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RESUMEN

Festuca arundinacea (Festuca) es una graminea forrajera perenne invernal introducida en muchas
partes del mundo por su alta productividad y persistencia. En nuestro pais, esta especie se siembra
en mas del 70% del drea de praderas artificiales, empledndose como forraje para ganado. La cepa
Streptomyces sp. UYFA156 fue aislada del interior de semillas de F. arundinacea cultivar SFRO Don
Tomads, y demostré ser promotora del crecimiento vegetal (PCV) en su hospedero natural, pero no
en la variedad comercial Tacuabé. La hipdtesis de este trabajo es que la inoculacién de la cepa
UYFA156 provoca la PCV en su hospedero natural indirectamente, mediante la alteracidn estructural
y fisiolégica de la microbiota endofitica bacteriana asociada. El objetivo de este trabajo fue
profundizar en el conocimiento de las bases moleculares imperantes en la interaccién F.
arundinacea - Streptomyces UYFA156 - microbiota endofitica desencadenantes de la PCV del
hospedero. Mediante microscopia confocal y recuento bacteriano se determind que la cepa
UYFA156 es un enddfito verdadero de los cultivares SFRO Don Tomas (interaccién compatible: PCV)
y Tacuabé (interaccién incompatible: no PCV). El genoma de la cepa UYFA156 fue secuenciado,
anotado y analizado, determindndose que pertenece a la especie S. albidoflavus. En el genoma se
identificd un alto nimero de genes codificantes para metabolitos secundarios, lo cual es uno de los
principales rasgos de las bacterias del género Streptomyces. A su vez, se evalud el efecto modulador
de la cepa UYFA156 sobre otros miembros de la microbiota de festuca en ensayos en placa, y
mediante secuenciacidn masiva del gen ARNr 16S. Los resultados mostraron que la inoculacién con
la cepa UYFA156 provoca cambios en la diversidad y riqueza de las comunidades endofiticas de
manera diferencial segln el cultivar, y afecta el crecimiento de otras cepas enddfitas de festuca. Por
ultimo, mediante ensayos bioquimicos y transcriptémicos se evalud el efecto de la presencia de la
cepa UYFA156 sobre la fisiologia y la expresidon génica de la cepa Microbacterium sp. UYFAGS,
también aislada del cultivar SFRO Don Tomas, productora de auxinas y PCV en ese cultivar la cual es
utilizada como modelo para representar los efectos de la cepa UYFA156 sobre la microbiota
endofitica de plantas de festuca. Los resultados mostraron que el sobrenadante del medio de cultivo
de la cepa UYFA156 estimula significativamente la produccion de auxinas en la cepa UYFAG8. A su
vez, estudios de transcriptémica en idénticas condiciones mostraron cambios en la expresion génica
de la cepa UYFA68 por la presencia de UYFA156. Los estudios realizados a lo largo de esta tesis
permitieron una mayor compresion del sistema F. arundinacea — Streptomyces UYFA156-
microbiota y los mecanismos subyacentes en la promocién del crecimiento vegetal en este sistema.
En suma, en este trabajo se presentan evidencias de modulaciéon del resto de la microbiota por parte
de la cepa S. albidoflavus UYFA156, lo cual abre nuevas preguntas tanto a nivel de la bioquimica
como de la ecologia y evolucion del sistema. Estudios posteriores podrian apuntar a identificar las
sefiales producidas por la cepa UYFA156 que llevan a los cambios fisiolégicos y ecoldgicos

observados.



CAPITULO 1

CAPITULO 1

INTRODUCCION

HOLOBIONTE

En los ultimos afios, se ha demostrado que las plantas, asi como otros macroorganismos, se
encuentran compuestos por varios organismos, tanto macro como micro, que coexisten entre si y
dan forma a los fenotipos que se observan macroscépicamente (Vaz Jauri et al. 2022). Por tanto, se
ha definido el término holobionte para referirse a un organismo huésped junto a todos sus
microorganismos asociados (Rosenberg et al. 2007), (Baedke et al. 2020). Este concepto cambia
revolucionariamente la forma en que se estudian los organismos vivos, dando mayor prioridad al

estudio de las plantas en conjunto con sus organismos asociados.

Los microbios beneficiosos median las respuestas del holobionte de la planta al estrés abidtico y
bidtico y permiten que el holobionte de la planta se adapte a las variaciones ambientales. La planta
hospedera puede entonces modificar la abundancia y composicion de especies microbianas
beneficiosas dentro del microbioma, al menos en parte, mediante la secrecién de compuestos

bioquimicos (Vandenkoornhuyse et al. 2015).

INTERACCION PLANTA-ENDOFITO

El término enddfito refiere a aquellos microorganismos capaces de ser aislados o extraidos de
tejidos de plantas esterilizadas en su superficie y que no causan un dafio aparente en la misma
(Gouda et al. 2016). Posteriormente se definid como enddfitos "verdaderos", aquellos que no solo
son aislados de tejidos estériles, sino que ademas se evidencia su presencia dentro de los tejidos
mediante técnicas de microscopia (Reinhold-Hurek and Hurek 1998). Por ultimo, los endéfitos
deben cumplir también el postulado de Koch, pudiendo re-infectar al hospedero en caso de la
inoculacidn de las plantas con los mismos (Raaijmakers et al. 2009), (Segre 2013). Estos enddfitos
cumplen un rol fundamental en la salud vegetal de las plantas, siendo parcialmente responsables

del fenotipo observado.

La colonizacion de raices por bacterias endéfitas consta de varias etapas. En la etapa inicial, las
bacterias se trasladan a las raices de las plantas de forma pasiva a través de los flujos de agua del
suelo o de forma activa a través de la induccion especifica de la actividad flagelar por parte de los
compuestos liberados por las plantas. Luego, se lleva a cabo la adsorcion no especifica de bacterias
alas raices, seguida por el anclaje (tercer paso), lo que da como resultado la unién firme de bacterias

a la superficie de la raiz. Pueden surgir interacciones complejas entre la bacteria y la planta
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hospedera, incluida la secrecidon de exudados de raices, que pueden resultar en la induccion de la
expresion génica bacteriana (cuarto paso). Posteriormente, las bacterias enddfitas (quinto paso)
pueden ingresar a su planta huésped en los sitios de dafio tisular, que surgen naturalmente como
resultado del crecimiento de la planta (formacién de raices laterales), o a través de los pelos

radiculares y en las conjunciones epidérmicas (Sprent and de Faria 1988), (Badri et al. 2009).

Las bacterias endéfitas presentan un comportamiento similar al de bacterias patdgenas, en lo que
refiere a sus mecanismos de infeccidn y tejidos a colonizar. Dadas estas similitudes, varios autores
han buscado caracteristicas Unicas que permitan diferenciar una bacteria patégena de una
endofitica. A pesar de poseer caracteristicas comunes, la diferencia radica en los mecanismos de
expresién, regulacién de su expresién génica y los mecanismos de comunicacién molecular con la
planta (Lopez-Fernandez et al. 2015). Esto deja al descubierto que la interaccion planta-

microorganismo es compleja y multifactorial.

Las bacterias endofiticas se encuentran en un nicho ecoldgico favorable en relaciéon a las bacterias
presentes en el suelo. Existe una menor competencia con otros microorganismos, menor estrés
ambiental y facilidad para la adquisicidn de nutrientes. A su vez, se establece un didlogo molecular
mas directo con la planta, permitiendo un mayor provecho de sus efectos beneficiosos en relacién
a aquellas bacterias que se encuentran en las proximidades de la raiz (bacterias rizosféricas)
(Carvalho et al. 2016).

INTERACCION PLANTA-BACTERIA

La gran mayoria de las plantas se encuentran en intima asociacidn con los microorganismos. A este
conjunto de microorganismos asociados a la planta se le denomina microbiota (Figura 1.1).
Particularmente las asociaciones planta-bacteria pueden ser de tipo patogénicas, sinérgicas, neutras
o simbidticas. En el caso de una interaccidon mutualista, ambos organismos se ven beneficiados. Esta
interaccion se encuentra fundamentalmente en las raices de las plantas, donde se encuentra una
mayor abundancia de microorganismos. En este contexto de interaccidén, se puede dar una
facilitacion de nutrientes como el nitrégeno, fésforo y hierro por parte de la comunidad bacteriana,
mientras que la planta provee un ambiente controlado de crecimiento y supervivencia para las
bacterias. Por tanto, la microbiota presenta un rol fundamental en la productividad y salud vegetal
(Gouda et al. 2016). Actualmente, muchos laboratorios a lo largo del mundo tienen como objetivo
el analisis de dichas comunidades asociadas a las plantas, dado que su manipulacion podria permitir
un aumento de la produccién agricola mediante el control de enfermedades y la facilitacidon de
nutrientes; reduciendo la incorporacion de fertilizantes quimicos a la tierra, con los efectos

negativos a nivel ambiental que esto contrae (Turner et al. 2013).
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TRENDS in Microbiology

ngura. i.l Mécanismos de colonizacién de las ra_l’ces de las plantas pof parte de‘bactefias qué alcahzan la raiz en forma
estocastica (en rojo), bacterias oportunistas atraidas hacia la raiz por sefales quimiotacticas (en azul) y bacterias
endofiticas (en amarillo) las cuales tienen la capacidad de colonizar activamente los tejidos internos de la planta. Extraido
de Hardoim et al. 2008.

DIALOGO MOLECULAR PLANTA - ENDOFITO

Existe una creciente demanda de métodos que permitan la fertilizacidn del suelo minimizando los
efectos negativos de los agroquimicos convencionales, como lo son la eutrofizacion de los cursos de
agua cercanos (Adesemoye and Kloepper 2009). Es por este motivo que en la actualidad se investiga
a nivel mundial a los microorganismos promotores del crecimiento vegetal asociados a cultivos de

interés agrondmico y los mecanismos genéticos involucrados en estas interacciones.

