sp. UYSO13, 6- Rhizobium
sp. UYSO024, 7- Stenotrophomonas sp. UYS0O27, 8- Pseudomonas sp. UYS0O21, 9- Agrobacterium
sp. UYSO04, 10- Pseudomonas sp. UYSOO01 y 11- control sin ADN. (b) Corrida de PCR utilizando
los cebadores especificos para UYSO24: 1- Rhizobium sp. UYS0O24, 2- Pantoea sp. UYSO13,
3- Pseudomonas sp. UYSOO01, 4- Kosakonia sp. UYS0O10, 5- Xanthomonas sp. UYSO35, 6-
Agrobacterium sp. UYSOO04 y 7- control sin ADN.
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Figura25. Cuantificacién de la poblacion endofitica de la cepa UYSO24 en raices y tallos de plantas de cafia

de azlcar inoculadas.

de 107 ufc/g de tejido fresco a las 24 h piy
disminuyé alos 6 d pi hasta una poblacién de 10°
ufc/g de tejido fresco (Figura 25). Por otro lado, la
poblacion endofitica en el tejido aéreo fue detec-
tadatambién a partirdelas 12 h pi, observandose
a continuacion un incremento de la poblacion
alcanzando un maximo de 10%-107ufc/galas 24 h
pi. Alos 6 dias pi, la poblacién aérea se mantuvo
(Figura 25). Posteriormente, se verificaron los
resultados inicialmente obtenidos utilizando el
tamafio del genomade una cepa filogenéticamen-
te cercana, con eltamano del genomade la cepa
UYSO024 (Beracocheaen preparacion).

Enumeracion
bacteriana

Recuento en placa
(ufc/g)

1,E+08

1,E+06

1,E+04

1,E+02

1,E+00
1h 12

h 24h

2.4.7 Cuantificacion de la colonizacién
de plantas de cafias de azlcar var.
LCP por la cepa UYSO10

Asimismo, se realizé también la cuantifica-
ciondelacepaUYSO1l0enlostejidosinternosde
la planta de manera secuencial, mediante recuen-
to en placa (1,12 y 24 h pi) y mediante PCR
cuantitativa (48 h y 6 dias pi). En este caso, la
poblacidén enlasraices fue del orden de 10° ufc/g
detejidofrescoalas 12 hy se mantuvo a partir de
las 24 h en 107 ufc/g o n° de copias/g de tejido
fresco (Figura 26). En el tejido aéreo se detecta-
ronalas 12 h pipoblaciones de 10° ufc/g de tejido
fresco, alcanzando a partir de las 48 h pi poblacio-

PCR cuantitativa
n2 de copias/g

ab . a I:;c
I
¥ Raices
m Tejido aéreo
48h 6d » Tiempo post
inoculacién

Figura26. Cuantificacién de la poblacién endofitica de la cepa UYSO10 en raices y tallos de plantas de cafia

de azUcar inoculadas.
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nes de 10%-107 n° de copias/g de tejido fresco
(Figura 24). Posteriormente, utilizando el tamafio
delgenomade la cepa UYSO10 (Beracocheaen
preparacion), se verificaron los resultados obteni-
dos.

2.4.6 Tratamientos control y referencia

En paralelo y mediante MEB y MO, no se
detectaron bacterias colonizando la superficie, ni
el interior de las plantas no inoculadas (control
negativo) (datos no mostrados). Asuvez, a partir
de ADN extraido de las mismas plantas no se
obtuvo amplicon mediante PCR cuantitativa, em-
pleando los cebadores especificos paralas cepas
UYSO10y UYSO24.

Por otro lado, solamente en los estudios de
colonizacion de la superficie de cafias de azUcar,
se emplearon como referencia dos tratamientos:
1-cafias de azlicarinoculadas conla cepamode-
lo enddfita y PCV de cafia de azulcar: G.
diazotrophicus Pal5 y 2: cafias de azUcar inocu-
ladas con la cepa no PCV, aislada de cafia de
azlcar: Pseudomonas sp. UYSO14. En ambos
casos se evalug solamente la colonizacién a las
24 h pi. En el caso de la cepa G. diazotrophicus
Pal5, se observo la colonizacién de la cofia por
célulasindividualesy pequefios agregados (Figu-
ra 27a). Por otro lado, para el caso de la cepa
Pseudomonas sp. UYSO14, se observé la pre-
sencia de células individuales en la superficie de

la zona de los pelos radiculares de laraiz y en el
tejido aéreo (Figura 27b).

2.5 DISCUSION

Las cepas UYSO10 y UYSO24 presentan
caracteristicas que probablemente inciden en la
colonizacion e infeccion radicular

Las bacterias endofitas, son bacterias del
suelo que colonizan el rizoplano (epifiticas) y
posteriormente los tejidos de la planta, o even-
tualmente son aquellas que se encuentran pre-
sentes en el material de propagacién de la planta.
Lainteraccién con la planta constituye un proce-
so dinamico, que comienza con unreconocimien-
to inicial de sefiales moleculares, seguido del
movimiento de la bacteria en direccién ala planta
hospedera, su adhesion a la superficie vegetal y
posterior penetracion y multiplicacion dentro del
huésped (66). Por lo tanto, una colonizacion
endofitica exitosainvolucraasuvez, un huésped
compatible.

Las cepas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizo-
bium sp. UYS0O24 fueron aisladas de variedades
de cafia de azucar cultivadas en Uruguay y
descriptas como promotoras del crecimiento ve-
getal las mismas (72, 107). Con el objetivo de
profundizar en el conocimiento de la interaccion
entre las cepas endéfitas UYSO10y UYSO24 con
plantas de cafia de azUcar, ambas cepas fueron

Figura27. Micrografia mediante MEB mostrando la colonizacion de la superficie de raices de cafias de
azUcar micropropagadas por las cepas utilizadas como referencia a las 24 h pi. (a) G.
diazotrophicus Pal5 colonizando la punta de la raiz (barra = 5 im). (b) Pseudomonas sp. UYSO14
colonizando con células individuales el tejido aéreo de plantas de cafia de azlcar (barra = 10
pm). Las flechas blancas indican las bacterias. B-biopeliculas.
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caracterizadas in vitro buscando caracteristicas
asociadas ala interaccion con la planta e in vivo,
en interaccioén con la misma. A continuacién, la
discusion se organizé considerando secuencial-
mente los pasos de la colonizacion, desde la
colonizacion de la superficie a la interna.

2.5.1 Atraccion y movimiento haciala
rizésfera

Losresultados obtenidos mostraron la presen-
cia de flagelos en ambas cepas, asi como la
capacidad de moverse tipo swimming. El movi-
miento tipo swimming requiere la presencia de
flagelos, e implica el movimiento individual de la
bacteriaen unaorientacion creciente o decrecien-
te de uno o varios solutos. Este movimiento le
permite a la bacteria responder frente a diversos
estimulos ambientales como pueden ser la pre-
sencia de compuestos quimio atrayentes en los
exudados radiculares, colonizando posteriormen-
telos espacios delarizosfera o el rizoplano (130).
Asimismo, se ha reportado que el flagelo es
necesario para el anclaje de las bacterias en la
superficie radicular (131).

Con posterioridad a la realizacién de estos
analisis, se conté como insumo en el laboratorio
con los genomas de ambas cepas en estudio.
Analisis bioinformaticos preliminares de dichos
genomas permitieron determinar la presencia de
los genes estructurales del flagelo, asi como los
genes asociados al motor y al movimiento por
qguimiotaxis (Beracochea en preparacion).

Particularmente lacepa UYSO10 mostrd tam-
bién la capacidad de realizar twitching. Este tipo
de movimiento es descripto como un movimiento
intermitente de sacudidas cortas, dependiente de
la retraccion del pili, e independiente de flagelo
(130). En este sentido se identificaron en el
genoma de la cepa UYSO10 los genes de
biosintesis del pili tipo 1V, asi como el gen pilT
asociado a la retraccién del pili y al movimiento
tipo twitching (Beracochea en preparacion). Este
tipo de estructura es importante en lainteraccion
planta-enddfito, en ese sentido, analisis en cepas
de Azoarcus sp. BH72 mutantes en el pilitipo IV,
mostraron que dicho pili es necesario para la
formacion de colonias en la superficie de la raiz,
asi como enlainvasion de los tejidos internos de
las raices (51, 132).

Como se menciond, uno de los mecanismos
asociado a la capacidad de las bacterias de
moverse, es el de quimiotaxis. En ese sentido,
ambas bacterias mostraron ser capaces de utili-
zar una gran variedad de fuentes de C y N,
caracteristicaimportante en el proceso de coloni-
zacion rizosférico el cual es un ambiente rico en
exudados radiculares. En este estudio no se
realizaron ensayos de quimiotaxis con compues-
tos particulares presentes en los exudados de
raices de cafia, ya que se desconoce la compo-
sicion de los mismos. Sin embargo, se evalué la
capacidad de las cepas de crecer en medio de
cultivo de planta MS, suplementados con
exudados de cafiade azlcar,como fuentede Ny
posiblemente C, mediante curvas de crecimiento.
Los resultados mostraron la presencia de una
largafase de adaptacién entodas las condiciones
evaluadas; asi como un leve incremento de la
poblacion bacteriana al final del experimento, en
eltratamiento en el cual las cepas se crecieronen
presencia de exudados. Estos resultados sugie-
ren que: 1) las poblaciones de ambas cepas se
encuentran estresadas en el medio de cultivo
evaluado (MS 1/10 sin N), y 2) la presencia de
exudados no logra superar del todo la condicion
de estrés observada. Sin embargo, en esta obser-
vacion pueden estar influyendo otros factores
como (i) larelaciéninéculo bacteriano/exudados
radicularesy (ii) los niveles de estrés de la planta
asociados a estar creciendo en un medio de
cultivo diluido, pudiendo de esta forma afectar la
composicién y abundancia de los exudados. Es
importante destacar que el medio MS sin fuente
de Nydiluido se encuentra ampliamente reporta-
do (124, 133) y es el usado en esta tesis en los
experimentos de interaccion planta-bacteria in
vitro. Dicha modificacion del medio de cultivo
original busca promover la interaccién planta-
bacteria (124).

2.5.2 Colonizacion de la rizésfera

Una vez que las bacterias endéfitas se acer-
canalrizoplanoy alcanzan una adaptacién nutri-
cional, son capaces de colonizar la superficie
radicular formando colonias en forma de agrega-
dos o biopeliculas. En este proceso se hanrepor-
tado como involucrados a los flagelos, el pili tipo
IV, la produccién de exopolisacéaridos (EPS), asi
como los sistemas de comunicacién tipo quorum
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sensing (47, 66). En nuestro caso, los resultados
mostraron que la cepa UYS0O24 forma biopelicu-
las en ensayos in vitro y también en ensayos de
interaccién con plantas de cafa de azucar (in
vivo). Mediante analisis bioinformaticos fue posi-
ble identificar en el genoma de la cepa UYS024
los genes: «Biofilm regulator» BssR, BssS y
«Protein YjgK, linked to biofilm formation», asi
como el operén exoresponsable de la sintesis de
exopolisacaridos, los cuales son componentes
importantes de las biopeliculas (Beracochea en
preparacion).

Por otro lado, si bien se observé que la cepa
UYSO10 colonizalasuperficie de raices de cafia
de azucar en forma de biopeliculas (113), no se
observd laformacion de biopeliculas en los ensa-
yosrealizadosinvitro en placade ELISA, bajolas
condiciones ensayadas.

2.5.3. Ingreso y colonizacion de los
tejidos de las plantas

Colonizada la superficie de las raices, las
bacterias endoéfitas pueden ingresar y colonizar
los tejidos internos de la planta. Diversas carac-
teristicas bacterianas han sido reportadas como
involucradas en este proceso incluyendo: el mo-
vimiento tipo twitching, la presencia de enzimas
degradadoras de la pared celular (extracelulares),
asi como enzimas asociadas a mecanismos de
detoxificacién (42, 66). Las enzimas degradadoras
de la pared celular juegan un rol clave en las
interacciones planta-patégeno y leguminosa-
rizobio, asi como en el biocontrol de patégenos
(60, 134). En las cepas en estudio, se detecto
actividad endoglucanasasy particularmente en el
caso de la cepa UYS0O24 también lacasas. Esto
fue confirmado mediante busquedas bioinformati-
cas en donde se detectaron en ambas cepas
genes que codifican para este tipo de celulasas.
Seriamuy interesante profundizar en el estudio de
su rol en la interaccion planta-bacteria ya que
podrian estar involucradas en una colonizacion
activa de las plantas como en la apertura de los
espacios entre las células de los tejidos internos.
Porejemplo, enlacepaAzoarcussp.BH72,se ha
reportado que la endoglucanasa EglA es clave
para infectar las raices de planta de arroz (135).
Este tipo de enzimas ha sido reportada en diver-
sas bacterias enddfitas o asociadas a plantas,

incluyendo Herbaspirillum spp. donde se desco-
noce su rol en la interaccioén (136).

Comorespuestade defensageneralfrenteala
colonizacion bacteriana, las plantas producen
especies reactivas del oxigeno (ROS del inglés
reactive oxygen species). Esto hasido reportado
endiferentestipos de interacciones planta-bacte-
ria incluyendo endéfitos (137). Para detoxificar
estas moléculas, las bacterias producen enzimas
antioxidantes como la catalasa y superéxido
dismutasa. En ambas cepas en estudio se detec-
taron in vitro la presencia de ambas actividades
enzimaticas, asi como las secuencias codificantes
para este tipo de enzimas en sus genomas.

Por ultimo, ambas cepas mostraron ser capa-
cesde creceren presencia de apoplasto de cafa
de azlcar como fuente de C y N. Es interesante
resaltar que dicho crecimiento es similar al creci-
miento en el medio de cultivorico TY, sugiriendo
gue en estas condiciones las cepas no sufren de
estrés nutricional. Estas observaciones indican
que el apoplasto posee fuentes de C y N utiliza-
bles por las bacterias, lo que permitiria su sobre-
vivenciay multiplicacion en elinterior de la planta.
Estotiene sentido teniendo en cuenta que ambas
bacterias fueron aisladas de los tallos de cafia de
azlcar. A su vez, se evaluo6 la capacidad de las
cepas de crecer utilizando algunas de las princi-
palesfuentes de Creportadas en el apoplasto de
la cafia de azucar, incluyendo los acidos organi-
cos citrato y malato y azlicares como sacarosa,
fructosay glucosa (138). Los resultados mostra-
ron que ambas cepas son capaces de crecer en
todas las fuentes de C ensayadas.

En general, las caracteristicas detectadas en
este capitulo han sido reportadas en otras bacte-
rias enddfitas comoinvolucradas en lainteraccion
planta-bacteria porlo que se podria especular que
las mismas puedan estar también asociadas a la
interaccioén entre las cepas y su planta huésped.
Sinembargo, parademostrarlo se debenrealizar
nuevos experimentos enlos cuales se evallien por
separado el efecto de cada una de ellas sobre la
colonizaciénradicular.
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2.5.4 La cepa UYSO24 es un endofito
verdadero

La colonizacion de la superficie radicular por la
cepalUYSO024 fue similaralo descripto para otras
bacterias endéfitas (10, 12, 136). En particular, la
cepa UYS0O24 mostré como principales sitios de
colonizacionradicular los tejidos meristematicos
ubicados en los sitios de emergencia de las
raices lateralesy enla cofia, asi como lazonade
los pelos radiculares de las raices. Una caracte-
risticamuy relevante es que esta cepa, a diferen-
cia de la cepa UYSO10, colonizd las raices
formando grandes extensiones de biopeliculas
laminares.

Por otro lado, mediante microscopia y em-
pleando anticuerpos especificos, se pudo deter-
minar que la cepa UYS0O24 coloniza los tejidos
internos de las plantas, por lo tanto, se la defini6
como un «endofito verdadero».

Por otra parte, a diferenciade lacepaUYSO10,
la colonizacion de los tejidos internos por la cepa
UYSO024 fue bajaydiscreta, observandose que la
ruta de infeccién involucra la colonizacién de los
espacios intercelularesy posteriormente el tejido
vascular por células individuales o por pequefios
agregados. Sin embargo, en contraposicion con
estas observaciones, la cuantificacion de la po-
blacién endofitica sugiere una gran colonizacién
de lostejidosinternos por parte de esta cepa. Una
posible explicacion para estas observaciones
contradictorias proviene de la naturaleza de la
interaccion endofitica. En este sentido, dado que
las bacterias no se encuentran uniformemente
distribuidas en los tejidos, por mas que se haga
un gran esfuerzo de muestreo en observar nume-
rosos cortes por microscopia, es dificil encontrar

bacterias aun con altas densidades poblaciona-
les. Delamismaforma, siconsideramos alacepa
UYSO024 como un colonizador de la superficie de
la raiz, la mayoria de las micrografias muestran
poblaciones variables entamafio, desde microgra-
fias donde no se detectaron bacterias a microgra-
fias con presencia de grandes agregados. Estas
caracteristicas peculiares podrian explicar esta
paradoja.

El género Rhizobium ha sido ampliamente
reportado en asociaciones benéficas planta-bac-
teria, principalmente en la asociacién legumino-
sa-rizobio. Sin embargo, en los Ultimos afios se
han reportado varias cepas no nodulantes perte-
necientes a este género aisladas a partir de
tejidos esterilizados en su superficie, siendo re-
portadas a su vez como PCV de arroz, sorgo,
maiz, trigo y tomate (139-143).

Finalmente, con relacién a la colonizacion de
plantas de cafia de azlcar var. LCP por las cepas
usadas como referencia, se observo que G.
diazotrophicus Pal5 colonizé la superficie radicu-
lar de forma similar alareportada en otros cultiva-
res (83, 100, 124, 144), pero en menor cantidad.
Probablemente este fenébmeno se deba a que la
var. LCP no se asocia especificamente a esta
cepa. Porotrolado, adiferenciade las cepasPal5,
UYSO10 y UYSO24, la cepa Pseudomonas sp.
UYSO14 colonizoé la superficie de las raices de
plantas de cafia de azlicar como células simples,
sin formar agregados ni biopeliculas. Esta baja
colonizacion de la superficie puede estar asocia-
da a la disminucioén en su capacidad de formar
biopeliculas en presencia de exudados (datos no
mostrados), asi como alaincapacidad de promo-
ver el crecimiento de las plantas de cafa de
azucar (72).



3.1 HIPOTESIS

Las cepas UYSO10 y UYSO24 modulan su
proteoma frente ala presencia de exudados radi-
culares con la finalidad de transportar y metabo-
lizar componentes del mismo e iniciar el proceso
de interaccion con la planta huésped.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describirlarespuestade las cepasUYSO10y
UYS024 alapresencia de exudados radiculares
de plantas de cafia de azlcar, mediante una
aproximacion protedmica.

3.3 MATERIALES Y METODOS

En esta parte se abordé el estudio de una de
las etapas iniciales de la interaccion planta-bac-
teria, particularmente, la respuesta bacteriana a
la presencia de los exudados radiculares. Como
estrategia general se emple6 un abordaje proteo-
mico comparandose el proteomade las bacterias
expuestas o no alos exudados radiculares. Para
la comparacion de los proteomas se emplearon
dos estrategias: una dependiente de gel utilizan-
dolatécnicade Difference In Gel Electrophoresis
(DIGE) y otraindependiente de gel (tipo shotgun),
utilizando latécnica de nano Liquid Chromatogra-
phy (LC) -Tandem Mass Spectrometry (MS/MS)
con conteo de espectros.

PARTE 3:

Andlisis de la respuesta de

las cepas Kosakonia sp.
UYSO10y Rhizobium sp.
UYS0O24 ala presenciade
exudados radiculares de
plantas de cafa de azucar

3.3.1 Cepas bacterianas y plantas

En este estudio se utilizaron las cepas Ko-
sakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYS024;
asi como plantas micropropagadas de cafia de
azUcar de lavar. LCP (Tabla 8 Parte II).

3.3.2 Ensayo biolégico

Enla Parte Il de este trabajo se demostro que
ambas cepas bacterianas en estudio fueroninca-
paces de crecer en medio de cultivo MS 1/10 sin
N, pero si en el medio con exudados radiculares.
Por dicho motivo, para evaluar el efecto de los
exudados radiculares sobre las cepas, se decidid
realizar un ensayo de exposicion a los mismos
(Figura 28).

Para esto, por un lado, las cepas bacterianas
fueron crecidas en 20 ml de medio de cultivo TY
liquido por 24 h. Posteriormente, las células
fueron cosechadas, lavadas y suspendidas en
medio de cultivo MS 1/10 sin N, para luego ser
incubadas con agitacién por 16-20 h a 30 °C
(adaptacién) en el mismo medio.

Por otro lado, y en paralelo, se cultivaron
plantas de cafia de azUcar micropropagadas en
frascos conteniendo 40 ml de medio de cultivo MS
1/10 sin N durante 3-4 dias momento en el cual
fueron retiradas (107, 124). De esta manera se
obtuvo medio MS 1/10 sin N conteniendo los
exudados radiculares.
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Exposicién de
plantas por 3
dias, medio MS

Crecimiento Adaptacionen
enTY MS modificado
por16-20h

Inoculacién y exposicion de
bacterias por 6 h, medio MS
modificado o MS exudados

Figura 28. Estrategia experimental utilizada

para estudiar la respuesta bacte- 2D-DIGE Nano LC-MS/MS y
riana a los exudados radiculares.

A continuacion, se inocularon 5 x 10*°células
«adaptadas» al medio de cultivo MS 1/10 sin N,
cony sin exudados radiculares (1,25 x 10°célu-
las/ml), incubandose en agitacion durante 6 h a
30 °C. Por ultimo, las células se cosecharon por
centrifugacién a 6. 000 g durante 10 mina 4 °Cy
se lavaron una vez con buffer fosfato. Dichas
células fueron el material de partida para la ex-
traccion de proteinas totales. En este ensayo se
realizaron cuatro réplicas bioldégicas por trata-
miento.

3.3.3 Extraccién de proteinas totales
bacterianas

Las proteinas totales se extrajeron por sus-
pension del pellet obtenido en el punto 1. 2 en
buffer de extraccién (urea 8 M, tiourea 2 M,
CHAPS 4 % (p/v) y dithiothreitol (DTT) 10 mM),
con agitacion durante 30 min a 4 °C. A continua-

| Centrifugacion w Centrifugacion |

| Extraccion proteinas totales I

conteo de espectros

cion, las células fueron sonicadas 3 veces duran-
te 15 sy agitadas nuevamente durante 30 min a
4 °C. Finalmente, con el fin de remover cualquier
impureza, las muestras fueron centrifugadas a
20.000 g durante 20 min a 4 °C, guardandose el
sobrenadante.

3.3.4 Cuantificacién y visualizacién de
los extractos proteicos

La concentracion proteica se cuantifico utili-
zando el método de Bradford (145). Paraestoa 1-
2 ul de cada muestra se le adicioné 200 pl de
reactivo Bradford (Anexo A), midiéndose laabsor-
bancia a 595 nm (Abs,,. ). La cuantificacion de
proteinas se calculé en base a una curva de
calibracion preparada condiluciones seriadas de
unasolucién patron de seroalbliminabovina (BSA)

(0-10 pg/pl).
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La calidad de las muestras obtenidas se eva-
lu6 por SDS-PAGE en un gel de acrilamida 12 %.
Previo asembrarlas muestrasenelgel,a20igde
cada muestra, se le agreg6 buffer de la muestra
1 X (Tris 0,25 M, SDS 8 % (p/v), glicerol 40 % (v/
V), azul de bromofenol 0,04 % (p/v), &-mercaptoe-
tanol 1 % (v/v)) y se calentaron durante 10 min a
95-100°C. La corrida electroforética se realiz6 a
85 V. Al finalizar la electroforesis, los geles se
fijaron con etanol:acido acético:agua enunarela-
cion (5:1:4), durante 30 min y se tifieron con una
solucion de azul de Coomassie G-250 en etanol
(sulfato de amonio 8 %, &cido fosférico 0,8 %,
Azul de Coomassie G-250 0,08 %, etanol 20 %),
durante toda la noche. El exceso de colorante se
elimin6 con sucesivos lavados con agua destila-
da.

3.3.5 Analisis protedémico por DIGE

La técnica de DIGE permite comparar al me-
nos 2 condiciones bioldgicas de forma cuantitati-
va (Figura 29) (146, 147). Brevemente, lamisma
implica el marcado de las proteinas de las condi-
ciones a comparar con dos fluoréforos distintos.
Las muestras marcadas se analizan juntamente
con un estandar interno, pool formado por la
misma cantidad de cada una de las muestras a

Extraccion
proteica

T

Marcado con
fluoréforos

4 réplicas biologicas Amersham CyDye DIGE
Fluors para Ettan DIGE

.GE Healthcare

Mascot
Identificacion de
las proteinas por

MALDI-TOF MS/MS

analizar, marcado con untercer fluoréforo. Poste-
riormente, todas las muestras se corren juntas en
un mismo gel 2D SDS-PAGE Yy finalizada la
corrida, se adquieren las imagenes a analizar,
con un scanner de fluorescencia. Utilizando un
software especifico se comparan las imagenes
adquiridas, identificandose aquellas proteinas con
diferencias estadisticas en su abundancia entre
los tratamientos. Finalmente, las proteinas de
interés son escindidas del gel e identificadas por
espectrometria de masas.

3.3.6 Preparacion de la muestra para
DIGE

A las muestras proteicas obtenidas en el
punto 1.3 se les realizé un procedimiento de
limpieza. Para esto, a 200 ug de proteinas de
cada muestra se le adicionaron 300 pl de 4cido
tricloroacético 10 % (v/v), incubandose con agi-
tacion durante 15 min en hielo. Posteriormente
se les adicionaron 300 ul de deoxicolato 0,2 %
(p/v), centrifugandose a 15.000g durante 5 min
a4°C. El sobrenadante obtenido fue descarta-
do con cuidado, mientras que el pellet fue
suspendido en 40 pl de deoxicolato 0,2 % (p/v)
e incubado nuevamente durante 5 min en hielo.
A continuacién, las muestras fueron centrifuga-

Separacion

Adquisicion de
imagenes

.. | —

Tincion y corte Analisis
de spots cuantitativo
(Tasa de cambio 2 1.25
y p-valor 2 0.05)

Figura 29. Estrategia general de la técnica de DIGE seguida en este estudio.
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das enlas mismas condiciones mencionadasy
el sobrenadante descartado nuevamente. Al
pellet obtenido se le agreg6 25 pul de aguay se
agito en vortex. Inmediatamente a la suspen-
sion obtenida se le agregé 1 ml de acetonapre-
enfriadaa-20°C, incubandose todala noche a
—20 °C. Al otro dia, las suspensiones fueron
centrifugadas a 15.000 g durante 10 mina 4 °C,
descartandose el sobrenadante con cuidado y
dejandose secar el pellet a temperatura am-
biente por no mas de 5 min. Posteriormente el
pellet fue suspendido en 40-50 ul de buffer de
solubilizacidn (urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPs 4
% (p/v), pH 8.5), agitandose durante 1 h en frio.
Finalmente, con el fin de eliminar cualquier
residuo, las muestras fueron centrifugadas a
20.000gdurante 15mina4°C, conservandose
el sobrenadante.

Las muestras proteicas obtenidas fueron nue-
vamente cuantificadas por Bradford y por densito-
metria en geles de poliacrilamida. Para ello se
sembraron las muestras en un gel SDS-PAGE,
junto con 4 diluciones del marcador de peso
molecular: Low molecularweight calibration (Amer-
sham). Al finalizar la corrida electroforética, las
imagenes fueron adquiridas en un scanner UMAX
Power-Look 1120 y analizadas usando el Soft-
ware LabScan 5.0 (GE Healthcare). A partirde las
imagenes obtenidasy por densitometria se calcu-
[6 la concentracion de proteinas totales de las
muestras.

3.3.7 Evaluacién de la compatibilidad
muestra-fluoréforos

Para esto, a 10 ug de una de las réplicas
biolégicas de cada tratamiento se les realizd un
marcado minimo por separado con cada uno de
los 3 fluoréforos (Cy2, Cy3y Cy5), del kit Amer-
sham CyDye DIGE Fluor (GE Healthcare), segun
la recomendacioén del fabricante. Las muestras
marcadas fueron analizadas por electroforesis
SDS-PAGE ylos geles obtenidos escaneados en
el Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare). En las
imagenes obtenidas, se evaluo la ausencia de
diferencias en el marcado entre las muestras de
cadatratamiento.

3.3.8 Marcado de las muestras

A partirde cadaunade lasréplicas biolégicas,
se marcaron 50 ug de proteinas con 400 pmoles
de los fluor6foros Cy3 y Cy5, de forma que cada
tratamiento tuviera 2 réplicas biolégicas marca-
das con cada fluoréforo (Tablas 12 y 13). En
paralelo se preparo el estandarinterno que inclu-
y0 25 pg de cada muestra (de cada réplicay de
cada tratamiento), la cual fue marcada con el
fluoréforo Cy2. Lareaccién de marcado serealizd
enlaoscuridad durante 30 min en hielo, detenién-
dose mediante la incubacion con lisina 10 mM.
Unavez marcadastodaslasréplicasy el estandar
interno, las mismas se agruparon segun el disefio
mostrado (Tablas 12 y 13).

Tabla 12. Disefio experimental del marcado de las muestras para DIGE, cepa

uUYSO010.
Gel N° de tira Marcado con Cy3 Marcado con Cy5
1 46873 - exudados, réplica 3 + exudados, réplica 3
2 46874 + exudados, réplica 1 - exudados, réplica 2
3 46875 - exudados, réplica 4 + exudados, réplica 2
4 46876 + exudados, réplica 4 - exudados, réplica 1

Tabla 13. Disefio experimental del marcado de las muestras para DIGE, cepa

uyso24.
Gel N° de tira Marcado con Cy3 Marcado con Cy5
1 46880 - exudados, réplica 3 + exudados, réplica 3
2 46879 + exudados, réplica 1 - exudados, réplica 2
3 46878 - exudados, réplica 1 + exudados, réplica 2
4 46877 + exudados, réplica 4 - exudados, réplica 4
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3.3.9 Analisis de las muestras por 2D
SDS-PAGE

Geles de una dimensién (tiras) de 24 cm de
largo con un rango de pH 3-10NL (Inmobiline
Drystrip GE Healthcare), fueron hidratados enun
IPGbox (GE Healthcare), utilizando buffer de hi-
dratacion [urea 8M, tiourea 2M, CHAPS 2% (p/v),
DTT 10mM e IPG-buffer (GE Healthcare) 1,2% (v/iv)],
segun recomendacién del fabricante. En el buffer
de hidratacioén se incluyeron las muestras marca-
das y agrupadas, las cuales se incorporaron
pasivamente a las tiras (Tabla 12 y 13). Al dia
siguiente serealizd la corrida de la primeradimen-
sién en el equipo IPGphor Il (GE Healthcare). El
perfil de voltaje empleado fue: 1) una fase cons-
tante de 500 V durante 1 h, 2) unincremento lineal
hasta 1.000 V a una velocidad de 800 V/h, 3) un
incremento hasta 10.000 V a una velocidad de
16.500 V/h, y 4) una fase final constante de
10.000 V hasta alcanzar un total en la corrida de
52.500 V transferidos a cadatira. Unavez finaliza-
dalacorrida, los puentes disulfuros se redujeron
por incubacion de las tiras en 15 ml de buffer de
equilibrio (urea6 M, SDS 2% (p/v), glicerol 30%
(v/v), Tris-HCI50 mM pH 8,6), suplementado con
DTT 1% (p/v), durante 15 min. Posteriormente se
alquilaron las cisteinas incubandose las tiras en
15 ml buffer de equilibrio, suplementado con io-
doacetamida 4,7 % (p/v), durante 15 min. La
reaccién se inactivé por inmersion de la tira en
buffer de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM,
SDS 0,1 %).

La segunda dimension se realizé en un gel
SDS-PAGE poliacrilamida 12 %, utilizando la
cuba de electroforesis Ettan DALT six Electro-
phoresis System (GE Healthcare), equipada con
la unidad de enfriamiento Multitemp Il de (GE
Healthcare) y termostatizadaa 20°C. La corriente
fue 2 W por gel durante 45 min y luego se
increment6 a 17 W por gel durante 4-5 h.

3.3.10 Obtencion y analisis de las
imagenes

Luego de laelectroforesis, los geles fueron
escaneados utilizando un escaner Typhoon FLA
9500 (GE Healthcare), con el software Image-
Quant TL v8.1 (GE Healthcare). Posteriormente
las imagenes obtenidas se exportaron al progra-

ma DeCyder 2D Differential Analysis Software 7.2
(GE Healthcare) para su analisis. A continuacion,
todos los spots de cada gel por separado fueron
detectados y cuantificados, normalizandose con
el estandar interno (modulo Difference In gel
Analysis). Luego serealiz6 el pareamiento de los
geles comparandose la expresion de cada spot
entre los geles (mddulo Biological Variation Analy-
sis). Finalmente, se seleccionaron para su iden-
tificacion aquellos spots que presentaron una
tasa de cambio mayor a 1,5y que fueran signifi-
cativos al aplicar la prueba de Student con un p-
valorde 0,05.

3.3.11 Andlisis de los spots de interés
por espectrometria de masas

Luego de escanear los geles, los mismos
fueronfijados y tefiidos con azul de Coomassie G-
250 como se describi6 en el punto 3.3.4. Debido
aque no se obtuvo unaimagen definida de todos
los spots, y alaimposibilidad de relacionarlos con
la imagen obtenida con la técnica de DIGE, se
decidié realizar geles preparativos para escindir
los spots de interés. Para ello, se realizaron
nuevas corridas en geles de 2D SDS-PAGE utili-
zando en este caso 500 ug de proteina por gel. A
continuacion, los spots reconocidos como dife-
renciales fueron ubicados en el gel y escindidos
utilizando un bisturi estéril en camara de flujo
laminar.

Los spots fueron procesados y analizados por
espectrometria de masas en un equipo MALDI-
TOF/TOF, en la Unidad Mixta de Bioquimica y
Proteémica Analiticas, del IPMont-lIIBCE. Los
espectros obtenidos fueron comparados, utilizan-
do el servidor de busqueda MASCOT (http://
www.matrixscience.com), con la base de datos
delosgenomas delas cepas ensayadas (Beraco-
chea 2018, en preparacion). Paraello, los proteo-
masdelacepalUYSO10yde UYSO24 se descar-
garon del programa Rapid Annotation using
Subsystem Technology (RAST) (http://
rast.nmpdr.org/). Los parametros de bdsquedaen
el Mascot fueron: i) con los proteomas de las
cepas UYSO10yUYSO24;ii) saltos de cortes de
tripsina permitidos:1; iii) modificaciones variable:
oxidacién de metioninay modificacion fija: carba-
midometilacién de cisteinas; iv) tolerancia de
masa de péptidos: 0,08 Da y tolerancia MS/MS:
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0,3-0,5 Da. Los valores de m/z utilizados corres-
ponden a los valores monoisotépicos. Se consi-
der6 positiva la identificacion de una proteina
cuando el Mascot protein score fue estadistica-
mente significativo (p<0,05) y al menos una frag-
mentacién fue asignada con un Mascot peptide
ion score significativo (p<0,05).

Las proteinas identificadas fueron clasifica-
das segunlos grupos funcionales de la Clusters
of Orthologous Groups (COGs), utilizando la
base de datos de EggNOG 4.5.1 (http://
eggnogdb.embl.de/#/app/home) (148);y segln
su ubicacion subcelular, utilizando los servido-
res PSORTb 3.0.2 (http://www.psort.org/psor-
tb/) (149)y Cello v2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/)
(150). Conlafinalidad de descifrar el rol biologi-
code las proteinas identificadas como hipotéti-
cas, se evalud lahomologia de las secuencias,
asicomolapresenciade dominiosy sus funcio-
nes, empleando las herramientas y paginas:
RAST, Psi-Blast del NCBI (https://
blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) (151), Inter-
Pro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (152) y
UniProt (http://www. uniprot. org/) (153).