El término “didlogo molecular” entre plantas y microorganismos fue originalmente acufiado por
Jean Denaire en 1993 para hacer referencia al intercambio de sefiales quimicas que conduce a la
infeccién de los pelos radiculares y a la formacién de nddulos radiculares en las leguminosas por
parte de rizobios (Denarie et al. 1993). Este tipo de interaccidon involucra dos grupos principales de

moléculas: los flavonoides inductores del gen nod de las bacterias y el lipoquitooligosacarido
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(Cooper 2007). Sin embargo, poco se sabe de las interacciones de las plantas con otros

microorganismos, como las micorrizas arbusculares o las bacterias enddfitas.

Se demostré que la estructura de la comunidad de bacterias enddfitas se ve fuertemente afectada
por la especie de la planta, incluso hasta el nivel de cultivar (Ulrich et al. 2008), lo que apunta a la
existencia de asociaciones especificas entre los endéfitos y su planta huésped (Taghavi et al. 2009).
A pesar de esto, se han identificado algunas bacterias promiscuas en lo que respecta a la
colonizacion de plantas hospederas y los efectos beneficiosos de las plantas. Este es el caso de
Burkholderia cepacia Bu72, que se aislé de Lupinus luteus, pero también mejord significativamente

la produccion de biomasa de un cultivar de dlamo (Badri et al. 2009).

Por lo tanto, aun queda mucho por dilucidar respecto a las sefiales moleculares que median la
interaccion planta — bacteria (Dong et al. 2003). El conocimiento de genes involucrados en la
interaccion planta — endoéfito y su regulacién, es de vital importancia para el desarrollo de nuevas

estrategias en el campo de la bio-fertilizacidon con este grupo de microorganismos.

Comprender cdmo interactia la microbiota como comunidad también es una herramienta que
ayuda a predecir cémo reacciona esa comunidad al cambio y como ese cambio afectara al
hospedero. Sin embargo, analizar los componentes de la microbiota por separado puede ser dificil,
precisamente porque sus intrincadas relaciones dificultan la modificacién de un solo componente
sin afectar a los demas. Para sobreponerse a estas dificultades, es posible la eliminacion dirigida de
un grupo de microorganismos o de una cepa en particular. También es posible abordar esta
problemdtica mediante el crecimiento in vitro de cepas aisladas a partir de la microbiota. Esto
permite el estudio de la interaccién entre cepas que pueden resultar claves en la interaccién con el

hospedero (Romero et al. 2019).

PROMOCION DEL CRECIMIENTO VEGETAL POR BACTERIAS
ENDOFITAS

Los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal (PCV) se pueden clasificar en directos, como
la biofertilizacidn y la produccién de fitohormonas, o indirectos, como es el caso del control de
organismos patdgenos (biocontrol) y la induccidn de la resistencia sistémica de las plantas (Figura
1.2).

La capacidad de PCV de algunas bacterias enddfitas ha llevado a la busqueda de herramientas
biotecnoldgicas para el cuidado del medio ambiente, buscando la minimizacién del impacto de la
agricultura en los ecosistemas. Para esto, en los ultimos afios se han aislado microorganismos de

suelos, agua y plantas, y se han evaluado sus caracteristicas PCV asociadas a las plantas.
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Figura 1.2. Mecanismos de promocién del crecimiento vegetal por bacterias, agrupadas de acuerdo a mecanismos de
accion directos y mecanismos indirectos sobre la planta. Modificado de (Garcia-Fraile et al. 2015).

REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL O FITOESTIMULANTES

Muchas bacterias enddfitas producen fitohormonas, moléculas capaces de modular el crecimiento
vegetal. La capacidad de sintetizar fitohormonas se considera la principal caracteristica promotora
del crecimiento vegetal en bacterias (Egamberdieva et al. 2017). Entre las fitohormonas mas
frecuentemente producidas por bacterias estan las auxinas, giberelinas y citoquininas. Asimismo,
muchas bacterias enddfitas son capaces de regular los niveles de etileno producidos por la planta

mediante la secrecion de enzimas (Gamalero and Glick 2011).

Una de las fitohormonas mas estudiadas es la auxina acido indol-acético (AlA). Dicha auxina, afecta
la division, extension y diferenciacion celular vegetal; estimula la germinacidn de semillas; aumenta
la tasa de desarrollo del xilema y las raices, e inicia la formacidn de raices laterales y adventicias.
Asimismo, afecta la fotosintesis, la formacion de pigmentos, la biosintesis de varios metabolitos, asi
como la resistencia a condiciones de estrés (Glick 2012). El AIA puede ser sintetizado mediante seis
vias diferentes, cinco de ellas dependientes de triptéfano, el cual es secretado por la planta
(Spaepen et al. 2007). Estas vias incluyen: la via del acido indol piruvico, la via del indol-acetamida,
la via del indol-acetaldoxima, la via del indol-acetonitrilo, la via del indol-acetaldehido y la via de la

triptamina (Olanrewaju et al. 2017). (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Representacidon esquematica de las vias conocidas de sintesis de AIA en bacterias. Los diferentes colores
representan diferentes vias. Las lineas punteadas representan reacciones no enzimaticas. Modificado de (Olanrewaju et
al. 2017).

Por otro lado, se considera como fito-estimulacién a la regulacién del desarrollo radicular mediante
la produccion de compuestos volatiles como pueden ser el éxido nitrico, la acetoina o el butanodiol
(Sharifi and Ryu 2018). Esta regulacién del desarrollo vegetal se observa a nivel de la quiescencia
celular, la germinacién de las semillas, la formacién de las raices, la floracion, la ramificacién y la
maduracién de los frutos, influyendo en la resistencia de las plantas a factores ambientales (Taulé
2018).

BIO-FERTILIZACION
Las bacterias pueden tener también un rol como biofertilizantes al transformar nutrientes y

minerales como N, P, Ky Fe, a formas biodisponibles para las plantas. Esto es de suma importancia
en la agricultura, donde se utilizan fertilizantes quimicos para un mayor rendimiento agricola. Estos
fertilizantes quimicos son agregados en exceso y solo el 50 % de la cantidad suministrada puede
ser asimilada por las plantas. El resto se pierde por escorrentia y lixiviacion, contaminando cursos

de agua lo cual conlleva a graves problemas ambientales (Adesemoye and Kloepper 2009).

El nitrogeno es un elemento esencial para la sintesis de la mayoria de las biomoléculas y el principal

nutriente limitante en el crecimiento de las plantas (Azziz et al. 2012). Se encuentra en su mayoria
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en la atmésfera en forma de N, siendo la mayor parte de los organismos vivos incapaces de asimilar
el nitrégeno en esta forma. Sin embargo, en el proceso denominado fijacién bioldgica del nitrégeno
(FBN), el Ny es reducido a amonio (NH4*) por parte de un grupo de procariotas denominados
diazétrofos. De esta forma, el nitréogeno atmosférico se vuelve disponible para otros organismos
incapaces de llevar a cabo la FBN, aportando un 60% del total de nitrégeno fijado en el ciclo del N
(Valdez et al. 2016).

El fésforo es otro de los elementos esenciales que son necesarios para el crecimiento y desarrollo
de las plantas, constituyendo aproximadamente el 0,2% del peso seco de la planta (Alori et al. 2017).
En promedio, el contenido de fosforo del suelo es de aproximadamente 0,05 %(p/p), sin embargo,
solo el 0,1% del mismo estd disponible para uso vegetal (Zhu et al. 2011). Existen bacterias capaces
de aumentar la biodisponibilidad del fésforo en el suelo mediante dos posibles mecanismos (Zeng
et al. 2016). El primero de ellos es la solubilizacion de fosfato inorganico a partir de fosfato de calcio,
hierro o aluminio. Este proceso es posible gracias a la liberacion de acidos orgdnicos con capacidad
de quelar el calcio, hierro o el aluminio. El otro mecanismo posible para la solubilizacién de fosfatos
es la mineralizacién del fosfato organico, proceso en el cual se liberan iones ortofosfatos. Este
proceso requiere de la hidrdlisis por fosfatasas, las cuales son producidas como parte del

metabolismo de algunas bacterias del suelo (Khavkin 2021).

Finalmente, el hierro es un elemento que a pH neutro o alcalino se encuentra poco biodisponible,
dado que se encuentra mayormente en forma de hidréxidos insolubles. Algunas de las bacterias
presentes en la rizdsfera son capaces de producir y excretar compuestos quelantes del hierro,
conocidos como siderdéforos, en respuesta a la baja concentracidn de hierro disponible (Colombo et
al. 2014). Esto permite la internalizacidon del hierro mediante receptores de membrana externa
capaces de reconocer especificamente el complejo sideréforo-Fe* (Taulé 2018). Esto actia como
un mecanismo directo de promocién del crecimiento vegetal biodisponibilizando el hierro presente
en suelo, o como mecanismo indirecto mediante el control biolégico de otros microorganismos

patdgenos para la planta, mecanismo que se detalla a continuacion.

CONTROL BIOLOGICO
El término control biolégico refiere a la proteccién de una planta frente a un patégeno por medio

de un organismo vivo o sus derivados, evitando asi el establecimiento de un estado de enfermedad
en la planta (Thomashow 1996). En este sentido puede establecerse una competencia tanto por
nutrientes, como ser C, N, P, Fe, espacio, H,0, O,, luz, entre muchos otros (Lugtenberg et al. 2013).
Otro mecanismo que puede establecer el organismo bio-controlador es la produccion de

metabolitos secundarios tdxicos, como es el caso de las bacteriocinas y los antibiéticos, inhibiendo
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asi el crecimiento de patdgenos de la planta, estrategia frecuentemente utilizada para el control

bioldgico de nematodos u hongos fitopatogenos de planta (Tian et al. 2007).

INDUCCION DE LA RESISTENCIA SISTEMICA EN PLANTAS
El término resistencia sistémica inducida en plantas refiere al estado de resistencia

desencadenado por inductores biolégicos o quimicos, el cual protege frente a futuros ataques de
microbios patdgenos e insectos herbivoros (Induced systemic resistance by beneficial microbes).
Como indica su nombre, la resistencia sistémica inducida se caracteriza por una expresién no solo
local en el sitio de induccién, sino también sistémicamente en partes de la planta que estan

espacialmente separadas del inductor (Pieterse et al. 1998b).

El sistema inmunoldgico de las plantas posee receptores de reconocimiento de patrones (PRR:
pattern recognition receptors) los cuales han evolucionado para reconocer compuestos microbianos
comunes, como la flagelina bacteriana o quitina fungica, denominados patrones moleculares
asociados a patogenos o microbios (PAMP o MAMP: pathogen associated molecular patterns y
microbial associated molecular patterns, respectivamente) (Boller and Felix 2009), (Raaijmakers et
al. 2009). A su vez, las plantas también responden a sefiales endégenas consecuencia del dafio
causado por la invasién enemiga, llamados patrones moleculares asociados al dafio (DAMP: damage
associated molecular patterns) (Boller and Felix 2009). El reconocimiento de patrones se traduce en
una primera linea de defensa llamada inmunidad activada por PAMP (PTI), que mantiene a la
mayoria de los posibles invasores bajo control (Boller and Felix 2009). La resistencia inducida esta
regulada por una red de vias de sefializacidn interconectadas en las que las hormonas vegetales
como el acido jasmodnico y el etileno desempefian un papel regulador importante (Pieterse et al.
2012), (Pieterse et al. 1998).

EL GENERO STREPTOMYCES

Streptomyces es un género del orden Actinomycetales ampliamente estudiado por su capacidad de
produccién de metabolitos secundarios, pero menos estudiado como parte de la microbiota del
suelo, donde las bacterias de este género representan una alta proporcion del total. Son bacterias
Gram-positivas aerobias y sumamente versatiles en el nimero de compuestos organicos capaces de
utilizar como fuente de carbono y energia. Son microorganismos sumamente diversos en morfologia

y tamafio. Una particularidad que tienen estas bacterias es que tienen una forma de crecimiento
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filamentoso y forman esporas. El ciclo de vida de Streptomyces comienza como esporas
hidrofdébicas, uninucleadas y resistentes a la desecacidn. Estas caracteristicas permiten su facil
diseminacién en agua, viento y por eucariotas méviles como nematodos y artrépodos del suelo
(Lapaz 2019). Dichas esporas germinan y crecen, dando lugar a un micelio vegetativo ramificado
(Chater 1972). El crecimiento del micelio se da tanto a nivel apical como a nivel de ramificaciones,
hasta que sefiales ambientales tales como la privacién de nutrientes detiene el crecimiento micelar
y se activa el desarrollo de estructuras esporogénicas denominadas micelio aéreo (Loria et al. 2006).
Dichos micelios aéreos desarrollan septos y los nucleos se dividen en esporas uni-gendmicas,

cerrando asi el ciclo de vida de Streptomyces (Loria et al. 2006) (Figura 1.4).

s
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Figura 1.4 Representacion esquematica del ciclo de vida de Streptomyces. El ciclo de vida de Streptomyces comienza por
la germinacidn de la espora. Esto es seguido de su crecimiento a partir de la punta de la hifa, formando una densa red de
hifas ramificadas asociadas al sustrato, las cuales posteriormente se elevan en el aire. Por ultimo, las hifas aéreas se

diferencian en cadenas de exoesporas, las cuales contintan el ciclo de crecimiento. Modificado de (Ait Barka et al. 2016).

A la fecha existen alrededor de 800 especies descritas de Streptomyces. Son ubicuas en el suelo, han
sido aisladas de sedimentos marinos y, en menor frecuencia, de plantas y animales. Los suelos
agricolas contienen aproximadamente 10%-107 ufc/gramo de suelo (Janssen 2006), representando
una significativa proporcion (1/100 — 1/1000) de la poblaciéon microbiana del suelo agricola, la cual
se estima en 10° ufc por gramo. El suelo es un ambiente hostil y competitivo para los
microorganismos. Para la supervivencia en este medio es necesario ser capaz de tolerar condiciones
de temperatura y humedad extremas, resistir una amplia gama de productos antimicrobianos
producidos por otros organismos, y tener estrategias que permitan la competencia por nutrientes.

El éxito de Streptomyces en este entorno se atribuye a la amplia gama de enzimas catabdlicas
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producidas, capaces de degradar polimeros biolégicos complejos (Loria et al. 2006), siendo actores
claves en el ciclo de varios nutrientes. Ademas, los Streptomyces también producen una amplia
variedad de enzimas con aplicaciones en la industria entre los cuales encontramos proteinasas,
glucosil-hidrolasas y reguladores del crecimiento de las plantas (Chater 1972). A nivel de la medicina,
el género Streptomyces ha sido fuente de una gran variedad de compuestos antimicrobianos, anti-

fungicos, agentes inmunosupresores y compuestos anticancerigenos (Hwang et al. 2014).

GENOMA DE STREPTOMYCES Y SU USO TAXONOMICO

El genoma de los organismos del género Streptomyces es sumamente particular. No solo destacan
por poseer un cromosoma lineal de gran tamafio, aproximadamente 8,5 — 12 MB, sino también por
poseer un elevado contenido G+C, de entre 67-78% (Law et al. 2018), (Bao and Cohen 2003). La
region central del cromosoma se encuentra enriquecida en genes involucrados en funciones
metabdlicas esenciales, encontrandose a cada extremo del cromosoma genes asociados a la
produccién de metabolitos secundarios (Lee et al. 2010), (Loria et al. 2006). Estas caracteristicas
parecen facilitar la flexibilidad del genoma. En la regién central del cromosoma, se encuentra un
origen de replicacién central (OriC) y los extremos contienen secuencias repetidas e invertidas

presumiblemente involucradas en la finalizacidn de la replicacién (Huang et al. 1998).

Estudios gendmicos de Streptomyces revelan, en promedio, la presencia de mas de 20 clusters de
genes de metabolitos secundarios que codifican para la biosintesis de poliquetidos por parte de las
poliquetido sintasas (PKS), péptidos por sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS, por su sigla
en inglés), bacteriocinas, terpenoides, aminoglucésidos y otros productos naturales (Lapaz 2019).
En muchas ocasiones, estas secuencias se encuentran flanqueadas por repetidos inversos,
secuencias de insercidn o sitios de integracién de fagos, lo cual sugiere su transferencia horizontal

entre organismos del género (Ohnishi et al. 2005).

A su vez, es frecuente la presencia de plasmidos de gran tamafo, tanto circulares como lineales,
contribuyendo a la adaptabilidad de este género a condiciones diversas, al facilitar la transferencia

horizontal de genes (Loria et al. 2006).

El género Streptomyces es sumamente estudiado, sobre todo como consecuencia de su alta
produccién de metabolitos secundarios. Los mismos presentan diversos efectos, siendo en la
actualidad mas de 10.000 los compuestos bioactivos derivados de bacterias de este género (Law et
al. 2018). Los principales metabolitos secundarios producidos por bacterias del género Streptomyces

con aplicaciones en la industria son aquellos utilizados como antibidticos. La produccion de
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antibiodticos por parte de cepas de Streptomyces fue descubierta en la década de los cuarenta,

volviendo este género bacteriano uno de los mas estudiados.

Streptomyces es un género que comprende una gran diversidad y nUmero de especies, conteniendo

980 especies y 55 subespecies en la actualidad segun www.bacterio.net (Lapaz, 2019).

Clasicamente, el ISP (International Streptomyces Project) recomienda la clasificacion vy
caracterizacidn de Streptomyces en base principalmente a criterios fenotipicos (Lee et al. 2014, Rong
et al. 2009). En la actualidad, la clasificaciéon a nivel de género en Streptomyces se basa en la
secuenciacion del fragmento V3-V4 del gen codificante para el ARN 16S (Ait Barka et al. 2016), (Urem
et al. 2016), (Labeda 2011). Sin embargo, este gen posee poco poder resolutivo a nivel de especie
para organismos de este género. La informacién obtenida a partir de la secuencia del gen ARN 16S
puede ser complementada con secuencias de genes codificantes para proteinas housekeeping, los
cuales han demostrado mejorar la resolucidon filogenética entre especies estrechamente
relacionadas (Kim et al. 2004). El método de hibridacion ADN-ADN (DDH, por su sigla en inglés)
continta siendo el método gold standard para la clasificacion taxonémica a nivel de especie (Hatano
et al. 2003). Sin embargo, es un método tedioso y dificil de estandarizar. Gracias a los avances en
las tecnologias de secuenciaciéon y la creciente disponibilidad de genomas, es posible la clasificacion
de microorganismos en base al Average Nucleotide Identity (ANI, por su sigla en inglés) o mediante
la simulacién del ensayo DDH. El ANI es un algoritmo que implica la fragmentacién de las secuencias
del genoma de interés, seguida de la busqueda de la secuencia de nucledtidos homologos, el
alineamiento y el calculo de la identidad (Ha et al. 2017), (Brover et al. 2018). Se considera que dos

genomas pertenecen a la misma especie si el valor de ANI es superior al 96% (Brover et al. 2018).

SECUENCIACION DE ARN

La secuenciacién del ARN (RNAseq) es una estrategia para la obtencion de perfiles transcriptémicos
mediante tecnologias de secuenciacion profunda (Wang et al. 2009). Se basa en el principio de que,
mediante la secuenciacion de las moléculas de ADNCc, es posible relacionar el nivel de expresién de
un transcrito con el nimero de lecturas asignadas al mismo. De esta manera, el RNAseq proporciona
una medida absoluta de la presencia y abundancia de transcriptos génicos nuevos y conocidos, con
un alto poder de resolucién, permitiendo el analisis de los niveles de expresidon génica entre
multiples muestras. Por todo esto, el RNAseq se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas

para el analisis transcriptomico.