Extraccion
proteica

=

4 réplicas biologicas

SDS-PAGE
Separacion

1- Identificacion y
cuantificacion de
espectros
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3.3.12 Analisis proteémico por nano
LC-MS/MS y conteo de espectros

En la estrategia protedmica de shotgun las
muestras se corren primeroenun gel SDS-PAGE
a partir del cual, y con el Unico fin disminuir la
complejidad de las muestras, se fraccionan los
carriles (Figura 30). A partir de los mismos, las
proteinas son digeridas contripsinay los péptidos
extraidos. Posteriormente y nuevamente con el
fin de disminuir la complejidad de cada muestra,
los péptidos provenientes de cada seccién del gel
son fraccionados en un nano LC acoplado a un
espectrometro de masas. A continuacion, los
espectros de fragmentacién obtenidos son asig-
nados a unacierta proteina mediante un software,
empleando como referenciala base de datos del
genoma del organismo analizado. La compara-
cién del nimero de espectros asignados a una
proteina en las distintas condiciones permite
realizar cuantificaciones relativas de los niveles
delaproteina (154).

Digestion
en gel

Separacién de péptidos en nanoLC
Adquisicion de espectros en LTQ

.7 ) PatternLad for proteamics
% s cqpass —asse

2- Identificacion de proteinas
3- Identificacion de proteinas Gnicas y proteinas
diferencialmente expresadas en una condicion

Figura 30. Estrategia general de la aproximacion del tipo shotgun empleada en este estudio.
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3.3.13 Preparacion de las muestras
para shotgun

A partir de cada extracto proteico obtenido
en el punto 3.3.3, se cargaron 14,7 ug de
proteina en un gel de poliacrilamida NUPAGE
pre-hecho con un gradiente no lineal 4- 12 %
(LifeTechnology). El mismo se corrié bajo una
corriente constante de 160 V, durante 1 h 15
min. Posteriormente, el gel se fij6 y tifid con
Azul de CoomassieG-250 como se describié en
el punto 3.3.4, cortandose cada carril en 6
fragmentos. Dichos fragmentos fueron en pri-
mera instancia destefiidos con una solucién de
acetonitrilo (ACN) 100 % : bicarbonato de amo-
nio 0,2 M (1:1) con agitacion, durante 1 ha30°C.
A continuacion, las muestras se incubaron para
su reduccién en DTT 10 mM con agitacién,
durante 1 h a 56 °C. Luego de equilibrar la
temperatura de las muestras con la ambiental,
las mismas fueron incubadas para su aquila-
cién en una solucion de iodoacetamida 55 mM
con agitacion, durante 45 min. Posteriormente
se lavaron con bicarbonato de amonio 0,2 M pH
8, durante 15 min; paraluego ser deshidratadas
mediante dos incubaciones conACN100 %en
agitacion, durante 10 min. Finalmente, el ACN
fue retirado y los fragmentos de gel secados
completamente con el tubo abierto, atempera-
turaambiente.

Las muestras asi procesadas, fueron digeri-
das con tripsina (aproximadamente 1 ug tripsi-
na/2,5 ug de proteina), durante todalanoche, a
37°C. Alotrodia, los péptidos fueron extraidos
mediante laincubacién de los gelesen 100 ul de
fase B (ACN 60 %, acido férmico 0,1 %), con
agitacion durante 1 ha 30 °C; repitiéndose el
mismo procedimiento una vez mas. Las sus-
pensiones obtenidas se secaron en Speedvac e
inmediatamente los pellets obtenidos fueron
suspendidos en 12 pl de fase A (acido formico
0,1 %), sonicandose 3 veces durante 15 s.
Finalmente, con el fin de eliminar posibles resi-
duos, las muestras fueron centrifugadas a 16.000
gdurante 20 mina4°C, conservandose 10 ul del
sobrenadante.

3.3.14 Anélisis mediante
espectrometria de masa

Las muestras obtenidas en el punto anterior se
inyectaron en un easy-nLC 1000 (Proxeon-Ther-
mo Fisher Scientific), acoplado a un espectrome-
trode masaLinear Trap Quadrupole (LTQ) Velos
(Thermo Fisher Scientific), equipado con unatram-
paionicalineal. Parala separacion pornanoLC se
utilizé una pre-columna Acclaim PepMap™ 100,
Nanoviper C18 de 75 im x 20 mm (tamafio de la
particula 3 im) (Thermo Fisher Scientific), y una
columna PepMap™ RSLC C18 50 im x 15 cm
(tamafio de la particula 2 im) (Thermo Fisher
Scientific). La elucidén de los péptidos se realiz6
con un flujo constante de 250 nl/min, utilizando el
siguiente gradiente: fase B de 0 a 50 % durante
100 min, fase B de 50 a 100 % durante 10 miny
fase B 100 % durante 10 minutos. La adquisicion
delos espectros serealiz6 en el modo dependien-
te de los datos, el cual consiste en la realizacién
de unescaneo completo de los espectros seguido
de unafragmentacion MS/MS paralos 10 espec-
tros con la relacién masa/carga(m/z) mas inten-
sos. A su vez se utilizé una lista de exclusion
dinamica, donde si el valor de m/z de un espectro
se repetia por 30 s, se le aplicaba una exclusion
de 30 s de duracion.

3.3.15 Analisis informatico de los
espectros obtenidos

Para los analisis informéticos se utilizé el
programa Pattern Lab for Proteomics v4.0 (http:/
/www.patternlabforproteomics.org/) (155). Para
esto, en primerainstanciay a partir del proteoma
de lacepa UYSO10 obtenido con la herramienta
RAST, se gener6 unanueva base de datos del tipo
target reverse, la cual incluy6 los 127 contami-
nantes mas comunes (ej. queratina, BSA, etc.). A
continuacion, laidentificacion de los péptidos en
la muestra se realizé por comparacion de los
datos obtenidos en el espectrémetro de masas,
con la base de datos generada. En este procedi-
miento se tomaron en cuentalos siguientes para-
metros: i) tolerancia de masa del precursor: 800
ppm, ii) enzima: tripsina con especificidad com-
pleta, aceptando como méaximo 2 cortes saltea-
dos por la enzima, iii) modificacion fija: carbami-
dometilacion de las cisteinas y variable: oxida-
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cion de metioninasy iv) dos modificaciones varia-
bles como maximo por péptido. Posteriormente,
laidentificacion de proteinas se realizé utilizando
los siguientes criterios: i) una tasa de 3 % falsos
positivos a nivel de espectros y 2 % a nivel de
péptidos, ii) 1 % a nivel de proteinas vy iii) un
minimo de dos secuencias peptidicas asignadas
por proteinaidentificada.

Las proteinas identificadas en cada condicién
se compararon utilizando los moédulos: i) «Diagra-
ma de Venn» para proteinas Unicas, utilizando
como criterio que se encuentren presentes en al
menos 3 de 4 réplicas del tratamiento, pero en 0
0 1 del otro tratamiento y ii) «TFold» para protei-
nas de expresion diferencial mediante el conteo
de espectros, considerando aquellas proteinas
presentes en al menos 4 réplicas con un p-valor
0,05.

mem 1 2

97 — ——

66 W w-—

=
45 .--::f"::::‘-

ok 1123134

30 - -

T 11
201 "= e 0 2 1 R
144 W -

®

3 4 5§ 6 7 8 9 10

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Preparacion de los extractos
proteicos

Laextraccién proteica se realizé a partir de las
células cosechadas de los diferentes tratamien-
tos a ser analizados. En primera instancia 'y con
lafinalidad de determinar silas muestras presen-
taban variaciones entre los tratamientos, las mis-
mas se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura
31). A partir de la visualizacion del gel, no se
observaron diferencias en los perfiles obtenidos
paracada cepaentre ambos tratamientos. Poste-
riormente, se calculd a partir del gel, laconcentra-
cién de cada unade las muestras por densitome-
tria (Tabla 14).

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

|
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= = =
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Figura 31: Visualizacion por SDS-PAGE de los perfiles de los extractos proteicos de las cepas UYSO10 y
UYS024, tefiidos con Azul de Coomassie. Carriles: 1- MPM: LMW General Electric, 5 ul de la
solucion stock; 2- MPM 2,5 ul; 3 al 6- Réplicas bioldgicas de los extractos proteicos de la cepa
UYSO010 crecidas en ausencia de exudados radiculares; 7 al 10- Extractos proteicos de la cepa
UYSO10 crecidas en presencia de exudados radiculares; 11 al 14- Réplicas bioldgicas de los
extractos proteicos de la cepa UYS024 crecidas en ausencia de exudados radiculares; 15- MPM
0,5 ul; 16- MPM 0,25 ul; 17-20- Extractos proteicos de la cepa UYS024 crecidas en presencia de

exudados radiculares.

Tabla 14. Concentracién de proteinas totales en los extractos proteicos
delascepasUYSO10yUYSO24 determinada por densitometria.

Cepa Tratamiento Concentracién proteica (ug/pl)
Réplicas bioldgicas
1 2 3 4
uYso10 - exudados 8,0 5,6 6,7 4,9
+ exudados 6,5 6,4 6,7 5,9
uYso24 - exudados 6,2 7,8 7,5 7,0
+ exudados 10,5 8,6 8,1 91
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Figura32. Visualizacion mediante SDS-PAGE de los perfiles de los extractos proteicos de las cepas UYSO10
y UYS024 marcados con los fluoréforos Cy2 (a), Cy3 (b) y Cy5 (c). En (d) se observan los tres canales
superpuestos. Carriles: 1- Extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecida en ausencia de exudados
radiculares, réplica biolégica 1 (rep-1); 2- Extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecida en
presencia de exudados radiculares, rep-3; 3- Extractos proteicos de la cepa UYSO24 crecida en
ausencia de exudados radiculares, rep-2 y 4- Extractos proteicos de la cepa UYSO24 crecida en
presencia de exudados radiculares, rep-1. Observaciones: en la muestra 3 marcada con Cy2 hubo

un error de pipeteado.

Asimismo, se evalud laausenciade interferen-
cias entre las muestras marcadas y los fluoréfo-
ros a utilizar en la técnica de DIGE. Para ello se
seleccion6 de cada tratamiento una de las répli-

cas bioldgicas, marcandose una submuestra de
10 pg de proteinas con 80 ng de cada uno de los
fluoréforos por separado, la cual se analiz6 por
SDS-PAGE (Figura 32). Losresultados obtenidos

Figura33. Analisis por DIGE de los extractos proteicos de la cepa UYSO10 crecida en presencia y ausencia
de exudados radiculares. Se muestran imagenes obtenidas para los fluor6foros Cy2 (a), Cy5
(b) y Cy3 (c), asi como la superposicion de los canales (d).
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mostraron que no existe interaccion entre el fluo-
réforoy las muestras ya que se observé el mismo
perfil proteico para cada replica ensayada con
bandas de similar intensidad.

3.4.2 Andlisis de la respuesta de la
cepa UYSO10 a los exudados
radiculares, mediante DIGE

En las imagenes de los geles, del ensayo
realizado, se puede observar la presencia de
«trenes» horizontales de proteinas que represen-
tanlas proteoformas oisoformas truncas, fosfori-
ladas y/o acetiladas de cada proteina, efecto
observado al aplicar este tipo de técnica (Figura
33). A partirde lasimagenes obtenidas se detec-
taron 1950 spots aproximadamente, de los cuales
59 spots (3%) mostraron expresion diferencial.
De éstos, 34 (1,74%) spots fueron sobreexpresa-
dosy 25 (1,28%) subexpresados diferencialmen-
te en presencia de exudados. De los 59 spots, 34
fueron localizados en el gel teflido con Azul de
Coomassiey escindidos para su posterior identi-
ficacién por MALDI-TOF/TOF. De ese subconjun-
to, 16 fueronidentificados (Tabla 15). La confiabi-
lidad de la identificacion de las proteinas fue
validada al compararse lamasay el puntoisoeléc-
trico predicho tedricamente de las proteinas iden-
tificadas, con el observado experimentalmente. A
su vez, es importante resaltar que el haber iden-
tificado proteinas con diferentes localizaciones
subcelulares corrobora que la extraccion de pro-
teinas totales fue correcta.

Globalmente, las proteinas sobreexpresadas
en presencia de los exudados radiculares estan
asociadas con el metabolismo de carbohidratosy
aminoacidos. Mientras que las proteinas
subexpresadas estan relacionadas con la
biogénesis de la membrana, la transduccion de
sefiales, el metabolismo de carbohidratos y la
adaptacion al estrés.

Dentro de las proteinas subexpresadas en
presencia de exudados, se identificaron dos pro-
teinas hipotéticas, correspondientes a la expre-
siondelosgenesUYS010_2343yUYSO10_447.
Utilizando las herramientas Psi-BLAST e Inter-
Pro, se comprob6 que ambas proteinas se en-
cuentran muy conservadas entre varias especies;
particularmente, la proteina UYSO10_ 447 pre-

senta el dominio conservado DUF2589, cuya fun-
cion se desconoce. Ambos casos presentaron
como proteina homologa mas cercana, a protei-
nas hipotéticas del género Kosakonia (nimero de
accesoWP_090120805, WP_043955345 respec-
tivamente).

3.4.3 Analisis de la respuesta de la
cepa UYSO24 a los exudados
radiculares, mediante DIGE

A partirdel analisis de lasimagenes obtenidas
(Figura 34), se detectaron 2000 spots aproxima-
damente, de los cuales 36 (1,8 %) mostrd expre-
sion diferencial. De los 36 spots, 17 (0,85 %)
fueron sobreexpresadosy 19 (0,95 %) subexpre-
sados diferencialmente en presencia de exuda-
dos. De los spots con expresion diferencial, 22
fueron detectados en el gel, escindidos y analiza-
dos por MALDI-TOF/TOF, delos cuales 16 fueron
identificados (Tabla 16).

Globalmente, las proteinas sobreexpresadas
en presencia de los exudados radiculares estan
asociadas a cambios en el metabolismo de carbo-
hidratos, asi como a la produccién y conversiéon
de energia(Tabla 16). Porotrolado, las proteinas
subexpresadas estan relacionadas con el meta-
bolismo de carbohidratos, nucleétidos e iones
inorganicos y la adaptacion al estrés.

En este caso, en el conjunto de spots expre-
sados diferencialmente se identificaron 5 protei-
nas hipotéticas, de las cuales 3 fueron sobreex-
presadas y 2 subexpresadas en presencia de
exudados. Dentro de las proteinas hipotéticas
sobreexpresadas se encuentra la proteina
UYS024_332 que presenta el dominio conserva-
do de funcién desconocida DUF2076. Esta pre-
senta como proteinahomologa mas cercanauna
proteina hipotética de Agrobacterium vitis (cober-
tura del 92 % y una identidad del 70 %)
(WP_070164144). Por su parte, la proteina hipo-
tética UYSO24 1785 presenta como proteina
homologa mas cercana una peptidasa de la fami-
lia S9 de Rhizobium oryzae (57 % coberturay 65 %
identidad) (WP_085422657). En la misma, se
detecté en los primeros aminoacidos (1-31), una
secuencia de exportacién del tipo twin-arginine
translocation (TAT). Lavia TAT permite exportar
proteinas con su conformacién 3D a través de la
membrana citoplasmatica. Por ultimo, la proteina
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Figura34. Analisis por DIGE de los extractos proteicos de la cepa UYS024 crecida en presencia y ausencia
de exudados radiculares. Se muestran imagenes obtenidas para los fluor6foros Cy2 (a), Cy5
(b) y Cy3 (c), asi como la superposicién de los canales (d).

hipotética UYS0O24_6560, se encuentra conser-
vada en varias especies y presenta el dominio
conservado de funcion desconocida DUF1508. En
este caso, la proteina homologa mas cercana
pertenece al género Rhizobium etli
(WP_074062417) (100 % de coberturay 89 % de
identidad).

Por otro lado, dentro de las proteinas subex-
presadas en presencia de exudados se encuen-
tran las proteinas hipotéticas UYS024 6405y
UYS0O24_2803. La proteina hipotética
UYS024 6405 presenta como homélogo mas
cercano ala proteina hipotética de Rhizobium sp.
CF080 (cobertura del 100 %y un 88 % de identi-
dad) (WP_007764049). Esta proteina posee un
dominio conservado perteneciente ala superfami-
lia SspB2 y por tanto se clasifica como una
Stringent starvation protein b. Por su parte, la
proteinaUYS0O24 2803 es unaproteinaconser-
vada cuyo homélogo més cercano es «NYN do-
main-containing protein de Rhizobium» (100 % de
coberturay 96 % de identidad) (WP_085422834).

3.4.4 Analisis de la respuesta de la
cepa UYSO10 a los exudados
radiculares, por nano LC-MS/MS

Posteriormente al analisis realizado mediante
la técnica de DIGE, se aplic6 una estrategia del
tipo shotgun con el fin de complementary ampliar
los resultados obtenidos. A partir de las repeticio-
nes biolégicas procesadas de la cepa UYSO10,
se identificaron por un lado 623, 830, 820y 681
proteinas enlas muestras provenientes de bacte-
rias expuestas al medio MS 1/10 sin N con
exudados. Por el otro, se identificaron 992, 1020,
927 y 890 proteinas a partir de bacterias que
fueron expuestas al medio MS en ausencia de
exudados. Utilizando el programa Pattern Laby
aplicando la herramienta Buzios para el analisis
de componentes principales, se puede observar
que las réplicas biolégicas se separanen el eje x,
agrupandose segun el tratamiento (presencia/
ausencia de exudados) (Figura 35). Finalmente
se consideraron en el analisis 897 proteinas, las
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Figura35. Analisis de principales componentes de las réplicas biolégicas del proteoma de la cepa
UYSO10 creciendo en presencia y ausencia de exudados.

cuales constituyen un 15 % de las secuencias
codificantes identificadas por el programa RAST.

Para el andlisis de los resultados, se conside-
raron como proteinas expresadas exclusivamen-
te enunacondicién, aaquellas proteinas presen-
tes en al menos 3 de 4 réplicas bioldgicas y que
estuviesen como maximo en 1 réplica de la otra
condicion. Con este criterio se identificaron 4
proteinas exclusivas en presencia de exudadosy
59 en ausencia de exudados (Tablas 17 y 18).

En presencia
de exudados

Log2(Fold)

En ausencia °
de exudados

Tabla 17. Nuamero de proteinas Unicas y sobreex-
presadas, en las muestras de la cepa
UYSO10 expuestas o no a exudados radi-
culares.

Expresién Sobre- NUmero
Unica expresadas total
+ exudados 4 14 18 (0,3 %*)
- exudados 59 36 95 (1,6 %)

*Los porcentajes de proteinas expresadas se calcularon en
base al nimero de secuencias codificantes presentes en el
genoma de la cepa UYSO10.