El auge de RNA-seq ha sido posible gracias a la introduccidn de diferentes tecnologias denominadas
como de Siguiente Generacién de Secuenciacién (NGS, por su sigla en inglés), lo cual permitid el
anadlisis masivo de diferentes secuencias de ADN (Wang et al. 2009). Estas plataformas han

permitido la generacion de enormes volumenes de datos de forma relativamente sencilla.
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La obtencién de transcriptomas completos ha permitido una mayor y mas completa comprension
de aspectos cualitativos y cuantitativos de la expresidn génica en procariotas y eucariotas
permitiendo, por tanto, una mayor comprensién de los procesos biolégicos, como es el caso de la
interaccion planta-microorganismo o las interacciones entre diferentes componentes de la

microbiota.

La RNAseq se realiza mediante la secuenciacién del ADN copia (ADNc) obtenido del ARN de interés
presente en una muestra. Primeramente, se realiza una extraccidon del ARN celular de la muestra
bioldgica de interés. Luego, este ARN se procesa hasta su transcripcién inversa a ADNc, se amplifica
y se afaden adaptadores y cddigos de barra en los extremos, los cuales seran identificados por la
plataforma de secuenciacion utilizada. El resultado de la secuenciacién del ADNc son lecturas
(reads): tramos de secuencia correspondientes al ADNc de entrada. Posteriormente se analizan las
secuencias obtenidas, siendo asignadas a secuencias conocidas por homologia y pudiendo asi
corresponderse con un gen previamente reportado (Figura 1.5). Por ultimo, el uso mas comun de
esta informacién obtenida es el andlisis de la expresion diferencial de genes al comparar una
condicidn experimental de interés con una condicidn control o comparar la abundancia de

transcripcién de perfiles entre muestras (Croucher and Thomson 2010).

Disefio experimental Aislamiento de ARN total Preparacion de la libreria
°® -
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Figura 1.5. Esquema general de la metodologia de RNAseq.

La alta resoluciéon del RNAseq permite un analisis en paralelo de diferentes organismos que
interactuan entre si, como es el caso de la relacidn planta-enddfito. Anteriormente, las técnicas
transcriptomicas se habian aplicado al analisis de uno de los involucrados en esta interaccién en
forma aislada, permitiendo la obtencién de informacion de los mecanismos de infeccidn endofitica
o los mecanismos de defensa del huésped en forma separada. Sin embargo, las interacciones entre
dos organismos son consecuencia de un didlogo molecular en donde la heterogeneidad

transcripcional de ambos organismos puede conducir a diversos resultados. Actualmente, es posible
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el andlisis en un solo paso del perfil transcriptomico de ambos organismos involucrados en la
interaccion, mediante la técnica denominada RNA-seq dual o RNA-seq comparativa (Westermann
et al. 2017). De esta forma, se evita interrumpir el didlogo molecular entre ambos actores y se
disminuye la aparicién de artefactos, consecuencia de perturbaciones en la interaccion (Keeffe et
al. 2019). Relacionar directamente los cambios en la expresion génica en un organismo con las
respuestas de su contraparte puede revelar nuevos mecanismos de cdmo interactlan estos
organismos (Westermann et al. 2017). También, la obtencidn de perfiles globales de la expresién
génica en las interacciones permite caracterizar la expresion de genes que tienen supuestos roles
clave en la interaccion, ya que los perfiles diferirdn respecto a los obtenidos durante su cultivo
axénico (Lanver et al. 2018). Todo esto proporciona valiosos recursos para comprender la dindmica

de las interacciones entre dos o0 mas organismos.

ANTECEDENTES DE LA LINEA DE INVESTIGACION

El presente trabajo se encuentra enmarcado en una de las principales lineas de investigacion del
Laboratorio de Interacciéon Planta-Microorganismos del Departamento de Bioquimica y Gendmica
Microbianas del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE). La misma se
focaliza en el estudio de la interaccién planta-microorganismos, particularmente en aquellas
bacterias endéfitas con capacidad promotora del crecimiento vegetal. El objetivo de esta linea es
un mejor entendimiento de la dindmica de interaccién entre ambas partes, con el fin de generar
insumos para su posible aplicacion en biotecnologia, en el marco de la promocién de una agricultura
mas sustentable. Entre los cultivos en estudio se encuentran la cafia de azUcar (Saccharum
officinarum), el sorgo dulce (Sorghum bicolor), la canola (Brassica napus), el cafiamo (Cannabis

sativa) y la festuca (Festuca arundinacea).

Particularmente en la linea de investigacion focalizada al estudio de la microbiota asociada a plantas
de festuca, previamente se realizé una coleccion de endéfitos bacterianos asociados al cultivar SFRO
Don Tomas (de los Santos et al 2015). Primeramente, se aisld, caracterizo e identificd parte de la
microbiota endofitica cultivable asociada a plantas de festuca (Festuca arundinacea) cv. SFRO Don
Tomas, cultivado en Uruguay como forraje. Se construyé una coleccién de 342 aislamientos a partir
de raices, tallos y semillas esterilizados en la superficie de plantas del cv. SFRO Don Tomds. Se
determind la capacidad funcional de los aislamientos para producir AlA, solubilizar minerales (P, Fe,
K), fijar biolégicamente nitrégeno molecular (N,), identificAndose también varios rasgos de
infeccidn, como la capacidad de producir proteasas, peroxidasas, celulasas y hemicelulasas. Algunos
aislamientos bacterianos fueron seleccionados e identificados mediante secuenciacién del gen ARNr
16S. Se encontraron cepas pertenecientes a un amplio espectro de géneros, incluidos Bacillus,

Microbacterium, Curtobacterium, Streptomyces, Acidovorax, Variovorax, Acinetobacter,

19



CAPITULO 1

Pseudomonas, Pantoea, Rhanella y Xanthomonas. La cepa Streptomyces UYFA156 fue originalmente
aislada de semillas del cultivar SFRO Don Tomas, y en el screening de caracteristicas asociadas a la
PCV la Unica caracteristica que presenté positiva fue en su capacidad de crecer en medios sin
agregado de nitrégeno, asi como en la amplificacion (inespecifica) de una banda al utilizar los
cebadores dirigidos al gen nifH, codificante de la enzima nitrogenasa. Finalmente, se estudié la
promocién del crecimiento vegetal por parte de un grupo de cepas, obteniendo diez cepas capaces
de promover el crecimiento de cv. SFRO Don Tomas en condiciones gnotobidticas, entre los cuales

se incluye la cepa Streptomyces sp. UYFA156 (de los Santos et al. 2015).

En este trabajo se estudia la interaccion de la cepa Streptomyces sp. UYFA156 enddéfita del cultivar
SFRO. Don Tomas de festuca con su hospedero. Los resultados muestran que la promocién es
mediante un mecanismo indirecto novedoso: la manipulacién de la comunidad microbiana del
holobionte. En el capitulo 2 se verifica la verdadera naturaleza endofitica de la cepa en estudio y se
describe como la cepa coloniza igualmente dos variedades. En el capitulo 3 se analiza su genoma,
particularmente se identifican secuencias codificantes para metabolitos secundarios. En el capitulo
4, mediante ensayos modelo in vitro usando diferentes aislamientos, se muestra efectivamente que
Streptomyces sp. UYFA156 posee un efecto importante en la fisiologia de otras bacterias del
holobionte y sus capacidades de promover directamente el crecimiento de festuca. Por ultimo, en
el capitulo 5, se realiza un andlisis transcriptomico de una de las cepas sensibles a la presencia de

Streptomyces sp. UYFA156 en las condiciones analizadas durante en el capitulo 4 (Figura 1.6).

* INTRODUCCION

* COLONIZACION DE PLANTAS DE FESTUCA POR LA CEPA
Streptomyces sp. UYFA156

* SECUENCIACION Y ANALISIS DEL GENOMA DE LA CEPA
Streptomyces sp. UYFA156

* EFECTO DE LA INOCULACION CON LA CEPA . albidoflavus
UYFA156 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA MICROBIOTA
ASOCIADA A PLANTAS DE FESTUCA

|« PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LA CEPA Microbacterium sp.
UYFA68 EN PRESENCIA DEL SOBRENADANTE DE LA CEPA S.
albidoflavus UYFA156

Figura 1.6. Diagrama de flujo del trabajo presente en la siguiente tesis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

La inoculacién de plantas de F. arundinacea SFRO Don Tomds con la cepa endofitica Streptomyces
sp. UYFA156 modula la microbiota endofitica, generando cambios estructurales y fisioldgicos en la

misma que desencadenan la promocidn del crecimiento vegetal.

OBJETIVO GENERAL

Profundizar en el conocimiento de las bases moleculares imperantes en la interaccidon F.
arundinacea-Streptomyces sp. UYFA156- microbiota endofitica, desencadenantes de la promocidén

del crecimiento vegetal del hospedero.
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CAPITULO 2

COLONIZACION DE PLANTAS DE FESTUCA POR LA CEPA Streptomyces
sp. UYFA156

2.1 ANTECEDENTES
Trabajos previos del grupo de investigacién demostraron que la cepa Streptomyces sp. UYFA156,
aislada del interior de semillas de F. arundinacea cultivar SFRO Don Tomds, es PCV de dicha variedad,

pero no de la variedad comercial Tacuabé (de los Santos et al. 2015).

Dado que, como se describe en la introduccidn, la colonizacién de los tejidos internos es un complejo
proceso que involucra muchos pasos, se plantea la hipdtesis de que este efecto PCV observado
exclusivamente en el cv. SFRO Don Tomds es debido a una colonizacién diferencial de los tejidos
internos de ambos cultivares. Los resultados obtenidos fueron publicados en el articulo
“Interactions between putatively endophytic bacteria and tall fescue (Festuca arundinacea): plant

growth promotion and colonization in host and non-host cultivars” (Vaz Jauri et al. 2019).