&
o

(X 10.03 13.38

-Log2(p)

Figura36. Diagrama de volcan mostrando las proteinas expresadas diferencialmente en presencia y
ausencia de exudados. En el diagrama se grafica la tasa de cambio versus la significancia
estadistica para cada proteina. Puntos azules y naranjas: corresponden a proteinas que satisfacen
los dos criterios, el estadistico y la tasa de cambio. En particular, las proteinas marcadas en naranja
se encuentran en muy baja abundancia (bajo nimero de espectros), por lo cual se requiere
verificacion experimental. Puntos rojos: proteinas que no satisfacen el criterio de tasa de cambio
y se detectan con el mismo nivel en ambas condiciones. Puntos verdes: proteinas que satisfacen
el criterio de tasa de cambio, pero probablemente por azar (no satisfacen el criterio estadistico).
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Tabla 18. Proteinas identificadas exclusivamente en las muestras de la cepa UYSO10 expuestas o no a
exudados radiculares, detectadas mediante la aproximacién shotgun.

Gen en Proteina identificada? Categoria N°de  Sefial Ubicacion
UYSO10 COGP réplicas total® celular?
Unicas en presencia de exudados
2442 Fumarate reductase iron-sulfur protein (EC 1.3.5.4) C 3 24 MC/P*
56 RNA polymerase-binding transcription factor DksA E 3 25 C
2100 Maltose operon periplasmic protein MalM G 4 22 P
1163 Uncharacterized protein conserved in bacteria S 4 23 E
Unicas en ausencia de exudados
5340 Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NAD(P)+] (EC 1.2.1.16) C 3 48 MCIC*
5747 Fumarate hydratase class Il (EC 4.2.1.2) C 4 35 C
4596 D-lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.28) C 3 27 MCIC*
4580 Bifunctional protein: zinc-containing alcohol dehydrogenase; quinone
oxidoreductase (NADPH:quinone reductase) (EC 1.1.1.-); Similar to C 3 20 C
arginate lyase
3904 Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit 1l (EC 1.10.3.-) C 4 18 MCc
5423 Methionine synthase Il (cobalamin-independent) E 3 41 C
3618 Dipeptide transport ATP-binding protein DppD (TC 3.A.1.5.2) E 4 24 MCIC*
161 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase (EC 1.17.1.8) E 4 21 C
2303 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (EC 1.5.1.20) E 3 19 C
2115 Aspartokinase (EC 2.7.2.4) E 3 19 C
3620 Dipeptide transport system permease protein DppB (TC 3.A.1.5.2) E 3 17 Mc
355 Putrescine transport ATP-binding protein PotG (TC 3.A.1.11.2) E 3 16 MC
3298 Glutamate Aspartate transport system permease protein GItJ (TC3.A.1.3.4) E 3 16 MC
2522 IMP cyclohydrolase (EC 3.5.4.10)/ Phosphoribosylaminoimidazolecarboxa-  F 3 31 C
mide formyltransferase (EC 2.1.2.3)
2685 Xanthine-guanine phosphoribosyltransferase (EC 2.4.2.22) F 3 25 C
4631 1-phosphofructokinase (EC 2.7.1.56) G 4 82 C
3469 Limitdextrin alpha-1,6-maltotetraose-hydrolase (EC 3.2.1.196) G 4 60 C
449 Dihydroxyacetone kinase, ATP-dependent (EC 2.7.1.29) G 4 45 C
2008 Ribose ABC transport system, ATP-binding protein RbsA (TC 3.A.1.2.1) G 3 20 MC
1532 Fructokinase (EC 2.7.1.4) G 3 17 MCIC*
2678 Acyl-CoAdehydrogenase | 4 45 MC
5347 Ribonuclease G J 3 29 C
1868 Peptide chain release factor 2 J 3 19 C
2173 TsaC/YrdC paralog J 3 16 C
2843 Fruktokinase K 3 31 C
5260 Penicillin-binding protein activator LpoA L 3 22 |
2086 Replicative DNA helicase (DnaB) (EC 3.6.4.12) L 3 16 C
2529 NADH pyrophosphatase (EC 3.6.1.22) L 3 9 C
635 Transcription-repair coupling factor L 3 29 C
4980 2-Keto-3-deoxy-D-manno-octulosonate-8-phosphate synthase (EC 2.5.1.55) M 3 31 C
1280 Translation elongation factor LepA M 4 21 MCIC*
4484 Protein YeeZ M 3 21 C
3868 Outer membrane porin for chitooligosaccharides ChiP M 3 20 ME*
1588 Membrane-bound lytic murein transglycosylase B M 3 20 MC/P*
3300 Apolipoprotein N-acyltransferase (EC 2.3.1.-) M 3 17 MCc
522 Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein N 3 72 MC
4774 TsaB protein, required for threonylcarbamoyladenosine (t(6)A) formation (0] 3 13 C
in tRNA
2560 Trk potassium uptake system protein TrkA P 3 31 MCIC*
1646 Nitrate ABC transporter, permease protein P 3 30 MC
2793 Periplasmic hemin-binding protein P 3 13 MC
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Gen en Proteina identificada®

uUYSO010

Categoria N°de  Sefial Ubicacion
COGP réplicas total® celular®

2127 Isocitrate dehydrogenase phosphatase (EC 2.7.11.5)/kinase (EC 3.1.3.-)

2547 Protein translocase subunit SecE
5504 Beta-lactamase (EC 3.5.2.6)
5921 hypothetical protein

295 Lipid A export permease/ATP-binding protein MsbA

263 Bis-ABC ATPase Uup
3801 Chromate reductase (EC 1.6.5.2)
3213 5-methylthioribose kinase (EC 2.7.1.100)

2026 Acetate permease ActP (cation/acetate symporter)

4881 Hydrolase, alpha/beta fold family
3832 ATPase RavA

1048 Multimeric flavodoxin WrbA

1727 Hypothetical protein

3716 Uncharacterized protein YicH
5515 hypothetical protein

3571 hypothetical protein

4059 FIG00626109: hypothetical protein

222 2-0x0-4-hydroxy-4-carboxy-5-ureidoimidazoline (OHCU) decarboxylase

(EC4.1.1.97)
5346 Uncharacterized protein YhdP

S

22 C
25 MC
21 PME*
19
15
36
36
25
24
22
16
14
50
31
18 MCME*
17 P

16 P

14 |

NN OmmmITITITTITo<<<C-H
W WWwwWwwwwwhrdpPrbowwdrowowpr~osp
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S 3 13 |

aLa anotacion de la proteina se obtiene de la bisqueda utilizando la base de datos del genoma de la cepa UYSO10.
bCategorias COG: J- traduccién; L- replicacion, recombinacién y reparacion; K- transcripciéon; O- moléculas chaperonas
y funciones relacionadas; M- estructura y biogénesis de la pared celular y de la membrana externa; N- secrecion, movilidad
y quimiotaxis; T-transduccion de sefales; P-transporte y metabolismo de iones inorganicos; C-produccion y conversion
de energia; G-transporte y metabolismo de carbohidratos; E-transporte y metabolismo de aminoéacidos; F-transporte y
metabolismo de nucledtidos; U- trafico intracelular y secrecion; V- mecanismo de defensa; I-metabolismo lipidico; R-
prediccion funcional general; S-sin prediccion funcional. cLa sefial total corresponde a la sumatoria del niumero de
espectros asignados a cada proteina en cada réplica. Se considera una medida de su abundancia relativa. °Los resultados
mostrados corresponden a PSORTDb, y cuando no hubo prediccién o la misma no se correspondio, se reporta el resultado
obtenido por Cello indicado con un «*». ME- Membrana externa, MC- Membrana citoplasmica, C- citoplasmica, P-

Periplasmatica, E- Extracelular, |- Indeterminada.

Por otrolado, se compararon las abundancias
relativas para aquellas proteinas presentes en
ambos tratamientos mediante el médulo TC Fold.
Este médulo clasificalas proteinas considerando
latasa de cambioy lasignificancia estadistica de
cada una (Figura 36). Del total de proteinas con-
sideradas en el analisis, 835 fueron identificadas
en ambas condiciones. De estas, 125 (2,1 % del
proteomatotal) satisfacen los criterios considera-
dos para las proteinas de expresion diferencial.
Sin embargo, de las 125 proteinas, 75 poseen
baja abundancia por lo que es necesaria su
verificacion experimental. En la Tabla 8 se listan
las proteinas con expresién diferencial que no
requieren verificacion experimental (50 proteinas,
0,8 %). En total en presencia de exudados se
sobreexpresaron 14 proteinas (0,2 %) y se repri-
mieron 36 proteinas (0,6 %) (Tabla 17).

Por lo tanto, si se consideran tanto las protei-
nas de expresién Unica como las que poseen

expresiondiferencial, observamos que en presen-
cia de exudados se estimula la expresion 0,3 %
del proteomatotal y se reprime laexpresién de un
1,6 % del mismo (Tabla 17), correspondiente al
2,0y 10,6 % del proteoma expresado, respectiva-
mente.

Mediante el uso de las herramientas PSOR-
TB y Cello, las proteinas que mostraron un
cambio de expresion (Gnicas o diferenciales),
se clasificaron en 55 citoplasmaticas, 14 peri-
plasmaticas, 7 de membrana externa, 19 de
membrana citoplasmatica, 3 como extracelula-
res, 3 no mostraron predicciény 11 con distinta
ubicacion celular (Tablas 18y 19). Los resulta-
dos mostraron también que las principales ca-
tegorias funcionales COG que cambiaron su
expresién fueron transporte y metabolismo de
carbohidratos y aminoacidos, biogénesisy es-
tructura de la membrana, asi como la produc-
ciony conversién de energia.
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Tabla 19. Proteinas con expresion diferencial en las muestras de la cepa UYSO10 expuestas a exudados
radiculares, identificadas mediante la aproximacién shotgun.

Tasade p-valor Genen Proteina identificada? Catego- Locali-
cambio UYS010 riaCoOGP zacién®
Sobreexpresadas en presencia de exudados
1,50 0,0004 2911 Cell division trigger factor (EC 5.2.1.8) (0] C
1,75 0,00001 16 Acetyl-coenzyme A carboxyl transferase alpha chain (EC 6.4.1.2) | C
1,79 0,00008 3822 ATP synthase FO sector subunitb (EC 3.6.3.14) C MC
2,09 0,0106 4687 Chemotaxis response - phosphatase CheZ N C
2,20 0,0004 3899 Succinyl-CoA ligase [ADP-forming] alpha chain (EC 6.2.1.5) C C
2,30 0,0105 278 Outer membrane porin OmpF M ME
2,30 0,0032 3260 Alkyl hydroperoxide reductase protein C (EC 1.11.1.15) (0] C
2,42 0,0259 2428 Heat shock protein 60 family co-chaperone GroES (0] C
2,67 0,0081 2424 Aspartate ammonia-lyase (EC4.3.1.1) E C
2,86 0,0136 3262 Universal stress protein G T C
3,12 0,0121 24 Outer membrane chaperone Skp (OmpH) precursor/ M P
Outer membrane protein H precursor
3,24 0,0035 2584 LSU ribosomal protein L16p (L10e) J C
3,87 0,0013 500 Fructose-1,6-bisphosphatase, type | (EC3.1.3.11) G C
4,20 0,0123 5208 Aerotaxis sensor receptor protein N MC
Subexpresadas en presencia de exudados
6,22 0,0018 5332 Outer membrane stress sensor protease DegQ, serine protease (0] P
5,51 0,0102 1372 Enoyl-CoA hydratase (EC 4.2.1.17) / Delta (3)-cis-delta (2)- I C
trans-enoyl-CoAisomerase (EC 5.3.3.8) / 3-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase (EC 1.1.1.35)/3-hydroxybutyryl-CoAepimerase
(EC5.1.2.3)
5,29 0,00001 3952 Excinuclease ABC subunit B L C
4,30 0,0241 2289 Outer membrane vitamin B12 receptor BtuB H ME
3,73 0,0229 4914 Allophanate hydrolase (EC 3.5.1.54) E C
3,64 0,0019 4290 Flagellar M-ring protein FliF N MCME*
3,46 0,0441 4915 Ureacarboxylase (EC 6.3.4.6) E C
3,43 0,0233 1167 Uncharacterized protein YdcJ S C
3,43 0,0131 718 Ferrous iron transport periplasmic protein EfeO, contains P P
peptidase-M75 domain and (frequently) cupredoxin-like domain
3,26 0,0030 4985 Methyl-accepting chemotaxis protein N MC
3,23 0,0044 3467 Glucose-1-phosphate adenylyltransferase (EC 2.7.7.27) G C
3,00 0,0043 2217 Periplasmic Murein Peptide-Binding Protein MppA E P
2,93 0,0006 5673 ABC transporter periplasmic-binding protein YdcS E P
2,89 0,0175 4794 Trehalase (EC 3.2.1.28) @ Periplasmictrehalase (EC 3.2.1.28) G P
2,80 0,0246 5787 N-ethylmaleimide reductase (EC 1. -.-.-) C C
2,75 0,0422 4917 Urea ABC transporter, substrate binding protein UrtA E P*
2,67 0,0211 447 FIG00975563: hypothetical protein S P*
2,63 0,0244 5325 Glutamate synthase [NADPH] smallchain (EC 1.4.1.13) E C
2,58 0,0028 4750 Tail-specific protease precursor (EC 3.4.21.102) M MC
2,42 0,0374 2114 Glucose-6-phosphate isomerase (EC5.3.1.9) G C
2,39 0,0094 4632 Bifunctional PTS system fructose-specific transporter G C
subunit IIA/HPr protein
2,38 0,0001 3087 domain of unknown function DUF1745 S C
2,35 0,0109 3911 Tol-Pal system beta propeller repeat protein TolB U P
2,33 0,0378 4683 Methyl-accepting chemotaxis protein IV (dipeptide N MC
chemoreceptor protein)
2,26 0,0278 2916 Peptidyl-prolyl cis-transisomerase PpiD (EC5.2.1.8) o P

2,26 0,0089 5756 Adenosine deaminase (EC 3.5.4.4) F C
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Tasade p-valor Genen Proteina identificada? Catego- Locali-
cambio UYS0O10 riaCOG" zacion®
2,18 0,0200 624 Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NAD] (EC 1.2.1.24); C C
Succinate-semialdehyde dehydrogenase [NADP+](EC 1.2.1.79)
2,14 0,0097 5417 Dipeptidyl carboxypeptidase Dcp (EC 3.4.15.5) E C
2,02 0,0045 140 LPS-assembly protein LptD M ME
2,02 0,0007 3088 Methyl-accepting chemotaxis sensor/transducer protein N MC
1,98 0,0034 4230 Outer membrane porin OmpC M ME
1,89 0,0058 4850 Aldehyde dehydrogenase (EC 1.2.1.3) C C
1,78 0,0020 25 Outer membrane protein assembly factor YaeT M ME
1,70 0,0018 3084 response regulator receiver modulated metal dependent T C
phosphohydrolase
1,69 0,0013 3577 Oligopeptidase A (EC 3.4.24.70) E C
1,65 0,0014 4133 Long-chain fatty acid transport protein | ME

3La anotacion de la proteina se obtiene de la busqueda utilizando la base de datos de la cepa UYSO10. "Categorias COG:
J- traduccidn; L- replicacién, recombinacién y reparacion; O- moléculas chaperonas y funciones relacionadas; M-
estructura y biogénesis de la envoltura celular y de la membrana externa; N- secrecion, movilidad y quimiotaxis; T-
transduccion de sefiales; P- transporte y metabolismo de iones inorganicos; C- produccién y conversion de energia; G-
transporte y metabolismo de carbohidratos; E- transporte y metabolismo de aminoacidos; F- transporte y metabolismo de
nucleétidos; H- metabolismo co-enzimatico; |- metabolismo lipidico; U- trafico intracelular y secrecién; S- sin prediccién
funcional. °Los resultados mostrados corresponden a PSORTb, y cuando nohubo prediccién o la misma no se correspondio,
se reporta el resultado obtenido por Cello indicado con un «*». ME- Membrana externa, MC- Membrana citoplasmica, C-

citoplasmica, P- Periplasmatica.

En particular las proteinas que aumentaron su
expresion en presenciade los exudados radicula-
res estan asociadas a cambios en el transporte y
metabolismo de carbohidratos y aminoéacidos, a
la movilidad y quimiotaxis, a la estructura y
biogénesis de laenvolturacelular, al plegamiento
de proteinasy funciones relacionadas; asi como
ala produccién y conversion de energia (Figura
37).

En relacion con las proteinas detectadas de
funcion hipotética, en presencia de exudados se
encuentra sobreexpresada la proteina
UYSO10 _1163. Esta proteina clasificada como
extracelular presenta el dominio 2076 de funcion
desconocida, pero que posiblemente posea un
sensorde unidn aligando. Porotrolado, dentro de
las proteinas reprimidas en presencia de exuda-
dos encontramos, una proteina citoplasmatica
con homologia con una histidine kinasa, la cual
presenta un dominio FIST que se cree une ligan-
dos pequefios (UYSO10_3087) y dos proteinas
con el dominio AsmA (UYSO10_ 3716 vy
UYSO10 5346), el cual ha sido sugerido como
involucrado en el ensamblaje de OMPs enE. coli,
pudiendo tener un rol en la biogénesis de LPS. A
su vez se observaron reprimidas las siguientes
proteinas con funcién desconocida: una proteina
periplasmatica perteneciente a la superfamilia

11%

V)
11% 6% 6%

Figura37. Clasificaciéon en categorias funcionales
COG de las proteinas presentes Unica-
mente o sobreexpresadas en presencia
de exudados (n=18). J- traduccién; O-
moléculas chaperonas y funciones rela-
cionadas; M- biogénesis y estructura de
la membrana externa; N- secrecién, movi-
lidad y quimiotaxis; T- transduccion de
sefiales; C- produccién y conversion de
energia; G- transporte y metabolismo de
carbohidratos; E- transporte y metabolis-
mo de aminoacidos; |- metabolismo
lipidico; S- sin prediccion funcional.
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YncE (UYSO10_4059); unaproteina extracelular
(UYS010_1727),laproteinaYdcJ (UYSO10_1167)
gue presentaundominio de funcién desconocida
DUF1338y una proteina con eldominio de funcién
desconocida DUF2589 (UYSO10_447). Cabe
mencionar que las proteinas UYSO10 3571y
UYSO10 5515, son muy interesantes porque no
tienen ortélogos ni homélogos.