En este capitulo se describen aquellos aportes realizados al trabajo mencionado dentro del marco

de esta tesis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1. Determinar si la cepa Streptomyces sp. UYFA156 es enddfita verdadera de ambos cultivares

de festuca (SFRO. Don Tomas y Tacuabé).

2.2.2. Comparar la dindmica de la colonizacién en ambos cultivares por parte de la cepa

Streptomyces sp. UYFA156.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Cuantificacion de la cepa Streptomyces sp. UYFA156 en los tejidos internos de
plantas de festuca.

La capacidad de la cepa UYFA156 de colonizar los tejidos de los cultivares de festuca SFRO. Don
Tomds y Tacuabé se evaludé mediante recuento en placa a distintos tiempos post inoculacién: 1, 7,
20y 30 dias (dpi).
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Se esterilizaron superficialmente semillas de festuca de ambos cultivares segin De Los Santos et al.
2016. Brevemente, las semillas fueron incubadas en primera instancia en alcohol etilico al 70%
durante 10 minutos, y posteriormente en hipoclorito de sodio al 4% durante 30 minutos. Por ultimo,
se realizaron seis enjuagues con agua destilada estéril. Las semillas esterilizadas se colocaron en
placas de agar-agua 1,6% separadas entre si, y se incubaron por 7 dias a 22°C, permitiendo su
germinacion. Posteriormente se colocaron dos plantulas por tubo de crecimiento conteniendo 20
mL de medio Jensen (ANEXO 1.4), con bolitas de polipropileno como soporte. Las mismas se
inocularon con 10° de esporas de la cepa UYFA156 en una suspensién de glicerol 25% agregadas con
pipeta sobre la base del tallo. Se realizaron tres réplicas bioldgicas de cada condicidn y tres réplicas
técnicas de cada dilucion. A los 1, 7, 20 y 30 dpi, las plantas se esterilizaron superficialmente, se
determind el peso himedo y se separaron en parte aérea y raiz. A continuacién, las mismas se
maceraron asépticamente en morteros estériles con 2 mL de NaCl 0,9 %. A partir del macerado
obtenido (considerado la dilucién cero), se realizaron diluciones seriadas y se plaquearon 100 pL
con rastrillo en placas de Petri conteniendo medio de cultivo TSA. A esta placa, se le agregé una
sobrecapa de 5 mL de TSA para favorecer el crecimiento de bacterias del género Streptomyces sobre

el resto de la microbiota endofitica.

El recuento en placa se realizé tras 72 horas de incubaciéon a 28°C. Todos los tratamientos se
compararon con plantas control sin inocular. Las diferencias en la colonizacidon entre los
tratamientos se evaluaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de tres factores (tiempo de
crecimiento, cultivar, inoculacién) sobre los valores transformados por logaritmo y la comparacion
entre pares se realizé utilizando pruebas-t entre los tratamientos. En el caso del dia 20 pi, el
experimento se repitid conteniendo cinco réplicas bioldgicas para la obtencién de datos con mayor
valor estadistico. Los resultados se graficaron expresando el nimero ufc por gramo de planta a los

diferentes dias evaluados.

2.3.2 Analisis de la colonizacion de los tejidos internos de plantas de festuca por la
cepa S. albidoflavus UYFA156 mediante microscopia confocal.

Semillas de los cultivares SFRO Don Tomads y Tacuabé fueron esterilizadas superficialmente y
germinadas como se describié en el punto 2.3.1. Posteriormente se inoculé 100uL de una
suspension de 107 ufc de la cepa UYFA156 sobre la base de las dos pldntulas presentes en los tubos
conteniendo medio Jensen. Se cosecharon las plantas alos 1, 7 y 20 dpi, y cada muestra fue definida
como el contenido de tres tubos (6 plantas). Los tratamientos evaluados fueron plantas de cada
cultivar inoculadas y sin inocular.

Las plantas se fijaron durante 2 horas en paraformaldehido al 4 % en buffer fosfato salino (PBS).

Posteriormente se realizaron tres lavados con PBS, y se incubd en una solucién de sacarosa 15 % en
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una primera instancia y posteriormente en sacarosa 30 %, por 24 horas cada vez, para su
crioproteccién. Luego, la parte aérea y radicular se separaron e inmovilizaron en Tissue-Tek®
O.C.T.™ (Sakura Europe) y se realizaron cortes de 40 um de espesor en criostato MEV (Mainz-

Germany).

La tincidon de los cortes se efectud con un anticuerpo policlonal anti-UYFA156 de ratdon y un
anticuerpo secundario anti-Fc.ratén conjugado al fluoréforo Alexa-546 (Invitrogen™). Los
anticuerpos policlonales anti-UYFA156 se produjeron por encargo en el Laboratorio de
Biotecnologia del Polo Tecnoldgico de Pando (Facultad de Quimica, UdelaR. Uruguay). Con respecto
a los anticuerpos, andlisis anteriores determinaron la especificidad de los mismos al desafiarse con
otras bacterias enddfitas de festuca mediante la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay, por su sigla en inglés). Los resultados mostraron que solo uno de los aislamientos de la
coleccion del género Streptomyces reacciond débilmente con respecto a la reaccién fuerte
presentada por la cepa UYFA156, permitiendo el uso de los anticuerpos como marcador de la cepa
UYFA156 en los tejidos.

Figura 2.1. Reconstruccion de la metodologia realizada para la tincidn de los cortes a observar por microscopia confocal.

El anticuerpo representado en violeta es el anti-UYFA156, el cual se asocia a la cepa Streptomyces sp. UYFA156 que se
encuentra asociado a los tejidos vegetales. Representado en verde se observa el anticuerpo secundario anti-FC de ratén

conjugado al fluoréforo Alexa-546.

Para su tincién, las muestras se incubaron en primera instancia sobre los portaobjetos durante 30
minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-UYFA156 (1:100 en PBS). A continuacion
los portaobjetos se lavaron tres veces con PBS, y luego se incubaron con el anticuerpo anti-Fc.ratdn

Alexa-546 (1:1000 en PBS) durante una hora. Posteriormente, el anticuerpo secundario fue
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removido mediante tres lavados con PBS, y luego se cubrieron las muestras con glicerol 80 % sobre
el cual se agregd un cubreobjetos. Las muestras asi tratadas se guardaron a 4°C hasta su
visualizacidn en el microscopio laser confocal Zeiss, LSM 800 - Airy Scan (Jena-Germany) de la
Plataforma de Microscopia Confocal del IIBCE. Las imagenes se tomaron con un aumento 40X,
utilizando 3 canales independientes: 1- un canal de deteccién de la luz transmitida, permitiendo
observarse la morfologia de la planta; 2- un canal de deteccidn de la emisién en el rojo lejano, al
excitarse la muestra a 480 nm, para detectar la auto-fluorescencia de la planta; 3- un canal capaz de
detectar la emision generada por el fluoréforo Alexa 546, unido a los Streptomyces sp. presentes en
los tejidos. Las imdgenes fueron solapadas y se mejord el balance de luz y el contraste. El

procesamiento de imagenes fue realizado con el software ImageJ.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Colonizacién de la cepa UYFA156 en los tejidos internos de los cultivares de
festuca SFRO. Don Tomas y Tacuabé

Los resultados de los recuentos en placa de las unidades formadoras de colonias de Streptomyces
por gramo de planta (ufc/g planta), mostraron que en ambos cultivares, la colonizacién a 1y 7 dpi
fue similar, mientras que a 20 y 30 dpi la colonizacién aumentd mds de 200 veces. Los analisis

estadisticos no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre cultivares (Figura 2.2).
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Dias post-inoculacion

Figura 2.2. Cinética de colonizacidn de la cepa de las raices de los cultivares de festuca SFRO Don Tomas (circulos
anaranjados) y Tacuabé (cuadrado azul). No se observan diferencias significativas entre la colonizacién de ambos cultivares

en ninguno de los tiempos evaluados.
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Por otra parte, el analisis del ANOVA de dos vias (zona y dpi), revel6 diferencias significativas entre
la colonizacién de las raices y las partes aéreas de ambos cultivares (p-valor < 0,0001), siendo la
colonizacidn de la raiz 400 veces mayor. También se observaron diferencias significativas cuando se

compararon los 20 y 30 dpi (p < 0,0081, Figura 2.3).
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Figura 2.3. Colonizacidn de las zonas radicular y aérea de los cultivares de festuca SFRO Don Tomas y Tacuabé inoculadas
con la cepa UYFA156, a los dias 20 (a) y 30 (b) post-inoculacidn. Existen diferencias significativas entre la colonizacién de

la raiz (A) y de la parte aérea (B) (ANOVA, p-value<0,0001).

2.4.2 Estudio de la colonizacion de los tejidos internos de ambos cultivares de
festuca por la cepa S. albidoflavus UYFA156 mediante microscopia confocal.

Los resultados de los analisis de microscopia confocal mostraron una colonizacién discreta por la
cepa UYFA156 en ambos cultivares a 1dpi (Figura 2.4). En ambos casos, la bacteria se encuentra
principalmente adherida a la raiz y pelos radiculares, especificamente, en los espacios intercelulares
de los tejidos internos de la planta. Sin embargo, las raices de las plantas control (no inoculadas)
también presentaron un bajo nimero de puntos fluorescentes, evidenciando la presencia de la cepa
UYFA156 como parte de la microbiota nativa de las semillas. No se observé colonizacidn de la cepa

UYFA156 en las zonas aéreas en el dia 1 en ninguno de los dos cultivares.
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A los 7 dpi la densidad de colonizacién de la cepa UYFA156 aumentd en ambos cultivares respecto
alas muestras de 1 dpi, particularmente en raices, donde se visualizé principalmente en los espacios
intercelulares (Figura 2.4). Las plantas de ambos cultivares inoculadas presentaron mayor cantidad

de células de UYFA156 que las plantas control.

A los 20 dpi la colonizacion fue abundante y ubicua, tanto en raices como en tejidos aéreos,

alcanzando los vasos vasculares. Los cortes longitudinales de raiz permitieron observar la topologia

del crecimiento en los tejidos internos, mostrandose como un hilo que avanza a través de los

espacios intercelulares (Figura 2.4). Las imdgenes obtenidas fueron contrastadas con las de plantas

sin inocular, en donde la presencia de Streptomyces sp. fue muy baja o nula.
1 dpi 7 dpi 20 dpi

-

DON TOMAS

-~

TACUABE

Figura 2.4. Colonizacién de la cepa UYFA156 en festuca analizada mediante microscopia confocal a 1, 7 y 20 dpi. Con

flechas se sefala las zonas de colonizacion de la cepa UYFA156. Las barras blancas al pie de cada figura representan

la escala de 50um.

2.5 DISCUSION Y CONCLUSIONES
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Se definen como endodfitos verdaderos a aquellos microorganismos que no sélo son aislados de los
tejidos esterilizados en su superficie, sino que ademas existe evidencia de su presencia dentro de
los tejidos vegetales mediante técnicas de microscopia (Hardoim et al. 2008). La presunta evidencia
de un estilo de vida endofitico dado por los ensayos de recuento en placa, fueron confirmados
mediante los andlisis de microscopia ldser confocal. Los mismos permitieron identificar la cepa
Streptomyces sp. UYFA156 dentro de los tejidos internos de raices y tallos de ambos cultivares de
festuca evaluados, proporcionando asi evidencia de su verdadera naturaleza endofitica. La
localizacién de la cepa UYFA156 se da en los espacios intercelulares, mayoritariamente en células
parenquimatosas. Posteriormente, tras varios dpi se visualizé a la cepa en estudio colonizando los

vasos vasculares, indicando una dispersion sistémica a los demas tejidos de la planta.

Este tipo de colonizacion endofitica ha sido reportado para bacterias de diferentes géneros en
plantas de cafia de azlcar, sorgo y arroz (Taulé et al. 2016; Heijo et al. 2021; Hurek et al. 1994).
Particularmente, se ha reportado para bacterias del género Streptomyces endoéfitas de Triticum
aestivum (trigo harinero) (Conn and Franco 2004). Al igual que en este trabajo, se observaron
microcolonias en los espacios intercelulares luego de 24 horas de inoculacién, generalmente cerca
de las paredes celulares del tejido vegetal (Coombs et al. 2003). Por otra parte, la confirmacion de
que la cepa Streptomyces sp. UYFA156 es también enddfita verdadera del cv. Tacuabé es de gran
relevancia. Esto demostraria que la actividad PCV diferencial en ambos cultivares no estd dada por
diferencias en las etapas tempranas de la colonizacidon durante la interaccién planta-bacteria. Sin
embargo, si bien la cepa UYFA156 los coloniza de manera similar, los efectos de la interaccion

planta-bacteria sobre el fenotipo de la planta es diferente en ambos cultivares.

Futuros experimentos de microscopia podrian dirigirse hacia la visualizacién de la actividad genética
bacteriana dentro de los tejidos vegetales. El uso de cepas modificadas con promotores de genes
de interés (ej nitrogenasa, ACC-desaminasa), unidos a proteina verde fluorescente (GFP), podria
eventualmente conducir a la visualizacidon en tiempo real de actividades microbianas diferenciales
por la cepa UYFA156 segun el cultivar, que explique la actividad PCV cultivo-especifica. Este
procedimiento requiere comparar la intensidad de la sefial de plantas control (no infectadas) con
las de plantas inoculadas con la cepa, para poder distinguir las sefiales especificas de las bacterias
endofitas en estudio. Desde el punto de vista técnico, una dificultad de este procedimiento es que
el nivel de autofluorescencia en el tejido vegetal puede interferir con la visualizacion, lo cual
representa uno de los mayores desafios para el uso de proteinas fluorescentes. Este problema
puede superarse mediante el uso de proteinas fluorescentes con longitudes de onda de emisidn
especificas que coincidan con niveles bajos de autofluorescencia en el tejido vegetal. Sin embargo,
teniendo en cuenta lo complejo del sistema en estudio, cabe considerar otros mecanismos
responsables de la PCV observada. Especificamente, es posible que los efectos diferenciales en los

diferentes cultivares estén dados por las respuestas de otros elementos del holobionte, como por
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ejemplo el genotipo de cada cultivar o la presencia de microbiotas especificas asociadas a cada
cultivar (Heijo et al 2021).

En este capitulo se observé que las diferencias en la actividad PCV tras la inoculacién con la cepa
UYFA156 en los dos cultivares estudiados no estan dadas por una colonizacidn diferencial de los
tejidos internos. Una nueva hipdtesis a partir de estos resultados podria ser que al inocular la cepa
Streptomyces sp. UYFA156, ésta interactle diferencialmente con las microbiotas endofiticas

asociadas a cada uno de los cultivares de festuca, lo cual sera abordado en los capitulos siguientes.
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CAPITULO 3

SECUENCIACION Y ANALISIS DEL GENOMA DE LA CEPA
Streptomyces sp. UYFA156

3.1 ANTECEDENTES

Las bacterias del género Streptomyces son mayormente estudiadas por su capacidad de sintesis de
metabolitos secundarios. Sin embargo, la cepa UYFA156, estudiada en este trabajo, destaca por su
capacidad PCV y por no haber mostrado las caracteristicas fisioldgicas bacterianas tipicamente

asociadas a este proceso (de los Santos et al 2015).

Para poder profundizar en los posibles mecanismos que desencadenan la PCV por la cepa UYFA156,

se planted como objetivo general de este capitulo la secuenciacidn y analisis de su genoma.

Los resultados obtenidos fueron publicados en el articulo “Whole-Genome Sequencing of
Streptomyces sp. Strain UYFA156, a Cultivar-Specific Plant Growth-Promoting Endophyte of Festuca

arundinacea” (Vaz Jauri et al. 2019).

A continuacién, se presentan los aportes realizados en el marco de esta tesis como objetivos

especificos de este capitulo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Extraccidn y purificacion de ADN gendmico de la cepa Streptomyces sp. UYFA156 para su

secuenciacion.

3.2.2 Analizar el genoma en busca de caracteristicas potencialmente involucradas en la promocidn

del crecimiento vegetal de plantas de festuca.

3.3. MATERIALES Y METODOS
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3.3.1. Extraccion vy purificacion de ADN gendmico de la cepa Streptomyces sp.

UYFA156.
Se extrajo ADN gendmico (ADNg) de la cepa Streptomyces sp. UYFA156 mediante el método del

bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) descrito por el Joint Genome Institute (JGI) (Nordberg
et al., 2014), con algunas modificaciones. Para esto, 100 uL de una suspension de esporas de la cepa
Streptomyces sp. UYF156 10% ufc/mL se inocularon en 10 mL de medio de cultivo TSB por 72 horas
a 30°C y 180 rpm. Posteriormente el cultivo se centrifugd a 12000 g durante 1 minuto y el pellet
resultante se resuspendié en 500 pL de TE25S (Anexo 2.3). A la suspensién obtenida se le agregd
lisozima a una concentracion final de 2 mg/mL y se incubd a 37°C por 60 minutos, invirtiendo
suavemente los tubos cada 15 minutos. A continuacidn, se agregaron Proteinasa K y dodecil sulfato
sédico (SDS) a una concentracion final de 0,1 mg/mLy 0,6 %, respectivamente, y luego se incubd a
55°C por 3 horas. Luego de la incubacién se agregaron 100 uL de NaCl 5M y 80 pL de la solucidn
CTAB/NaCl (ver Anexo 2.4), se agitd la mezcla utilizando un vértex y se incubd 10 minutos a 55°C.
Un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) se agregd e incubo por 30 minutos con
frecuente inversién. La mezcla se homogeneizd con un vértex y se centrifugd por 15 minutos a
12000 g y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo. La precipitacion del ADNg presente en la
fase acuosa se realizé agregando 0,6 volumenes de isopropanol. Los tubos fueron invertidos
suavemente hasta lograr la homogeneizacion y se centrifugd la mezcla a 4°C y 12000 g por 15
minutos. El sobrenadante se removid y el pellet obtenido se lavé con 500 pL de etanol 70%. A
continuacién, se extrajo el etanol y el pellet fue secado en una centrifuga de vacio (Speed Vac
7810000 — LABCONCO). Por ultimo, el ADNg se resuspendié en 300 pL de buffer TE y se almacend a

-20°C para posteriores analisis.

3.3.2 Purificacion del ADNg
Con el fin de depletar ADN fragmentado, el ADNg extraido fue purificado utilizando el kit Monarch

PCR and DNA Cleanup Kit (New England BiolLabs® Inc.). Para esto inicialmente se diluyd al tercio la
muestra conteniendo el ADNg de la cepa Streptomyces sp. UYFA156 con el buffer de unién provisto
por el kit. Dicho volumen se cargd en la columna de unién al ADN suministrado por el kit y se
centrifugd 1 minuto a 12000 g. Una vez unido el ADNg a la columna, se realizaron dos lavados con
200 pL de buffer de lavado, se centrifugd 1 minuto a 12000 g y se descarté el eluido cada vez. La
columna se transfirié a un tubo de 1,5 mL de microcentrifuga nuevo y se agregd 10 uL de buffer de
elucion. Se incubd por 2 minutos, y se centrifugd 1 minuto a 12000 g, permitiendo la elucién del
ADNg.

3.3.3 Cuantificacion y secuenciacion del ADNg
El ADNg extraido se cuantificd6 mediante NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific™)

y su integridad se verificd en gel de agarosa al 0,8 % (p/v) con 0,5 ug/mL de Sybr™Safe (Invitrogen™).