3.5 DISCUSION

3.5.1 Los exudados radiculares son la
primera sefal en la interaccion planta-
bacteria

Las plantas son capaces de liberar (exudar), a
través de sus raices hasta un 20 % de sus
productos fotosintéticos al suelo (39, 156). Los
exudados radiculares consisten principalmente
en azUcares complejos, aminoacidos, acidos or-
ganicos, enzimas extracelulares, fenoles, vitami-
nas y macromoléculas nitrogenadas (purinas y
nucledsidos) (157). Se asume que los compues-
tos presentes enlos exudados radiculares sirven
como fuente de Cy N paralas bacterias del suelo
(156). Estas fuentes de C externas al suelo
influencian la estructura, diversidad y funcionali-
dad de la comunidad rizosférica (39).

A su vez, algunos de los compuestos exuda-
dos incluyendo azucares, aminoacidos, acidos
carboxilicos (succinato, fumarato y malato) y
compuestos aromaticos (luteonina, catecoles,
acetosiringona, entre otros), inducen una quimio-
taxis dependiente de flagelo en las bacterias del
suelo hacialasraices (39, 157). Particularmente,
se ha reportado la liberacion de exudados en la
zona de los pelos radiculares, en la zona apical,
asi como en los sitios de emergencia de raices
secundarias (ramificaciones) (39), siendo éstos
mismos sitios los preferidos para la colonizacion
por las bacterias rizosféricas e ingreso por las
bacterias enddfitas (66).

Una gran variedad de factores ambientales
como la presencia de estrés bidticoy abidtico (ej.
lafaltade algln nutriente), asi como la estructura
del suelo, puede modular el proceso de exudacion
tanto cuantitativa como cualitativamente (39, 158).
Asimismo, no se descarta que la exudacion de
ciertas moléculas especificas dependa en parte,

del reconocimiento de sefiales moleculares se-
cretadas por las bacterias en respuesta a las
sefales secretadas previamente por las plantas
(159, 160). En este sentido, se considera que la
sefalizacion molecular entre las bacterias y las
plantas (potenciales huéspedes), juega un rol
fundamental en el establecimiento de interaccio-
nes benéficas y patogénicas. Sin embargo, los
mecanismos moleculares subyacentes en las
interacciones planta-bacteria enddfita, se encuen-
tran poco comprendidas (39, 43).

En la Parte Il, se determiné que las cepas
UYSO010y UYSO024 utilizan una amplia variedad
de fuentes de Ny C, incluso las presentes en los
exudados. También se describié en ambas cepas
la presencia de flagelos y del movimiento tipo
swimming que les permite alas bacterias despla-
zarse en funcion de una sefial quimiotactica.
Asimismo, en ensayos de co-cultivo, se observé
gue las cepas en estudio colonizan las plantas de
cafiade azucar micropropagadas enlas zonas de
mayor liberacién de exudados, sugiriendo la exis-
tencia de alguna sefalizacién entre las partes
(161) (Parte Il). Por lo tanto, como una primera
caracterizacién, en este capitulo se evalué la
respuesta bacteriana ala presencia de exudados
radiculares en el mismo medio de cultivo donde se
han realizado previamente los ensayos de inte-
raccion planta-bacteria: MS 1/10 sin N. Dicho
medio de cultivo posee una baja concentracion de
fuente de C (sacarosa 2 g/l) y no posee fuente de
N, de forma de favorecer la interaccion planta-
bacteria (124). Teniendo estas caracteristicas del
medio en cuenta, asi como los resultados obteni-
dos a partir de las curvas de crecimiento, pode-
mos a prioriasumir que el crecimiento en el medio
MS 1/10 sin N constituye una situacion de estrés
para las bacterias.

3.5.2 Aplicacién de una aproximacion
protedmica global al estudio de la
interacciéon planta-bacteria

Coneldesarrollo de las herramientas 6micas,
se comenzaron a aplicar aproximaciones globa-
les al estudio de la interaccion planta-bacteria
buscando analizar la expresion génica diferencial
con el finde caracterizar nuevos genes vinculados
a la interaccion planta-bacteria (133, 160, 162).
En el presente trabajo se utilizaron 2 estrategias
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proteémicas para abordar una de las primeras
etapas de lainteraccion: larespuesta bacteriana
a los exudados radiculares.

Las proteinas estan involucradas en casi to-
dos los aspectos fisioldgicos de la vida celular y
en oposicién al genoma que es estatico, se
comportan de formadinamica, dependiendo de la
célulay de suambiente. Sin embargo, el analisis
del proteoma es mas dificil de descifrar y es
considerado un orden de magnitud mas complejo
gue elgenoma, debido principalmente alas nume-
rosas modificaciones o variaciones postraduccio-
nales que las proteinas pueden presentar.

La mayoria de los estudios 6micos y en parti-
cular proteémicos han sido realizados en mode-
los de interaccién planta-patégeno o planta-sim-
bionte, principalmente enlainteraccién legumino-
sa-rizobio (5). En contraposicidn, pocos trabajos
han aplicado estas técnicas alainteraccioén plan-
ta-bacteria endéfita (5, 133, 163). En su mayoria
las aproximaciones realizadas han utilizado téc-
nicas dependientes de gel (2D SDS-PAGE y
DIGE), para abordar el estudio de la respuesta
bacteriana a la asociacion con la planta. Sin
embargo, se han identificado muy pocas protei-
nas de la planta especificamente expresadas en
la interaccion con la bacteria. Probablemente
este hecho se deba a la mayor complejidad del
proteomavegetal. Finalmente, otra caracteristica
de este tipo de aproximaciones es que dificilmen-
te pueden aplicarse en sistemas reales, por lo
tanto, se utilizan modelos de laboratorio.

Particularmente en este trabajo, el material de
partida fueron extractos proteicos bacterianos
obtenidos a partir de un sistema gnotobiético.
Nuestra aproximacion presento fortalezas y limi-
tantes, las cuales fueron consideradas en el
posterior analisis de cada experimento. Como
fortalezas podemos considerar: (i) el uso de un
modelo planta-bacteria caracterizado previamen-
te en ellaboratorio, (ii) eluso del mismo medio de
cultivo utilizado en otros estudios de interaccion
planta-bacteria. En contraposicion, enlamayoria
de los trabajos similares se realiz6 una dilucion
de los exudados radiculares en un medio de
cultivo de crecimiento bacteriano (160, 163-165).
(iii) el uso de una cepa perteneciente al género
Rhizobium, el cual ha sido poco estudiado como
enddfito a la fechay (iv) de una cepa del género

Kosakonia, el cual ha sido descripto reciente-
mente y presenta varias cepas con caracteristi-
cas PCV. Sihiense hanaplicado aproximaciones
transcriptémicasy proteémicas utilizando la cepa
K. radicincitans DSM166567, en su totalidad es-
tos estudios han sido analizados desde el punto
devistade laplantay particularmente en interac-
cién con la planta modelo A. thaliana (20, 166,
167).

Por otro lado, nuestra aproximacién experi-
mental posee principalmente las siguientes limi-
tantes: (i) la exposicion bacteriana a la presencia
0 no de exudados en condiciones de agitacion.
Estose debe aque enlanaturalezalainteraccién
planta-bacteria no se da en movimiento, el cual
puede inhibir la formacion de biopeliculas, asi
como alterar los niveles de oxigeno afectando por
ejemplo la FBN. En nuestro caso se decidio
realizar el experimento en estas condiciones con
el fin de que la exposicion a los exudados se
realice homogéneamente. (ii) el nUmero de bacte-
rias expuestas a la presencia de exudados radi-
culares es mayor a los ensayos previos descrip-
tos en los experimentos de colonizacion realiza-
dos ennuestro laboratorio (168), debidoaque en
estas condiciones las cepas se reproducen poco.
Este hecho puede eventualmente «diluir» larela-
cion bacteria-exudadoy por tanto influenciaren la
capacidad de respuesta bacteriana. Sin embargo,
enlacasitotalidad de las aproximaciones realiza-
das por otros autores, el efecto de «dilucion» esta
presente (160, 163, 165).

3.5.3 Respuesta de la cepa UYSO10 a
la presencia de exudados radiculares
de cafia de azucar

En este andlisis se integran los resultados
obtenidos como resultado de la aproximacion
protedmica del tipo 2D-DICE y shotgun para la
cepaUYSO10expuestaalos exudados radicula-
res de plantas de cafia de azlicar micropropaga-
das.

3.5.3.1 Transportey metabolismo de
nutrientes

Teniendo en cuenta que lacepaen estudio es
una bacteria enddfita, capaz de colonizar los
tejidos internos de las plantas de cafia de azucar
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rapidamente (168) (Parte Il), se esperaque enlos
primeros pasos de la interaccion sea capaz de
captar y metabolizar los compuestos exudados
por la planta ya sea como fuente nutricional o
como sefiales.

i- Metabolismo del C

El andlisis protedmico determind que en am-
bas condiciones la cepa UYSO10 expresa de
forma constitutiva proteinas asociadas al trans-
porte y metabolizacion de glucosa, probablemen-
te proveniente de la degradacion de la sacarosa
del medio de cultivo, asi como manosa, manitol,
xilosa, arabinosa, galactosa, otros azucares sin

identificar, maltosa/maltodextrin, pirimidinay alo-
sa(Figura 38). El origen de estos transportadores
no es claro, al menos en la condicion sin exuda-
dos, debido aque la Unica fuente de C presente en
el medio de cultivo es la sacarosa. Se podria
especular que la expresiéon de dichas proteinas
puede deberse aque: i) labacteriaen condiciones
de estrés exprese otros transportadores en bus-
gueda de nuevas fuentes de C, oii) la existencia
de fuentes de C a partir de la degradacion de
células muertas. Esta opcion es posible si se
interpreta que la falta de crecimiento en estas
condiciones no implica el estado estacionario de
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Figura38. Representacién esquematica de las principales vias del metabolismo del C identificadas en la
cepa UYSO10 expuesta o no a la presencia de exudados radiculares. Las vias marcadas con
negro se encuentran expresadas de forma constitutiva, las verdes sobreexpresadas en presencia
de exudados y las rojas reprimidas. Las flechas negras con trazo cortado sefialan posibles vias
para las que no se encontré la enzima expresada en ninguna de las condiciones. Los asteriscos
marcan que la enzima se expresd Unicamente en presencia (verde) o ausencia (rojo) de
exudados. Cuando una misma via se encuentra sefialada con mas de una indicacion, se refiere
a que se observaron proteinas o subunidades con diferente tendencia. Finalmente, en recuadros
grises se indica una posible funcién de los cambios proteicos evidenciados.
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cada célula, sino que existe un recambio (creci-
miento y muerte celular).

Es interesante resaltar que, en presencia de
exudados, no se observa la sobreexpresion de
otros transportadores que pudieran indicar el uso
de unafuente de carbono diferencial presente en
los mismos. Sin embargo, esta observacién po-
dria explicarse teniendo en cuenta la larga fase
lag mostrada por las bacterias al crecer en este
medio de cultivo (Parte Il), o la presencia en los
exudados de glucosa, o alguna de las otras
fuentes de C paralas cuales hay transportadores
expresados (sin que lleguen a saturarlos).

Por otro lado, en ausencia de exudados, se
sobreexpresan proteinas asociadas al transporte
y metabolizacion de la fructosa, asi como protei-
nas asociadas al transporte de acetato, ribosay
oligosacéaridos (Figura 38). Una posible explica-
cidbn es que en esta situacién la bacteria se
encuentraenunasituacion de estrés nutricional e
intenta metabolizar cualquier fuente de C disponi-
ble en el medio de cultivo. Esto se observa por
ejemplo para la sacarosa, componente en baja
concentracion del medio MS (1/10y sin N), donde

Oxalacetato

/ Acetl I-CoA

i
=R
7]
=3
[=]

Acetil-CoA

Glioxilato

la bacteria en ausencia de exudados transporta
glucosayfructosa, mientras que, en presenciade
estos solo transporta glucosa. Cabe resaltar que
lacepaUYSO10escapaz de crecerensacarosa,
glucosay fructosa (Parte Il). El mismo comporta-
miento del empleo diferencial de los monosacéri-
dos de la sacarosa se ha reportado enlacepaE.
coli W. En esta bacteria se observé que el creci-
miento en sacarosa 2 g/l es extremadamente
lento (169) y que, bajo estas condiciones consi-
deradas de estrés nutricional, utiliza tanto la
glucosay lafructosa provenientes de la sacarosa.
Sin embargo, cuando se encuentra creciendo en
altas concentraciones de sacarosa (20 g/l), em-
plea solamente glucosa como fuente de C (169).
Estas observaciones sugieren que la cepa
UYSO10 en presencia de exudados no se en-
cuentra en condiciones de estrés nutricional,
probablemente porque esté utilizando otra fuente
de C no detectada en este estudio.

En relacion con el metabolismo de los carbo-
hidratos y su respiracién, en ambas condiciones
se observan expresadas de forma constitutivalas
enzimas de la via de la glucélisis, asi como las

I
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uUvso10_ 3899, COA
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Figura39. Representacion esquematica de las enzimas y sus subunidades que cambian su expresion en
el Ciclo de Krebs, identificadas en la cepa UYSO10 expuesta o no a la presencia de exudados
radiculares. Las vias marcadas con negro se encuentran expresadas de forma constitutiva, las
verdes sobreexpresadas en presencia de exudados y las rojas reprimidas. Los asteriscos
marcan que la enzima se expresO Unicamente en presencia (verde) o ausencia (rojo) de
exudados. En los casos en que una enzima esta representada por mas de una flecha, se
representa el andlisis de cada una de las subunidades de la enzima.
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enzimas que permiten la conversion de piruvato
en acetil-CoA, las enzimas del ciclo de Krebs y la
delasvias del ciclo del glioxilato (Figura 38y 39).
Laexpresiénde estas vias sugiere que la bacteria
en condicion sin exudados posee una expresion
basal del metabolismo de carbohidratos, proba-
blemente porque se encuentra en una fase de
latencia (no crece). Sinembargo, en presenciade
exudados se sobreexpresan algunas enzimas,
sugiriendo que la célula se encuentra activa y
metabolizando carbohidratos con el fin de obtener
energiay poder reductor, asi como intermediarios
para la biosintesis de nuevas moléculas.

En particular en el ciclo de Krebs se observa-
ron algunos pasos con enzimas que presentaron
un cambio de expresién en las condiciones eva-
luadas (Figura 39), sugiriendo que en presencia
de exudados la cepa UYSO10 esta acumulando
principalmente succinato y succinil-CoA, los cua-
les probablemente sean utilizados como interme-
diarios para la sintesis de nuevas moléculas. En
particular, en G. diazotrophicus crecida en co-
cultivo con cafia de azlcar se observé la expre-
sién exclusiva de la enzima Succinil-CoA ligasa
(170). Los autores hipotetizaron que el acamulo
de succinato en la célula podria asociarse a la
produccion de EPS y ciertos succino-glicanos,
los cuales han sido reportados como participan-
tes en el establecimiento de asociaciones bacte-
ria-planta. Es posible, que este sea también el
caso de la cepa UYSO10, la cual, a partir del
censado de los exudados radiculares, produzca
EPS y se prepare para la interaccion con la
planta. En estas condiciones también se observa
la sobreexpresion de la primera enzima en la via
de biosintesis de los &cidos grasos (Figura 38). La
estimulacién de esta via podria también estar
relacionada con un cambio enlamembrana celu-
lar y por ende repercutir en una posible interac-
cion con la planta.

En relacion con el metabolismo energético,
entre las proteinas sobreexpresadas en presen-
cia de exudados, se observé la F1IFO ATPasa,
enzima que utiliza el gradiente protén motriz
generado para producir ATP. Esta enzima tam-
bién se hareportado sobreexpresadaen G. diazo-
trophicus y en Burkholderia sp. Q208 en co-
cultivo con plantas de cafiade azucar (133, 171).
El aumento de esta enzima en presencia de
exudados, junto con un aumento en el metabolis-

mo de carbohidratos, sugiere una mayor produc-
cion de ATP en la célula, probablemente porque
las células se encuentran creciendo (lentamente)
y estan activas.

Los resultados mostraron también la expre-
sion constitutiva de la gluconeogénesis, junto con
la sobreexpresion de dos de sus enzimas en
presenciade exudados (Figura 38). Esta observa-
cién, junto con la represion de la sintesis de
componentes estructurales como glucégeno, ce-
lulosay sus derivados, sugiere que lacepaUYSO10
enpresenciade exudados puede estar sintetizan-
do trehalosa (Figura 40). Dado que la sintesis y
almacenamiento de este disacéarido puede aso-
ciarse asituaciones de estrés osmotico (172), es
probable que lacepaUYSO10detecte lapresen-
ciadelaplantaapartir de sus exudados preparan-
dose para el cambio osmotico.

ii-Metabolismo del N

ApesardequelacepaUYSO10esdiaz6trofa,
no se detecto la presencia de la enzima nitroge-
nasa, ni en la condicién con ausencia de exuda-
dos, donde no habia fuente de N; nien presencia
de exudados donde posiblemente exista algun
compuesto nitrogenado exudado. Probablemen-
te, lafalta de expresion de laenzimase debaala
presencia de oxigeno en ambas condiciones, el
cual es un inhibidor de su sintesis (31).

Entérminos generales, el andlisis protedmico
muestra que en presencia de exudados se repri-
men proteinas vinculadas a la captacién de dife-
rentes fuentes nitrogenadas, sugiriendo que en
estas condicionesla bacteria emplea preferente-
mente co ¢ mpuestos facilmente asimilables y
disponibles en los exudados (Figura 40). Este
hecho concuerda con el crecimiento observado
cuando se emplearon los exudados radiculares
comofuente de N paralacepaUYSO10 (Partell).
En ese sentido, recientemente se demostré que
las plantas de trigo exudan un gran nimero de
compuestos con N organico, incluyendo aminoa-
cidos, aminasy poliaminas, compuestos de amo-
nio cuaternario, nucleobasesy nucleosidos (173).

Por su parte, los transportadores de diferentes
compuestos nitrogenados reprimidos en presen-
ciade exudados estan involucrados con el trans-
porte de poliaminas del tipo putrescina, nitrato,
glutamato, dipéptidos, urea, incluyendo dos enzi-
mas necesarias para su degradacion; asi como
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enzimas involucradas enla degradacion del &cido
4-aminobutanoico. Larepresion de dichos trans-
portadores concuerda con estudios previosen E.
coli,lacualal sercrecida con fuentes de N de facil
asimilacion reprime los transportadores mencio-
nados (174). Particularmente en el caso del trans-
portador de urea, mediante la metodologia de
nano LC-MS/MS, se pudo determinar que las
concentraciones globales del transportador dis-
minuyeron en presencia de exudados. Sinembar-
go, mediante la técnica de DIGE se observo el
aumento significativo de tres de susisoformas. La
aparicion de nuevas isoformasy portanto de una
modificacion postraduccional, puede indicar que
la proteina podria jugar un rol en la interaccién.
Esto también fue observado en H. seropedicae
co-cultivada con plantas de trigo, desconociéndo-
se especificamente su funcion (162) (De Souza
com. pers).

Por otra parte, el aspartato pareceria estar
asociado a lafuente de N presente en los exuda-
dos. Estaobservacién surge de la sobreexpresion
de la enzima aspartato amonio liasa y de la
represion de untrasportador anti-sentido de gluta-
mato/aspartato (Figura 40). Asimismo, esto con-

Nitrito
Nitrato

Glutamina

\
1
i

cuerda con reportes que indican que el acido
aspartico es uno de los cuatro acidos organicos
mas abundantes presentes en el apoplasto de
plantas de cafiade azucar (175), porlo que parece
I6gico que pueda ser unade las moléculas exuda-
das por la planta. Mas aun, previamente se de-
mostré que la cepa UYSO10 puede usar aspara-
gina como fuente de N (126).

Por ultimo, los resultados parecen indicar que
enambas situaciones la bacteria esta asimilando
alguna fuente de nitrato el cual es convertido en
amonio, para luego ser incorporado a formas
organicas mediante las enzimas de expresion
constitutiva glutamina sintetasa (GS) y la gluta-
mato sintasa (GOGAT) (Figura 40).

Particularmente, en bacterias crecidas en pre-
sencia de exudados se observé una disminucion
en la expresion de una de las subunidades de la
GOGAT (UYS010_5325). Dicha enzima se en-
cuentra vinculada a la asimilacién de amonio
como a la biosintesis de glutamina, glutamato y
asparagina. La disminucion de la GOGAT fue
también observadaen H. seropedicae SmR1 cre-
cidaen presencia de extractos de cafiade azucar
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Figura40. Analisis esquematico de las posibles fuentes de N y su metabolizacién, identificadas en la cepa
UYSO10 expuesta 0 no a la presencia de exudados radiculares. Las proteinas y vias marcadas
con negro se encuentran expresadas de forma constitutiva, las verdes sobreexpresadas en
presencia de exudados y las rojas reprimidas.
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(164). En dicho trabajo los autores hipotetizan,
teniendo en cuenta otros trabajos, que la expre-
sién de dicha enzimano estaregulada poramonio
sino reprimida por el glutamato presente en el
extracto de cafla de azucar utilizado. Si bien se
demostro la presencia de acido glutamico en el
liquido apoplastico de caflade azlcar (175), esta
no parece ser la situacion de la cepa UYSO10
debido a que en presencia de exudados los
transportadores de glutamato se encuentran re-
primidos. Por otra parte, se hareportadoqueenR.
etlilaactividad de laenzima GOGAT es mayoren
vida libre que en simbiosis y que al realizar una
mutante en el gen se observa un aumento en la
secrecién de amonio (176). Estos antecedentes
juntamente con los resultados hacen interesante
laevaluacion de laactividad de laenzima GOGAT
en condicionesde FBN, asi como laevaluacion de
la capacidad de la cepa UYSO10 de excretar
amonio.

iii- Movilidad y quimiotaxis

Los resultados obtenidos sugieren que, en
presencia de los exudados radiculares, la bacte-
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ria se encuentra en una situacion mas favorable
donde podria asentar unapoblaciony norequiere
de buscar mejores condiciones mediante su mo-
vimiento. Esta observacion se desprende del he-
cho de que en presencia de exudados se sobre-
expresalaproteinade estrés universal G, asocia-
daen E. coli con la formacién de autoagregados
y la disminucién de la movilidad por swimming
(177); asicomolaproteina CheZ, cuyafunciones
reprimir la quimiotaxis (Figura 41). A su vez, en
dichas condiciones se reprimen la proteina es-
tructural del flagelo FliF y cuatro methyl-accep-
ting chemotaxis proteins (MCP).

Larepresionde genesvinculados ala sintesis
del flagelo en bacterias asociadas a plantas ha
sido postulada como una estrategia para dismi-
nuir las defensas de la planta, debido a que la
flagelina es un MAMP (160, 163, 165, 171). Sin
embargo, lainhibicién del flagelo no es universal,
por ejemplo, en H. seropedicae SmR1 creciendo
en presencia de extractos de cafia de azucar, se
observdlasobreexpresionde laflagelina(164). En
este caso, los autores sugieren que existe una
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Figura4l. llustracion de las proteinas identificadas y asociadas a la envoltura celular, transduccion de
sefiales, movilidad y adhesién en la cepa UYSO10 en presencia de exudados radiculares. Las
proteinas marcadas con verde se encuentran sobreexpresadas en presencia de exudados y las
rojas reprimidas. Finalmente, en recuadros grises se indica una posible funcién de los cambios
proteicos evidenciados.
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fina regulacion en la sintesis del flagelo en la
interaccion planta-bacteria, debido aque el flage-
lo también ha sido asociado a la colonizacion
vegetaly alaformacion de biopeliculas. En nues-
tro modelo, lainhibicién del flagelo podria sugerir
gue labacteriaintenta evadir las defensas vegeta-
les.

Por dltimo, en presencia de exudados, se
identificd sobreexpresado el receptor sensorial de
la aerotaxis (AerC), el cual ha sido previamente
vinculado a la interaccion planta-bacteria (178,
179). La aerotaxis implica que, frente a cambios
en el metabolismo energético, labacteria comien-
za a desplazarse hasta alcanzar condiciones
mas favorables. En particular se demostro en A.
brasilense que niveles bajos de N aumentan la
expresion delreceptor AerC, el cual se asocié con
la blisqueda de condiciones de microaerofilia
necesarias para la FBN (179). Este podria ser
también el caso de la cepa UYSO10, que se
encuentre procurando las condiciones necesa-
rias para realizar la FBN.

iv- Envolturacelular

Las proteinas de membrana juegan una fun-
ciénimportante en procesos tales como la trans-
duccion de sefiales, el transporte de productos 'y
sustancias, asi como en la interaccion celular
entre otros.

Los resultados obtenidos mostraron que la
cepa UYSO10 presenté grandes cambios en la
expresién de proteinas asociadas alabiogénesis
y estructura de la envoltura celular, sugiriendo
una fuerte reorganizacién de esta y por tanto la
adaptacion a la presencia de exudados radicula-
res (Figura 41). Posiblemente, algunos de estos
cambios se asocien a una potencial interaccion
compatible con la planta percibida por la bacteria,
los cuales han sido reportados en otras BPCV
creciendo en co-cultivo con plantas (180, 181).

En presencia de exudados se identificaron
sobreexpresados el canal OmpF y la chaperona
OmpH. La primera ha sido identificada como una
de las proteinas sobreexpresada con mayor tasa
de cambio en P. putida cultivada en presencia de
exudados de plantas de canola, sugiriéndose que
esta involucrada en el transporte de la molécula
de ACC, o la adhesion de la bacteria a la pared
celular (163). Teniendo en cuenta que la cepa

UYSO10 no posee la enzima ACC desaminasa
(Beracochea en preparacion), seria interesante
evaluar si OmpF estainvolucrada en la adhesion
ala superficie vegetal.

En cuanto a OmpH, la misma pertenece a la
familiainmunogénica de porinas que permiten el
pasaje de pequefias moléculas a través de la
membrana, actuando también como receptor y
chaperona manteniendo la solubilidad de otras
proteinas de membrana (133). Esta proteina fue
identificada sobreexpresadaen lacepaG. diazo-
trophicus en co-cultivo con cafa de azlcar sugi-
riéndose su posible rol tanto estructural como
regulatorio (133).

Por otro lado, varias proteinas estructurales
(OmpC, OmpA, SecE y TolB), asi como asocia-
dasalabiogénesisdelamembrana(YaeT, MsbA,
LpoAYy proteinas asociadas a la sintesis y trans-
porte de LPS), se encuentran reprimidas en pre-
sencia de exudados. Muchas de ellas han sido
descriptas como antigenos inmunogénicos por lo
gue surepresion podria estar vinculada a evitar la
activacioén del sistema inmune de la planta y asi
lograr unainteraccion compatible (182).

v-Chaperonasy funcionesrelacionadas al estrés

Se puede considerar que tanto la interaccion
con el huésped (en este caso la exposicion a
exudados radiculares), o la falta de nutrientes
(ausenciade los exudados radiculares), constitu-
yenfuentes de estrés bidticas y abioticas respec-
tivamente. Por este motivo es esperable que
diferentes chaperonas y proteinas vinculadas al
estrés sean expresadas en cada una de las
condiciones evaluadas.

En presenciade exudados se vieron sobreex-
presadas dos chaperonas vinculadas al plegado
de proteinas, la Heat shock protein GroES y la
Celldivisiéontrigger factor (Figura 43). Particular-
mente GroES, suele actuar junto con la chapero-
na GroEL. Esta tltima proteina fue detectada de
manera constitutiva mediante nano LC-MS/MS,
mientras que en la aproximacion por DIGE, se
detect6 significativamente disminuida en presen-
cia de exudados. Estas observaciones sugieren
que los niveles globales no cambiaron, pero si
algunade susisoformas. Se hareportado parael
casode G. diazotrophicus, las sobreexpresiones
de GroEL y GroES cuando labacteriase crece en
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co-cultivo con plantas de cafia de azlcar, siendo
interpretado como necesarias para la condicion
de estrés que significa la infeccién de la planta
(133, 170). Asimismo, la expresion de GroEL se
ha asociado en S. meliloti a la regulacién de los
genesnod (183). Teniendo en cuenta éstos ante-
cedentes y los resultados obtenidos, se puede
especular que estas chaperonas pueden estar
involucradas en una respuesta especifica a la
adaptaciony sobrevivencia bacterianaenlas con-
diciones de estrés bidtico que supone la interac-
cion con la planta.

También en presencia de exudados, se identi-
ficaron como reprimidas las chaperonas vincula-
das al estrés: DegQ, PpiD, RavA y una aldehido
deshidrogenasa. Las mismas han sido reporta-
das comoinvolucradas en procesos tales como la
degradacion de agregados de proteinas de mem-
brana externaplegadas erréneamente y la meta-
bolizacion de aldehidos, por lo que se podria
especular que las mismas estén asociadas a la
situacién de estrés nutricional existente, cuando
la bacteria se expone al medio MS.

Por otro lado, la respuesta general al estrés
también involucra la proteccion frente al dafio
oxidativo (184). En ese sentido, en presencia de
exudados se identifico sobreexpresada una Alkyl
hydroperoxide reductase protein C (AhpC), lacual
es unaoxidorreductasainvolucradaenlahomeos-
tasis celular y redox (Figura 43). La sobreexpre-
sion de esta enzima fue también observadaenla
cepaenddfita Burkholderia phytofirmans crecien-
do endofiticamente en plantas de papa (185).
Asimismo, la expresion de diversas enzimas an-
tioxidantes ha sido observada en cepas endofitas
en condiciones de co-cultivo con sus plantas
huéspedes (133, 170, 186), por lo que AhpC
podria actuar también en estas condiciones.

3.4 RESPUESTA DE LA CEPA
UYS024 A LOS EXUDADOS
RADICULARES DE CANA DE
AZUCAR

En este andlisis se integran los resultados
obtenidos mediante la aproximacion proteémi-
ca del tipo 2D-DIGE para la cepa UYS0O24
expuesta a los exudados radiculares de cafias
de azlcar micropropagadas. En el caso de la

cepa UYSO24 no se realiz6 una aproximacion
del tipo shotgun.

3.4.1 Transporte y metabolismo de
nutrientes

Los resultados obtenidos sugieren que en
presencia de exudados la cepa UYS024 adapta
su proteoma para el empleo de compuestos como
fuente de C y N, posiblemente presentes en los
exudados. En estas condicones la cepa esta
activa ya que sobreexpreso una aldolasa, la cual
participaenlaconversiénde azlicares en energia,
asi como la enzima citrato sintasa del Ciclo de
Krebs. Como se menciond previamente, el Ciclo
de Krebstambién estd activoenlacepaUYSO10,
aligual que en G. diazotrophicus creciendo en co-
cultivo con plantas de cafia de azlcar donde la
misma proteinamencionadatambién se identifico
sobreexpresada (171).

Por otro lado, en presencia de exudados se
reprimio la expresion de los transportadores de
metionina e inositol. Una explicacién ala presen-
cia del transportador de inositol expresado en
ausencia de exudados (medio MS 1/10 sin N),
podria ser debido a que la cepa esté empleando
como fuente de C, mio-inositol presente en el
medio de cultivo.

3.4.2 Chaperonas y funciones
relacionadas al estrés

En presencia de exudados se reprimieron dos
proteinas asociadas a condiciones de estrés,
SspB y la proteina de shock térmico A. Las
proteinas clasificadas como shock térmico res-
ponden a distintos estimulos como el frio, la luz
UV, entre otros. Muchas proteinas de este grupo
poseen funciones de chaperona, estabilizando
las nuevas proteinas y asegurando su correcto
ensamblado. Conrespecto a SspB, su sintesis se
estimula en situacion de estrés nutricional, lo
cualconcuerdaconlaobservacionde que lacepa
UYSO24 no crece en estas condiciones (Parte I1).
La represion de estas proteinas sugiere que la
condicion de crecimiento de la cepa UYS0O24 en
ausencia de exudados constituye una situacion
de estrés, probablemente nutricional.
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3.4.3 Interaccion con la planta

Unade las proteinasinducidas con mayor tasa
de cambio en presencia de exudados fue la
subunidad menor de la acetolactato sintasa. Esta
enzimaes laprimeraen labiosintesis de leucina,
valina e isoleucina, la cual, bajo condiciones
limitantes de oxigeno, cataliza el primer paso
paralaconversion de 2 piruvatos aacetoinay 2,3-
butanodiol (187). Lainduccion de estaenzimase
ha reportado en BPCV como B. amyloliquefa-
ciens FZB42 en presencia de exudados (188).
Particularmente en las cepas B. subtilis GBO3 y
B. amyloliquefaciens IN937a, se ha demostrado
qgue la producciéon de acetoina y 2,3 butanodiol
induce la resistencia sistémica inducida (189),
postulandose también que dichos compuestos
podrian modulan el desarrollo radicular (26). Asi-
mismo, en G. diazotrophicus, se observé que los
genes para la sintesis del 2,3 butanodiol, son
expresados en presencia de sacarosa (190) Te-
niendo en cuenta estos reportes, se podria espe-
cular que laproduccion de acetoinay 2,3 butano-

diol por la cepa UYS0O24, esté involucrada en
alguno de los mecanismos por los cuales esta
cepapromueve el crecimiento de plantas de cafa
deazlcaryque suinduccion serealice en etapas
tempranas de la interaccion.

Por otro lado, en presencia de exudados se
sobreexpreso la proteina asociada a lainvasion,
locus B (lalB). Esta proteina ha sido bien carac-
terizada en el patégeno humano Bartonella baci-
lliformis, donde se le haasignado unrol directoen
el parasitismo de los eritrocitos, especificamente
asociado a la capacidad de adhesion a los mis-
mos (191). Asimismo, se observé que la expre-
siondelgenialBrespondiaa sefiales ambientales
como latemperatura, pHy estrés oxidativo (192).
Posteriormente, el gen ialB se ha detectado en
otros Rhizobiales ademas de Bartonella, inclu-
yendo varios géneros de rizobios (172, 193), sin
embargo, no se hanrealizado estudios funciona-
les en bacterias benéficas. Porlo antedicho, seria
interesante estudiar el rol de esta proteina en la
adhesion a las células vegetales y en la interac-
cion planta-bacteria.



4.1 HIPOTESIS

Lafijacion biolégica del nitrdgeno esunode los
mecanismos responsables de la promocién del
crecimiento de plantas de cafia de azlcar detec-
tada en la cepa UYSO10.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Construir mutantes en los genes nifH y anfH
de la cepa UYSO10, asi como las cepas
complementantes correspondientes.

2) Caracterizarinvitro einvivo las cepas obteni-
das.

4.3 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Estrategia general

Andlisis bioinformaticos determinaron que el
genoma de la cepa Kosakonia sp. UYSO10 pre-
senta dos operones codificantes para la enzima
nitrogenasa, el clasico operén nifHDKy el alterna-
tivo anfHDGK (Beracochea en preparacion). En
este capitulo se realizaron mutaciones dirigidas
con el fin deeliminar los genes estructurales nifH
y anfH de ambos operones y estudiar el fenotipo
de las mutantes obtenidas in vitro e in vivo en
interaccion con la planta.

PARTE 4:

Estudio del rol de la
fijacion bioldgica del N, en
la promocion del
crecimiento vegetal de
cafla de azucar por la cepa
Kosakoniasp. UYSO10

4.3.2 Construccién de la cepa mutante
derivada de UYSO10 desprovista de
los genes nifH y anfH

Para la generacion de cepas mutantes en los
genes nifH, anfH y la doble mutante UYSO10
AnifH-AanfH o AA, se decidié eliminar completa-
mente el marco de lectura abierto (orf) de cada
uno de estos genes adaptando el método descrito
por Martinez-Garcia y de Lorenzo (2012) (194,
195) En este método se emplea el mecanismo de
recombinaciény reparacion del ADN para quitar
un fragmento de ADN deseado, sin dejar «cicatri-
ces» o marcas en el genoma modificado. Asimis-
mo se generaron las cepas complementantes en
todas las mutantes obtenidas, mediante laincor-
poracion entrans de un plasmido conteniendo los
genes mutados de acuerdo a los protocolos ya
establecidos en el laboratorio (194, 195).