El genoma de la cepa se secuencié en Macrogen, Inc. (Corea del Sur) mediante la tecnologia PacBio
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RS Il (Pacific Biosciences) con una cobertura de 185X. Las lecturas de PacBio sin procesar se

corrigieron, recortaron y ensamblaron de novo con Canu v.1.8.

3.3.4 Analisis del genoma de la cepa Streptomyces sp. UYFA156
Para esto se utilizé en primera instancia la herramienta FastANI v.1.1 para identificar el genoma mas

similar al de la cepa Streptomyces sp. UYFA156. Posteriormente, el software RGI 5.2.0 (Resistance
Gene ldentifier), CARD 3.1.3 se empled para la prediccién de marcos de lectura abiertos (ORF)
mediante el uso del software de prediccién de genes Prodigal y la deteccién de homdlogos usando
el algoritmo DIAMOND. Por ultimo, se analizé la presencia de genes potencialmente involucrados
con la promocién del crecimiento vegetal (PCV) mediante las plataformas RAST (Meyer et al. 2008),
antiSMASH (Medema et al. 2011a) y CARD (Alcock et al. 2020).

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

El hecho de que las bacterias del género Streptomyces son bacterias gram positivas implica que
presentan una mayor resistencia a la lisis celular, lo cual dificulta la extraccién del ADN (Tripathiy
Rawal 1998). La mayoria de los protocolos de lisis utilizan lisozima, a menudo en conjunto con SDS.
Una estrategia para mejorar la lisis es el uso de glicina en el medio de cultivo, para minimizar el
entrecruzamiento de peptidoglicano (Nikodinovic et al. 2003). Asimismo Heath et al. 1986,
demostraron que un tratamiento previo con acetona era util para aquellas cepas que se lisan de
manera ineficaz mediante procedimientos que utilizan solo lisozima y un detergente. Adema3s, el
genoma de estas bacterias es de gran tamafiio y generalmente lineal, dificultando las etapas de
renaturalizacion del ADN. Por todo esto, la extraccion de ADN de Streptomyces es un proceso
laborioso y que conlleva a menores rendimientos del producto final (Kutchma et al. 1998).
Afortunadamente, el protocolo utilizado en este trabajo, resulté en la obtencidn de una gran

cantidad de ADN gendmico de buena calidad.

Siguiendo la metodologia descripta se lograron extraer 704 ug de ADN gendmico no degradado. Tras
el secuenciado y ensamblado se obtuvieron dos contigs de 6,823,997 pb y 307,384 pb de largo,
correspondientes al cromosoma y a un mega-plasmido respectivamente. Los datos de la secuencia
del genoma de la cepa UYFA156 se depositaron en DDBJ / ENA / GenBank con el nimero de
BioSample SAMN11663544, Niumero de bioproyecto PRINA543336 y numeros de acceso al genoma
CP040466 y CP040467 para el cromosoma y el mega-pldsmido, respectivamente. Se puede acceder
a los datos de secuencia sin procesar a través del Sequence Read Archive del NCBI (SRA) mediante
el identificador SRX5891284. El genoma presenta un alto contenido GC (73,4%), caracteristica

compartida con otras especies del género. Se hallaron siete secuencias correspondientes a operones
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de ARNTr, coincidente con la alta adaptabilidad de la cepa para crecer en nichos complejos, como es

el caso del interior de la planta (Jones et al. 2014).

Por otra parte, se determind que la cepa en estudio presenta un valor de identidad nucleotidica
promedio del 96,27% con la cepa Streptomyces albidoflavus SM254. La cepa S. albidoflavus SM254
ha sido reportada como una fuerte antagonista de patdgenos, con caracteristicas gendmicas
similares (Badalamenti et al. 2016). Por otra parte, mediante el uso de la plataforma RAST, se
lograron identificar genes clasificados como de resistencia antibidtica (B-lactamasas y genes
codificantes para la resistencia a fluoroquinolonas), hidrolasas y genes codificantes para

metabolitos secundarios como microcinas y lantioninas.

El software antiSMASH (Medema et al. 2011) se encuentra dirigido a la busqueda de clusters de
genes biosintéticos de metabolitos secundarios. A través de su uso, se identificé la presencia de 21
clusters potencialmente asociados a la sintesis de metabolitos secundarios en el genoma, 19
presentes en el cromosoma y dos en el mega-plasmido (Figura 3.1). Las predicciones indican que los
clusters se encuentran asociados a la biosintesis de péptidos no ribosémicos (NRPs, por su sigla en
inglés); poliquetido sintasas de tipo | (T1PKs); poliquetido sintasas de tipo Il (T3PKs); lantipéptidos;
lasopéptidos; terpenos; tiopéptidos; péptidos sintetizados ribosdmicamente y modificados
postraduccionalmente (RiPP) y siderdforos (Tabla 1.1). La presencia de un alto nimero de genes
codificantes de metabolitos secundarios coincide con una de las principales caracteristicas del
género. A su vez, los metabolitos secundarios en el género Streptomyces han sido reportados como
involucrados en la sefializacion interespecifica entre cepas del mismo género (Vaz Jauri et al. 2013).
Teniendo en cuenta esta caracteristica se podria especular que los potenciales metabolitos
secundarios de la cepa UYFA156, podrian estar involucrados en la actividad PCV, ya sea por su
interaccion con el hospedero, como con el resto de la microbiota endofitica.
(a)

5 7 9 1 13 15 17 19

1 3
0—H 1 I i —ia H 1 | o
2

4 6 8 10 12 14 16 18

(b)

Figura 3.1. Esquema de los clusters de genes codificantes para metabolitos secundarios, presentes en el genoma de S.
albidoflavus UYFA156 en el cromosoma (6,823,997 pb; a) y en el megaplasmido (307,384 pb; b).
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Tabla 3.1. Anadlisis del genoma de la cepa S. albidoflavus UYFA156 mediante la plataforma informatica antiSMASH

(Medema et al. 2011), para la determinacion de clusters involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios por

homologia utilizando un método estricto.

CLUSTER CLUSTER MAS SIMILAR CONOCIDO % HOMOLOGIA TIPO DE METABOLITO SECUNDARIO
INVOLUCRADO
1 Valinomicina 13 Terpenos y NRPs
2 Hopenos 76 Terpenos
3 - - RiPP
4 - - RiPP
5 Ficelomycina 5 Siderdéforos
6 Geosmina 100 Terpenos
7 Julicromo 22 Terpenos
8 - - Tiopéptidos
9 SAL-2242 100 Lantipéptidos case Il
10 Kanamicina 1 Lasopéptidos
11 Declorocuracomocina 16 NRPs
12 Herbimicina A 6 RiPP
13 Surugamida 95 NRPs
14 Desferroxiamina 100 Siderdéforos
15 Ectoina 100 Ectoina
16 Isorenieratene 85 Terpenos y Tipo RiPP
17 Herboxidieno 13 T1PKs y T3PKs
18 Candicidina 71 T1PKs
19 PR B T1PKs, tipo NRPs, NRPs, lantipéptidos
de clase Il y transAT-PKs
PLASMIDO.1 Griseoviridina 11 Butirolactona
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PLASMIDO.2

Concanamicina A

46

T1PKsy NRPs

Complementariamente, a través del andlisis mediante el software CARD, se identificaron 353 genes

en el genoma de la cepa UYFA156, con un porcentaje de homologia variable (20,62% - 94,27%)

respecto a genes de resistencia a antibidticos. Entre las secuencias con mayor porcentaje de

homologia se encuentran los de resistencia a B-lactamasas, antibidéticos aminocumarinicos,

rifampicinas, macrdlidos, fenicoles, aminoglucésidos y elfamicinas. Estos resultados apoyan la idea

de que la cepa podria producir una serie de antibiéticos, ya que las cepas productoras de antibiéticos

también poseen los genes de resistencia para los mismos.

Tabla 3.2. Andlisis del genoma de la cepa S. albidoflavus UYFA156 en la plataforma informatica CARD, para la

determinacion de clusters involucrados en la sintesis de metabolitos capaces de otorgar resistencia antibidtica.

% DE LARGO DE LA SECUENCIA

ANTIBIOTICO IMECANISMO DE RESISTENCIA % HOMOLOGIA
REFERENCIA
Inactivacion del
BETA-LACTAMASA L 94.27 99.36
antibidtico
BomBAa ABC Eflujo del antibidtico 81.03 100.33
SUBUNIDAD BETA DE LA ARN POLIMERASA Alteracién del blanco del
75.54 98.98
RESISTENTE A LA RIFAMICINA antibidtico
BOMBA DE EFLUJO DE ANTIBIOTICO DE
DIVISION DE CELULAS DE NODULACION DE Eflujo del antibidtico 74.55 98.68
RESISTENCIA
Inactivacion del
APH(3") o 74.45 100.74
antibidtico
Inactivacion del
CLORANFENICOL FOSFOTRANSFERASA i 74.45 94.04
antibidtico
Alteracién del blanco del
EF-TU RESISTENTE A ELFAMICINA o 74.24 97.07
antibidtico
Inactivacion del
AAC(6') 73.89 101.91

antibidtico
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En su conjunto, los resultados del andlisis del genoma de la cepa UYFA156 apoyan la hipotesis de

gue la modulacién de la microbiota endofitica mediante la sefializacidon quimica podria ser uno de

los mecanismos involucrados en la PCV por parte de la cepa.
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CAPITULO 4

EFECTO DE LA INOCULACION CON LA CEPA S. albidoflavus
UYFA156 SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA MICROBIOTA ASOCIADA A
PLANTAS DE FESTUCA

4.1 ANTECEDENTES

Previamente se demostrd que la cepa UYFA156 es enddfita verdadera de los cultivares SFRO Don
Tomads y Tacuabé (Vaz Jauri et al 2019). Sin embargo, dicha cepa es PCV especificamente del cv.
SFRO Don Tomas. Asimismo, analisis in vitro no detectaron posibles mecanismos PCV cominmente
presentes en bacterias endoéfitas (De los Santos et al 2015). Por otro lado, el genoma de la cepa
UYFA156 presentd varios clusters que codifican para metabolitos secundarios (Vaz Jauri et al
2019b). En este contexto se plantea la hipétesis de que el efecto PCV de la cepa UYFA156 sobre
plantas de festuca del cultivar SFRO Don Tomds podria ser consecuencia de la modulacién
diferencial de la microbiota endofitica de cada cultivar provocada por la inoculacién con la cepa. A
su vez, analisis anteriores del grupo de trabajo demostraron que la presencia del sobrenadante de
la cepa S. albidoflavus UYFA156 crecida en TSB, promueve significativamente la produccion de
auxinas por parte de la cepa Microbacterium sp. UYFA68, también enddfita de festuca (Vaz et al.
2019).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se planted como objetivo general determinar el efecto de
la inoculacién con la cepa UYFAL156 sobre la estructura, diversidad y actividad de la microbiota
asociada a festuca. Parte de los resultados obtenidos fueron publicados en el articulo “Differential
modulation of the bacterial endophytic microbiota of Festuca arundinaceae (tall fescue) cultivars by

the plant-growth promoting strain Streptomyces albidoflavus UYFA156” (Vaz Jauri et al. 2022).