4.3.3 Caracterizaciéon de la cepa
UYSO10 y las mutantes obtenidas

Para esto se hicieron caracterizaciones tanto
invitrocomoinvivo. La caracterizacion in vitro de
las cepas parental y mutantes, consistié en la
evaluacionde: 1) la capacidad de crecer en medio
de cultivo LBy 2) ladeterminacion de la actividad
de la enzima nitrogenasa evaluada mediante el
ensayo de reduccion del acetileno (ARA por su
sigla en inglés Acetylene reduction assay).

Por otro lado, la caracterizacionin vivo consis-
tio enlaevaluacién de larespuesta de plantas de
cafia de azUcar a la inoculacion con la cepa
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parentaly las diferentes mutantes, en ensayos en
cuarto de plantas conluz ytemperatura controlada.

4.3.3.1 Evaluacién de lacapacidad de las
cepas en estudio, decreceren
medio de cultivo rico (condiciones
de no FBN)

Conelfinde evaluar silas mutacionesrealiza-
das afectan la capacidad de las cepas de crecer
en medio de cultivo LB, se realizaron curvas de
crecimiento en microplacas de 96 pocillos utili-
zando un espectrofotémetro de placa Varioskan
Flash (Thermo Scientific). Paraello, 1x10° células
de cadaunade las cepas aensayar seinocularon
en 200 ul de medio de cultivo LB,.,,Yse incubaron
con agitacién de 180 rpm durante 30s cada 19,5
mina 30 °C. El crecimiento bacteriano se registré
midiendo laabsorbanciaa620nm (DO, )cada
2 h durante 60 h. Las curvas de crecimiento se
realizaron por cuatriplicado.

4.3.3.2 Evaluacion delaactividad nitrogenasa
enlasdiferentes cepas enestudio

Laactividad nitrogenasa se evalué mediante el
ensayo de ARA (196). Para esto las cepas a
evaluar fueron crecidas en viales conteniendo 12
ml de medio de cultivo NFCC semisdlido (Anexo
A)y variaciones del mismo. Las variantes evalua-
das buscaron simplificar el medio de cultivo de
forma que presentara una Unica fuente de carbono
(acido malico o sacarosa 0,5 % (p/v)), asi como
una Unica fuente de N (glutamato 0,05 mM).
También se evaluaron el medio de cultivo NFCC
sin modificar liquidoy sin Mo, de forma de evaluar
si la presencia del Mo afecta la funcionalidad de
la enzima nitrogenasa codificada por los genes
nif. Paratodas las pruebasrealizadas se inocula-
ron en el centro del vial 100 pl de una suspensién
obtenida a partir de un cultivo crecido toda la
noche en medio LB et LBk Y LB ampcm segln
correspondiese, conteniendo 1x107 0 1x108 célu-
las lavadas con NaCl 0,9 % (p/v). Asimismo, se
evaluo el efecto del agregado o no de los antibi6-

ticos en los medios de cultivo. A los 4 dias de
incubaciona 30 °C, eltapon de algodén del vial se
cambié por uno de goma, se sustituyo el 10% del
volumen atmosférico del vial por gas acetileno (1
ml) y seincubd por 72 ha 30 °C. Posteriormente,
muestras de 8 pl de la parte gaseosa de cada vial
fueron inyectadas en un cromatégrafo de fase
gaseosacondetector de llamaionizante (GC-Fid)
(GC-2010 Plus, Shimazu), equipado con una co-
lumna TG-Bond (30 m x 0,32 mm ID x 10 pm)
(Thermo Scientific). Como gas transportador se
empled N, empleandose una temperatura de co-
lumnay de detector de 35y 150°C, respectivamen-
te. Cada cepaevaluadase ensay6 por quintuplicado
y se empled como control negativo viales contenien-
do el medio de cultivo evaluado sin inocular.

4.3.3.3 Evaluacion delarespuestade
plantas de cafiade azlicar ala
inoculacion con lacepa parental y
las diferentes mutantes

Plantas de cafia de azlicar micropropagadas
de la var. LCP de similar tamafio y en etapa de
enraizamiento, fueron colocadas asépticamente
en frascos conteniendo 40 ml de medio de cultivo
MS 1/10sin N (88), arazon de cuatro por frascos.
A los tres dias, los frascos que no presentaron
contaminacion visible fueroninoculados con 1x10”
células/plantade lacepaparental o con cadauna
de las mutantes (168). El disefio experimental
utilizado fue completamente al azar, con 10 répli-
cas por tratamiento. Diez dias posteriores a la
inoculacion, las plantas fueron traspasadas a
macetas conteniendo 1,5 kg de tierra:arena (2:1).
Latierrautilizada provino de predios de laempre-
sa ALUR en Bella Unién, Artigas. La misma
presentalacaracteristica de poseer unatradicion
en plantacion de cafia de azUcar sin el agregado
de fertilizantes. Una muestra de lamezcla utiliza-
da fue enviada para su andlisis fisicoquimico al
Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas de INIA
La Estanzuela. Dichos analisis mostraron un bajo
porcentaje de N, lo que posibilitala realizacion de
este tipo ensayo (Tabla 20).

Tabla 20. Analisis fisicoquimico del suelo utilizado en el ensayo de respuesta de plantas de cafa
de azlcar a la inoculacion con las cepas UYSO10 parental y mutantes.

pH pH N (%) Corg (%) N-NO, N-NH, Bray | K (meq/ Fe
(H,0) (KCI) (uN/g) (uN/g) (uP/g) 100g)  (mg/kg)
6,6 6,0 0,04 0,34 7,4 1,4 7 0,05 22,0
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A los 15 dias posteriores a la inoculacién se
realiz6 una segunda inoculaciéncomo fue des-
cripto previamente. Las plantas fueron manteni-
das en cuarto de plantas con un fotoperiodo de 16/
8h luz/oscuridad a 26 °C y regadas con agua de
la canillasegun necesidad. El ensayo se coseché
alos4 meses pi, donde se evaluaron las variables
biométricas: altura de la planta, diametro del tallo,
peso seco de la parte areay peso seco radicular.
La parte aérease envi6 para analisis de N-total por
el método de Kjeldahl (197) al Laboratorio de
Nutricion Animal de la Facultad de Agronomia,
UdelaR.

Los datos obtenidos fueron analizados esta-
disticamente con el programa Infostat aplicando
un andlisis de varianza paramétrico o no paramé-
trico segun correspondiese, conun p <0,05 (198).
En caso de obtenerse diferencias significativas,
las medias de los tratamientos fueron compara-
das usando la prueba de Tukey o Kruskal-Wallis,
segun los datos tuviesen una distribucion para-
métrica o no paramétrica respectivamente.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Caracterizacién in vitro de las
cepas UYSO10 parental y mutantes

Conelfinde evaluar silas mutacionesrealiza-
das afectaron la capacidad de crecimiento de las
cepas mutadas, se evalué el crecimiento de las
mismas, asi como la de la cepa parental, en
medio de cultivorico LB (condiciones de no FBN),
en el tiempo (Figura 42). Los resultados mostra-
ron que no existen diferencias en el crecimiento o
entre las cepas mutadas y la parental en las
condiciones ensayadas.

Posteriormente, con el objetivo de evaluar la
funcionalidad de laenzimanitrogenasaenlacepa
parental y las diferentes mutantes, se realizaron
ensayos de reduccién del acetileno. En los mis-
mos se evalué la actividad de la enzima nitrogena-
sa en los medios de cultivo NFCC y NFCC modi-
ficado, utilizando una Gnica fuente de C (sacarosa
0 acido méalico) y como fuente de N glutamato.
Asimismo, se evalué mediante esta metodologia
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Figura42. Curvas de crecimiento en medio de cultivo LB, de la cepa UYSO10 y las diferentes mutantes.
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el efecto del numero de célulasinoculadas, el uso
de antibidticos, asi como el empleo de medio de
cultivo liquido. Los resultados obtenidos mostra-
ron que todas las cepas, con excepcion de la
doble mutante, presentaron actividad nitrogenasa
en la mayoria de las condiciones. Asimismo, el
agregado de antibiéticos en el medio de cultivo no
mostro diferencias en la actividad de la enzima,
sinembargo, elinocular el vial con 1 x 107 células/
vial mostré una mayor actividad enzimatica, que
el inocular con 1 x 108células.

A modo de conclusion, los resultados mostra-
ron que la mejor condicién ensayada fue cuando
se utilizé unindculo de 1x107 células en medio de
cultivo NFCC (sin modificar) liquido y sin el agre-
gado de antibioticos. En dicha condicion se ob-
servl produccion de etileno en la cepa parental y
en las mutantes excepto en la doble mutante
(Tabla21). Finalmente se realizé un dltimo ensa-
yo de reduccién de acetileno utilizando el medio
de cultivo NFCC sin el agregado de molibdeno.
Los resultados mostraron el mismo patron men-
cionado enelcual, la inica cepa que nofue capaz
de reducir acetileno fue la doble mutante (Tabla
21).

Tabla 21. Actividad nitrogenasa de la cepa
UYSO10 parental y las mutantes.
NFCC (+M09,1pM) NFCC(-Mo)
Cepa Produccion de etileno
UYSsO10
AnifH + +
AnifH pnifH + +
AanfH + +
AanfH panfH + +
AnifH-AanfH - -
AnifH-AanfH pnifH + +

UYSO10  AnifH  AnifH pnifH

UYSO10 AanfH AanfHpanfH

4.4.2 Caracterizacion in vivo de las
cepas UYSO10 parental y mutantes

Conelobjetivode evaluar el papeldelaFBN en
lainteraccion planta-bacteria, se realiz6 un ensa-
yo de respuesta de plantas de cafia de azlcar
micropropagadas a la inoculacién con las cepas
UYSO10 parental y las diferentes mutantes. El
mismo se realiz6 bajo condiciones controladas,
en un sistema donde previamente se reporto la
promocién del crecimiento vegetal por la cepa
UYSO010 (126, 168).

El analisis estadistico de los parametros
biométricos evaluados, mostraron que lainocu-
lacion con las cepas UYSO10 AnifHy UYSO10
AanfH (simples mutantes), no fue significativa-
mente diferente de la inoculacion con la cepa
parental. Sin embargo, cuando se inoculd la
cepa UYSO10 AnifH pnifH (doble mutante), se
observo un aumento significativo del crecimien-
to de las plantas de cafia de azUcarenun 19 %
enlaaltura, 8 % en el diametroy un 40 % en la
acumulacién de N, mientras que al inocular con
la cepa UYSO10 AanfH panfH se registré un
aumento de un 30 % en la acumulacién de N.
Por otro lado, la inoculacion con UYSO10 Ani-
fH-AanfH (AA), mostré una disminucion signifi-
cativa del crecimientoenun 9 % en la altura,
13 % en el diametro y un 32 % en el peso seco
aéreo, en comparacion con la cepa UYSO10
parental (Figura 43 y 44). Asimismo, la res-
puesta de las plantas a la inoculacion con las
cepas UYSO10 AA, conteniendo en plasmidos
el promotory el gen nifH (AA pnifH) o anfH (AA
panfH), mostraron unarecuperacion del efecto
promotor del crecimiento vegetal (Figura 43y
44).

UYSO10  AA  AApnifi AA panfH

Figura43. Vista del ensayo de PCV de plantas de cafia de azlcar inoculadas con las cepas UYSO10

parental y mutantes, a los 3 meses pi.
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Figura44. Respuesta de plantas de cafia de azlcar a la inoculacién con la cepa parental y las mutantes
en las enzimas nitrogenasas. Con asteriscos se indican los tratamientos que difieren
significativamente del tratamiento inoculado con la cepa UYSO10 (*p<0,1,**p<0,05,***p<0,01).

4.5 DISCUSION

4.5.1 FBN en gramineas por endofitos
diazotrofos

El estudio de BPCV asociadas a gramineas,
ha aumentado considerablemente a nivel mun-
dial, buscandose extender los conocimientos de
la FBN muy estudiada en leguminosas (199).
Varios endofitos PCV han sido descriptos como
biotecnol6gicamente promisorios, siendo la FBN
y la produccién de fitohormonas, los principales
mecanismos reportados como responsables de
la promocioén (42, 184, 200, 201).

Mediante el empleo de técnicas isotépicas del
15N, se ha demostrado que diversos cultivos de
gramineas son capaces de adquirir partede suN

nutricional a partir de la FBN. En particular, para
el cultivo de cafia de azucar, se calculé que el N
proveniente de laFBN puede alcanzar hasta un
60 % envariedades cultivadas en Brasil y entre
34-59 % en variedades cultivadas en Uruguay
(71, 199). Asimismo, laexpresion de la nitroge-
nasa por bacterias endéfitas en los tejidos
internos de las plantas hospederas, se ha con-
firmado mediante diferentes aproximaciones,
incluyendo: i) la presenciay/o cuantificacion de
transcriptos del gen nifH, ii) la construccién de
fusiones de genes o de promotores con genes
reporteros, iii) inmunohistoquimica utilizando an-
ticuerpos contra la enzima nitrogenasayy iv) téc-
nicas isotopicas del **N aplicadas a plantas ino-
culadas con unabacteria, en condiciones contro-
ladas (202—-207).
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Conlafinalidad de poder determinar el rol de la
FBN en la promocidn del crecimiento vegetal, se
construyeron en las cepas endofiticas diazotroéfi-
cas G. diazotrophicus Pal5, K. pneumoniae 342y
Azoarcus sp. BH72, mutantes knockout en ge-
nes codificantes parala enzimanitrogenasa, par-
ticularmente en los genes estructurales nifD, nifH
y nifK respectivamente (115, 202, 208). En los
casos mencionados, mediante ensayos de res-
puestade las plantas hospederas alainoculacion
con las cepas parental y las mutantes, se pudo
demostrar que la FBN es al menos en parte,
responsable de la PCV observada, cuando se
evaluo los parametros biométricos altura, ancho
detallo, pesosecoy el Nincorporado. Tanto para
la cepa G. diazotrophicus como para K. pneumo-
niae se evalud también la colonizacion de las
plantas por las cepas parentales y mutantes, no
observandose diferencias significativas y sugi-
riendo que las mutaciones no afectaron la capaci-
dad colonizadora de las bacterias. Es de destacar
que, en todas las cepas nombradas, la Unica
nitrogenasa presente es deltipo MoFe-nitrogena-
sa, y que en ninguno de estos estudios se realizé
la construccion de la cepa mutada nif con la
complementacién posterior del gen eliminado en
trans (complementante).

4.5.2 Nitrogenasas

La nitrogenasa es la enzima encargada de la
reduccién del dinitrogeno a amonio. La misma
posee dos componentes proteicos generalmente
denominados como la proteina Fe y la proteina
MoFe. Estos términos hacenreferenciaalacom-
posicién metalica de los grupos prostéticos que
contienen dentro cada componente proteico. To-
dos los diaz6trofos conocidos poseen la MoFe-
nitrogenasay algunos poseen ademas unao las
dos nitrogenasas llamadas «alternativas»: laVFe-
nitrogenasay la FeFe-nitrogenasa (209). A pesar
de las diferencias en su contenido en metales,
estos subtipos son estructuralmente similares y
se encuentran filogenéticamente relacionados.
Sinembargo, la eficiencia de la MoFe-nitrogena-
sa es mayor, porque requiere de menos molécu-
las de ATP y menor poder reductor por molécula
de N, fijada (33). Por ser la MoFe-nitrogenasa
universal, laprimeraen ser descubiertay ser mas
eficiente, ha sido el subtipo méas estudiado. Se

postula que el tamafio de la poblacion de diazotro-
fos equipados Unicamente con la MoFe-nitroge-
nasa supera en varios ordenes de magnitud a
aquellos que contienen a su vez nitrogenasas
alternativas (209). Por estos motivos, han sido
pocos los trabajos que buscaron comprender el
rol de las nitrogenasas alternativas.

El organismo modelo més estudiado por po-
seer las 3 variantes de nitrogenasas ha sido A.
vinelandii. Estudios en este organismo han de-
mostrado unaregulacion jerarquica por disponibi-
lidad de metales, donde en presencia de Mo, se
expresa la MoFe-nitrogenasa y se reprimen las
otras formas. En ausencia de Mo y presencia de
V, se expresa la VFe-nitrogenasa y solo en
ausencia de ambos metales lo haria la FeFe-
nitrogenasa (210, 211). Estaregulacion fisiologi-
cade segun la disponibilidad de metales ha sido
entendida como de optimizacion del proceso por
parte del organismo (33). En el mismo sentido, en
la cepa Rhodobacter capsulatus que posee la
MoFe-y FeFe-nitrogenasa, la cepa mutante Ani-
fHDK (FeFe-nitrogenasa funcional), no pudo cre-
cerde formadiazotréfica o expresar los genes anf
enconcentraciones de Mo>10Nm(212). Curiosa-
mente estarepresion de las nitrogenasas alterna-
tivas en A. vinelandii se observa solamente a
temperaturas mayores a 15 °C y no por debajo
(213), sugiriendo que la temperatura puede ser
otro factor de regulacién. A partir de estas obser-
vaciones, surge unade las hipotesis de la existen-
cia de las nitrogenasas alternativas, la cual pos-
tula que las mismas estan especializadas para
ser activas en ambientes especificos (209). Sin
embargo, en aparente contradiccion, la VFe-y
FeFe-nitrogenasa estan presentes en organis-
mos que habitan diversos ambientes descono-
ciéndose su real contribucién (214).

Por otro lado, a partir de estudios transcript6-
micos realizados en A. vinelandiiy Rhodopseudo-
monas palustris, se comprob6 que cuando se
expresan las nitrogenasas alternativas, se obser-
va un gran aumento de los genes de adquisicion
de nitr6geno (210, 215). Entre los genes sobreex-
presados se encuentran los asociados al trans-
porte de compuestos nitrogenadosy al acceso de
N fijado. De esta forma, se hipotetizé una nueva
forma de regulacion de las enzimas alternativas,
sugiriendo que su expresion podria responder a
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los niveles de falta de N fijado, en vez de ser una
respuestadirectaalapresenciade metales (215).

Actualmente, mediante estudios de gendmica
comparativa se ha propuesto que la presenciade
nitrogenasas alternativas no se encuentra tan
restringida como se ha sugerido (216). A su vez,
un nuevo método llamado ISARA (Isotopic ace-
tylene reduction assay), ha sido desarrollado para
discriminar la actividad de cada subtipo de nitro-
genasa (214). Al aplicar esta técnica, se pudo
comprobar que las nitrogenasas alternativas con-
tribuyen significativamente ala FBN en muestras
ambientales (214, 216).

Teniendo en cuentala bibliografia consultada
con respecto a las nitrogenasas alternativas, se
puede apreciar que quedan muchas interrogantes
aln por responder acerca de cdmo es la regula-
cion de su expresion, siestaregulacién es univer-
sal, asi como el entender cudl es su rol en el
ambiente.

4.5.3 Caracterizacion de las
nitrogenasas presentes en la cepa
UYso10

Mediante el ensayo de reduccion de acetileno,
se determind previamente que la cepa Kosakonia
sp. UYSO010, presentala capacidad de fijar biol6-
gicamente el N, atmosférico in vitro (71). Asimis-

A uyso10
DSM 16656 T e s B R E
B UYSO10
DSM 16656

Q

anfA

nifu

mo, estudios bioinforméticos determinaronla pre-
senciaen elgenomade 2 operones que codifican
paralas enzimas MoFe-y FeFe-nitrogenasa (Fi-
gura 45) (Beracochea en preparacion). Con el
objetivo de evaluar el efecto de la FBN en la
capacidad PCV observada para esta cepa y el
papel que juega cada subtipo de nitrogenasaenel
mismo, se construyerony caracterizaron mutan-
tes individuales y dobles por delecion de uno de
los genes estructurales de cada nitrogenasa, nifH
y anfH.

Los resultados obtenidos demostraron que la
reduccion de acetileno se detect6 en todas las
condiciones ensayadas exceptuando enladoble
mutante AnifH-AanfH, lo que confirma que solo la
delecion de ambos genes estructurales impide la
FBN. Observaciones similares fueron reportadas
en Rhodopseudomonas palustris, diazotrofo que
posee 3 nitrogenasas, donde mutantes capaces
de expresar una Unica nitrogenasa fijaron el N,
atmosférico, pero no lo hizo la triple mutante
(AnifHAvnfHAanfA) (215). Asimismo, en nuestro
modelo de estudio, la inhibicion de la FBN se
revirtié tras la complementacion en trans con un
plasmido conteniendo el gen nifH o anfH con sus
promotores correspondientes.

Los resultados obtenidos también demostra-
ron que laactividad de la FeFe-nitrogenasano es
inhibida por la presencia de Mo (9,1 uM), ni
tampoco se observé un aumento de su actividad

50%

nifS
nifV
nifZ
nifM
nifL
nifA
nifg
nifQ

flavodoxin

50%

anfK
anfG

anfH

2
]

Figura45. Arreglo genémico de los genes que codifican para la MoFe-nitrogenasa y FeFe-nitrogenasa en
la cepa UYSO10 y su comparacion con la cepa K. radicincitans DSM16656". A. Comparacién del
operdn nif. B. Comparacion del operén anf. Para su construccién se utilizé la homologia de
secuencia a nivel de aminoacidos. La figura fue gentilmente cedida por Martin Beracochea

(Beracochea en preparacion).
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al disminuir la concentracion de dicho metal. Si
bien, puede que la presencia de Mo ejerza una
inhibicion de la enzima a mayores concentracio-
nes, este no parece ser el caso, ya que concen-
tracionesde 1 uMy 10 nM inhibieron la expresion
de las nitrogenasas alternativas en los diazétrofos
A. vinelandii y R. capsulatus, respectivamente
(211, 212). Uncaso similar al aqui observado fue
reportado en el diazétrofo R. palustris, donde una
cepamutante enla MoFe-nitrogenasa, creciendo
diazotréficamente en presenciade unasal de Mo
(15 nM a 100 iM), expreso la VFe- y FeFe-
nitrogenasa, segun la disponibilidad de V en el
medio de cultivo (215). Esta observacién también
se realizé en Rhodospirillum rubrum, donde la
bacteria sintetizé la FeFe-nitrogenasa en presen-
ciade Mo, cuando la MoFe-nitrogenasano podia
ser expresada de forma funcional (217).

Por otra parte, lacepaUYSO10 expresandola
FeFe-nitrogenasa fue capaz de crecer en medio
conteniendo V (17 uM) y mostrar actividad ARA
(datos no mostrados). Todas estas observacio-
nes en conjunto sugieren que la expresion de la
FeFe-nitrogenasa de Kosakonia sp UYSO10 no
es afectada por la concentracion de los metales
Mo y V en el medio de cultivo.

Recientemente se publicé un articulo muy
similar al trabajo aqui realizado. En el mismo se
construyeron a partir de la cepa K. radicincitans
DSM166567 las mutantes AnifH, AanfH y AanfH-
AnifH, las cuales fueron evaluadas en su capaci-
dad de FBN, mediante la medicion del contenido
de N e incorporacion de *N. Los resultados mos-
traron la contribucién de N de la MoFe-nitrogena-
sa, pero no de la FeFe-nitrogenasa, bajo las
condiciones ensayadas (218). También evaluaron
disminuir la cantidad de Mo del medio de cultivo
de 230 uM a 0,4 uM, sin observar efecto sobre la
FeFe-nitrogenasa. Es muy interesante resaltar
gue sibienlacepaDSM16656"posee un 98.91%
de similitud anivel genémico conlacepaUYSO10
y ambas poseen el mismo arreglo genémico de
los operones nif y anf con casi un 100 % de
identidad en la secuencia de aminoacidos (Figura
45) (Beracochea en preparacion), los resultados
obtenidos por dichos autores son diferentes alos
obtenidos por nuestro grupo. Entre las posibles
causas para explicar esta situacion se podrian
enumerar i) la existencia de mutaciones puntua-
les en los genes que codifican para la FeFe-

nitrogenasa, que impidan la actividad en la cepa
DSM16656, ii) que la mutante AnifH construida
por Ekandjo y colaboradores tenga algun efecto
sobre la FeFe-nitrogenasa o iii- la diferencia pro-
venga del medio de cultivo y condiciones de
crecimiento ensayadas.

En su conjunto los resultados muestran falta
todavia conocer como es la regulacion de los
subtipos de nitrogenasas en Kosakonia sp.
UYSO010, aunque todo sugiere que no es Unica-
mente por la disponibilidad de metales (Mo, V).

4.5.4 La FBN es responsable en parte
de la PCV de cafias de azucar
inoculadas con la cepa UYSO10

En el presente estudio los resultados mostra-
ronquelaFBN es almenos en parte, responsable
de lapromocion del crecimiento vegetal de cafas
de azucar por la cepa UYSO10. Esta afirmacion
se basaen que lainoculacion de plantas de cafia
de azucar con la cepa mutada en ambas nitroge-
nasas tuvo un efecto negativo sobre los parame-
tros de crecimiento evaluados. Asimismo, se
observé que las deleciones de los genes nifH o
anfH por separado, no mostraron un efecto enla
PCV, sugiriendo que la FBN esta ocurriendo en
ambas condiciones.

El género Kosakonia ha sido recientemente
definido a partir de un grupo de cepas anterior-
mente clasificadas como pertenecientes a el gé-
nero Enterobacter (74). Dichas cepas han sido
principalmente reportadas como asociadas a plan-
tas y se las ha descripto como promotoras del
crecimiento vegetal (166, 219-223). En particular,
las cepas Kosakonia sp. NN145S y NN143E
mostraron ser capaces de promover el crecimien-
tovegetal de plantas de cafia de azlicar micropro-
pagadas y se demostrd, mediante ensayos de
dilucion isotépica del N que la FBN era uno de
los mecanismos actuantes (224). En otro trabajo,
la cepa Kosakonia sp R4-368, aislada de plantas
de Jatropha curcas, mostré ser capaz de reducir
acetileno y promover el crecimiento vegetal de
dichaplanta (225). Estudios bioinformaticos rea-
lizados por estos autores concluyeron que el
genoma de esta cepa posee Unicamente el ope-
ron nif. Al realizar mutantes knockout en los
genes nifH, nifD y nifK por separado, observaron
gue las cepas mutadas perdian la capacidad de
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reducir el acetileno y de promover en parte el
crecimiento vegetal. Asimismo, los autores ob-
servaron que las poblaciones de la cepa parental
y mutantes que colonizaron las plantas fue simi-
lar, porlo que las mutaciones no estarian afectan-
do la colonizacion de la planta por la bacteria
(225). Porotrolado, enlas cepas K. radicincitans
DSM16656™ y UMENt01/12, K. oryzae Ola51T y
YD4 y Kosakonia sp. NN145S y NN143E, se ha
descripto la presencia de la Mo- y la FeFe-
nitrogenasa (218, 224, 226). Sin embargo, hasta
la fecha no se ha evaluado el efecto de cada
nitrogenasa en la planta, mediante la construc-
cion y evaluacion de cepas mutantes.

En los dltimos afios se ha incrementado el
interés en el estudio de cepas pertenecientes al
género Kosakonia y su interaccion con las plan-
tas. En ese sentido han sido varios los reportes de
promocion del crecimiento de diversos cultivos
por la inoculacion de cepas de este género,
realizados en condiciones de invernaculo y cam-
po (20, 166, 227) sefialandose en algunos casos
ala FBN como uno de los mecanismos promoto-
res del crecimiento vegetal [(224, 225), sin embar-
go, poco se conoce acerca de la regulacion y
actividad de los subtipos de nitrogenasas que
presentan. En el presente trabajo, observamos
gue tanto la MoFe-nitrogenasa como la FeFe-
nitrogenasa son funcionales y se encuentran ac-
tivasinvitro. Curiosamente, la FeFe-nitrogenasa
no parece estar regulada por los niveles de Moy
V en el medio de cultivo. Asimismo, los ensayos
in vivo muestran que la FBN es uno de los
mecanismos responsables de la promocién de
estacepay que lapresenciade unauotraenzima
poseen el mismo efecto sobre las plantas. A partir
delo antedicho, se propone el género Kosakonia
como un interesante modelo de estudio para
seguir profundizando y evaluar laimportancia de
los subtipos de nitrogenasas en el contexto de la
PCV.

5. CONCLUSIONES GENERALES

1) Se demostraron los efectos PCV de cuatro
diazétrofos, probables enddfitos, alinoculare-
se en las variedades de cafia de azlicar mas
comunes cultivados en Uruguay en condicio-
nes de invernaculo y campo. Estos efectos
fueron diferenciales de acuerdo al genotipo de
la planta, asi como por el nivel de fertilizacion
quimica nitrogenada, sugiriendo la posible
participacion de la FBN en los efectos PCV
observados. Los resultados resaltanlaimpor-
tancia de continuar las evaluaciones de las
cepas PCV de la coleccién como inoculantes
en sistemas mas complejos, ya que son los
pasos necesarios y sientan las bases para su
aplicacion biotecnol6gica como biocinsumos.

2) Las cepas UYSO10 y UYSO024, presentan
diversas caracteristicas fenotipicas potencial-
mente involucradas en la interaccion y son
endofitos verdaderos de cafia de azlcar.

3) Sedescifraron parte de las proteinas involucra-
das en los primeros pasos de la interaccién
planta-bacteria. Particularmente en presencia
de los exudados radiculares de plantas de
cafia de azlcar, ambas cepas adaptan su
proteoma con la finalidad de transportar y
metabolizar diferentes nutrientesy de interac-
cionar con la planta huésped.

4) Selogrédeterminar que las nitrogenasas codi-
ficadas enelgenomadelacepaUYSO10son
funcionalesy quela FBN es al menos en parte,
responsable de la PCV de cafia de azUcar in
vivo por la cepa UYSO10.

En su conjunto los resultados son muy nove-
dosos y promisorios, los cuales justifican el con-
tinuar estudiando los mecanismos moleculares
imperantes en la interaccién cafia de azlcar-
bacteria, asi como enlapromocion del crecimien-
to vegetal, conocimientos basicos necesarios
paraeldesarrollo futuro de un bioinoculante para
el cultivo en estudio.



A.l. Medios de cultivo para bacterias

Medio de cultivo triptona-extracto de
levadura (TY) (228)

Componentes Cantidad
I 0] 0] o F- T SO RO 50¢g
Extracto de levadura

CaCl, 0,68 g

H,0 c. s. p. 1 litro

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) (229)

Componentes Cantidad
B I 1] 0] (] o F- TP 10,0 g
Extracto de levadura ........cccoeeeveeeieneiennnnn. 50¢g
NACH .o 50¢g

H,0 c. s. p. 1 litro

Anexo A:

Medios de cultivo y
soluciones

Medio de cultivo LGI (230)

Componentes Cantidad
AZUCAr CriStal ...veeeeeeeeeee e 50¢g
KLHPO, 0,2g
KH,PO, 0,69
MgSO,. TH,O oo, 0,29
CaCl, ... ..0,015 g
Solucién FEEDTA 1,64 % ....ccvvvvvevvneaennnnns 4,0 ml
FeCIS. BH,O i 0,01 ¢
Na,MoO,. 2H,O.....ccoveiiiiiiii, 0,002 g
Solucién de vitaminas ........oeeeveveeeeeeeeenenes 1,0 ml
Extracto de levadura*...........cccccooviiinivnnnnn. 0,05¢
Azul de bromotimol 0,5 % .......cccceevveeeennn. 5,0 mi

H,0 c. s. p. 1 litro

Solucién de vitaminas

Biotina ... 0,01 ¢
Pyridoxal-HCl ..o, 0,02 ¢
H,O0cC. 8. p. L IItro v,

Ajustar el pH a 6,0-6,2 con solucién H,SO, 5 %.
*Agregar el extracto de levadura solamente para los
medios soélidos.
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Medio de cultivo NFCC (231)

Medio de cultivo CAS (232)

Componentes Cantidad Componentes Cantidad
Acido MANCO ..o, 500 Medio base
GlUCOSA ...veveeeceecveceeee e 2,59 Solucion salina* ..o, 100 ml
Acetato de SO0 .....c.oveeeveeeeeeeeeeereeenns 2,46 ¢ PIPES s 30,24 g
Piruvato de sodio .........cccvvveeeeeiiiiiiiiiiinenn. 2,53¢g Extracto de levadura desferrado ................. 1.0g

MACI IM i 1,0 ml
NaOH ..o 4,79

CaCl, 0,1 Moo 1,0 ml
KOHPO, 0,1g _

Manitol o 1049
KHPO 049 Agua desionizada...........cccccoeveviiiiiiieeeannnnn 748 ml
MOS0, THO oo, 0249 AQar 15,09
NACH .o 0,19
CaCI2 .................................................................................................... 0,02 g Solucion salina
FECL 0,019 KH,PO, o, 0,39
NaMoO,. 2H,O .......cccevvveieirccccc 0,002 g NACT e 0,59
Azul de bromo“mo' .............................. 2,5 mg NH4CI ...................................................... 1,0 g
H,0 c. s. p. 1 litro AQAr 3,759
Ajustar el pH a 6,8. Para la preparacion de los H,O0 €S P 100 ml
medios semisélidos, agregar 20 mg/l de extracto
de levaduray 2,4 g de agar. Solucion colorante
En este trabajo se utilizaron también variantes del CAS 60,48 g
medio de cultivo NFCC, donde las fuentes de C Agua desionizada........cccooeeeeeveveerevesrrnenn. 59 ml

fueron sustituidas por sacarosa 0,5 % o &acido
malico 0,5 %y el extracto de levadura por glutamato
0,05 mM.

Preparacién: Agregar al medio base estéril 10 ml de
glucosa 20 % estéril. Por otro lado, agregar a la
solucién colorante 1 ml de una solucion de FeCl,
(135 mg de FeCl,. 6H,0 en 50 ml de una solucion
HCI 0,01 N). A continuacion, agregar dicha solucion
gota a gota sobre una solucion de HDTMA 72,88 mg
en 40 ml de agua desionizada. Finalmente, agregar
la solucion resultante al medio base justo antes de
armar las placas.

En este trabajo, se sustituy6 en la receta original
las fuentes de C, utilizando las presentes en el
medio de cultivo NFCC, acido malico 5 % (p/v),
glucosa 2,5 % (p/v), piruvato de sodio 2,53 % (p/v)
y acetato de sodio 2,46 % (p/v).



94 Interaccién entre las cepas endoéfitas Kosakonia sp. UYSO10 y Rhizobium sp. UYS0O24 y plantas de cafia de azlcar

Medio de cultivo Aleksandrov (233) Soluciéon de vitaminas del medio de cultivo

Componentes Cantidad Staba
SACAIOSA .evvvvvrviiiiiiiiiiiee s 10,09 Componentes Cantidad
KGHPO, oo 15 ACIO FOlICO v, 50 mg
MGSO,. TH,0 cooeoicoeeeeeeeoeeeeeeeeeeee 059 Biotina ... 100 mg
CACO, o 1,0g  ClOM0 CONA cossvrss s 100 mg
AGAC it 15,09 ACIO PantOLENICo ..o 100 mg
H,0 c. s. p. 1 litro TIAMINGA .evviiiiiieeeeece e 100 mg
Ajustar el pH a 7,5. Nicotinamida .........cccovevvvviiriiee e, 200 mg
PiridoXina .......covveeeiiiiiiiiiiiieecee e 200 mg
Acido aminobenzoiCo .........ccccvevevevirenane. 200 mg

A.2. Medio de cultivo para plantas H,0 c.s. p. 1 litro

Agregar al medio de cultivo base MS solucion de

Medio de cultivo MS (234) vitaminas 1 ml/l, sacarosa 20 g/l y mioinositol 100

Componentes Cantidad mg/l. Ajustar el pH a 5,8.

NH,NO, 1650 mg En esta tesis se trabajo con una modificacion del
KNO ;i 1900 mg medio cultivo, para ello se prepar6 el medio MS
CaCl,. 2H,0 ..o 440 mg diluido al decimo y sin agregar la fuente de N
Y Te TS I { S o N 370 mg (NH,NO,niKNO,) (124).

A.3. Soluciones

Solucién de Bradford (145)

ZNSO,. TH,O oo 8,6 mg : )

Disolver 100 mg de Azul Comassie G-250 en 50
NaMoO,. 2H,O ......cccceeiiiiiiiiiis 0,25 mg mL de EtOH 95 %. A continuacién, agregar 100 ml
CUSO5H,O .o, 0,025 mg de H3PQ4 85 % y agua destilada hasta 200 ml.
COCL,. BH,0 ..o 0,025 mg Filtrar la solucion 4-5 veces.
EDTA o 37,3 mg
FESO,. TH,O oo 27,8 mg

H,0 c. s. p. 1 litro
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