A continuacidn, se presentan los aportes realizados en el marco de esta tesis como objetivos

especificos de este capitulo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.2.1. Analizar el efecto de la cepa S. albidoflavus UYFA156 sobre el crecimiento de otros

componentes de la microbiota endofitica asociada a plantas de festuca SFRO. Don Tomas.

4.2.2. Evaluar la induccidon de metabolitos secundarios por componentes de la microbiota asociada

a plantas de festuca (cv. SFRO Don Tomas), en presencia de la cepa UYFA156.
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4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Evaluacion del crecimiento de bacterias endofiticas nativas aisladas de plantas de
festuca en presencia de la cepa S. albidoflavus UYFA156.

Para evaluar el efecto de la presencia de la cepa UYFA156 sobre el crecimiento de otras bacterias
enddfitas del mismo hospedero, se inocularon 20 pL de una suspensidon de esporas de la cepa S.
albidoflavus UYFA156 con una concentracion de 107 ufc/mL en linea recta en el centro de una placa
de Petri conteniendo 20 mL de medio de cultivo TSA. Paralelamente se realizaron cultivos liquidos
de las cepas Microbacterium sp. UYFA61 y UYFA68 y de la cepa Pseudomonas sp. UYFA249. Las
mismas fueron seleccionadas por ser productoras de AIA y PCV del cv SFRO Don Tomas (De los
Santos et al 2015). Tras 72 horas de incubacién a 30°Cy 200 rpm, 4 pL de los cultivos mencionados,
a ser desafiados con S. albidoflavus UYFA156, se inocularon en forma de gota 3 veces a cada lado
de la linea inoculada con la cepa S. albidoflavus UYFA156 (Figura 4.1.). La inhibicidn del crecimiento
de dichas cepas se comparé tras 48 horas de incubacion a 30°C con una placa control conteniendo

4 ulL de las cepas a ser evaluadas creciendo en ausencia de la cepa S. albidoflavus UYFA156.

UYFA156
.\ UYFA61
\ UYFA68
UYFA249
Condiciones experimentales Condiciones control

Figura 4.1. Representacion de la metodologia de siembra en linea utilizada para la deteccidon de metabolitos difusibles
producidos por la cepa UYFA156 capaces de inhibir el crecimiento de las cepas Microbacterium sp. UYFA61, UYFAG8 y
Pseudomonas sp. UYFA249.

Posteriormente, un segundo abordaje fue utilizado con el fin de evaluar el efecto de la cepa S.
albidoflavus UYFA156 sobre un conjunto mas amplio de bacterias enddéfitas asociadas a los
cultivares de festuca SFRO Don Tomas y Tacuabé, asi como a fitopatdgenos comunes bacterianos y
fungicos. En este caso, placas conteniendo 20 mL de TSA se inocularon con 4 gotas de 4 uL de una
suspension de esporas de la cepa S. albidoflavus UYFA156 de concentracion 107 ufc/mL. Las mismas
se incubaron a 30°C durante 72 horas. Por otro lado, en 5 mL de medio TSB se inocularon las cepas

a analizar: Microbacterium sp. UYFA61, Microbacterium sp. UYFA68, Pseudomonas sp. UYFA249,
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Kosakonia sp. UYFA343, Pantoea sp. UYFA344, Escherichia sp. UYFA346, Bacillus sp. UYFA348,
Pantoea sp. UYFA357, Kosakonia sp. UYFA358, Pseudomonas sp. UYFA359, Erwinia sp. UYFA360,
Erwinia sp. UYFA361, Kosakonia sp. UYFA362 y Kosakonia sp. UYFA363, y se incubaron hasta
alcanzar una DOggonm de 0,3. Posteriormente, tras 72 horas de incubacidn, a las placas con UYFA156
se les agregd una sobrecapa de 10 mL de medio de cultivo TSA, cubriendo a la cepa en su totalidad.
Luego de secada la sobrecapa, se plaguearon 50 pL de los diferentes cultivos a evaluar sobre ésta.
El efecto inhibidor del crecimiento tras desafiar las diferentes cepas a la cepa S. albidoflavus
UYFA156 se analizé tras 24 horas de incubacién a 30°C.

Para el estudio de la inhibicion del fitopatdgeno Botrytis cinerea en condiciones de co-cultivo con la
cepa S. albidoflavus UYFA156 la metodologia fue levemente diferente. En este caso, se inocularon
2 gotas de 4pL de una suspensidn de esporas de S. albidoflavus UYFA156 (1x 107 esporas / mL), en
placas de Petri conteniendo medio de cultivo TSA (una de las gotas en cada extremo de la placa).
Posteriormente en el centro de la placa se afiadié una fraccion de agar conteniendo un cultivo fresco
de B. cinerea. Como control se utilizaron placas de TSA suplementadas solamente con una fraccion
de agar con un cultivo fresco de B. cinerea y sin UYFA16. Las placas se incubaron a 25°C, hasta que

el microorganismo en la placa control (sin S. albidoflavus UYFA156) llegara a los bordes de la placa.

4.3.2 Analisis del efecto del sobrenadante de cultivo de la cepa S. albidoflavus
UYFA156 sobre el crecimiento de la cepa Microbacterium sp. UYFA68 en medio
liquido

Para evaluar el efecto de la presencia de S. albidoflavus UYFA156 sobre la actividad de otras
bacterias enddfitas se selecciond a la cepa Microbacterium sp. UYFA6S8, ya que es una cepa de
interés por ser productora de auxinas y PCV del cultivar de festuca SFRO Don Tomas (De los Santos
et al 2015; Vaz Jauri et al 2019). Para esto se evalud el efecto de diferentes sobrenadantes de medios
de cultivo de 72 horas, de la cepa S. albidoflavus UYFA156, crecida en los medios TSB e ISP2, sobre
el crecimiento de la cepa UYFA68. Los sobrenadantes de los medios de cultivo fueron recolectados
y esterilizados por filtracion, diluyéndose con medio de cultivo TSB (30 g/L) a una concentracion
final de 50%. Posteriormente se transfirieron 200 ul de los medios resultantes a placas de 96
pocillos, donde se sembraron 20uL de un cultivo fresco de 102 ufc/mL de la cepa UYFAGS. La placa
se incubd a 30°C durante 24 horas en el Varioskan Flash (Thermo Scientific), y se registrd la
absorbancia a 600nm, como indicativo del crecimiento bacteriano, cada 30 minutos. En este

experimento se realizaron cuatro réplicas bioldgicas por condicién.
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4.3.3. Analisis del efecto del sobrenadante de cultivo de la cepa S. albidoflavus
UYFA156, sobre la produccion de auxinas por la cepa Microbacterium sp. UYFA68

La produccidn del sobrenadante de la cepa UYFA156 se realizé de manera similar a lo descrito en la
actividad 4.3.2. Se inocularon 50 mL del medio de cultivo ISP2 con 100 pL de una suspensién 10’
ufc/mL de la cepa UYFA156 y se incubd por 72 horas con una agitacion de 120 rpm. El sobrenadante
del cultivo se recolectd por centrifugacion durante 5 minutos a 8000 g y se filtrd utilizando una
membrana estéril de 0,45 nm. Para el andlisis de la produccién de auxinas por parte de la cepa
UYFAG68 se inocularon 10! ufc en 10mL de los siguientes medios: i- TSB 2X suplementado con el
sobrenadante de la cepa UYFA156 crecida en medio ISP2 (1:1), (+ SN ISP2/TSB); ii- tratamiento i +
triptéfano 50 mM; (+ SN ISP2/TSB/Trp) (Taulé et al. 2012). Ambos cultivos se incubaron 24 y 72
horas a 30°Cy 120 rpm. En todos los casos se realizaron controles en los cuales se agregd medio de
cultivo sin inocular en lugar del sobrenadante. Se realizaron 6 réplicas biolégicas para cada

tratamiento.

La determinacion de AIA se realizé segln lo descrito en Sarwar and Kremer 1995. Tras 24 y 72 horas
de incubacién, 1,5 mL de los cultivos obtenidos se centrifugaron 5 minutos a 12000 g.
Posteriormente, 120 pL del sobrenadante se incubaron en la oscuridad en una placa de 96 pocillos
junto a 80 uL del reactivo de Salkowski (ANEXO 2.5). La produccién de AIA se siguid
colorimétricamente mediante la lectura de absorbancia a 540 nm, utilizando 3 réplicas técnicas de
cada cultivo. Cada una de las medidas obtenidas se normalizé segln la absorbancia a 600 nm. En
paralelo se realizé una curva de calibraciéon en el rango 0 - 100 uM de AIA sintético para la
cuantificacion absoluta de AIA. La concentraciéon de AIA fue también determinada en el
sobrenadante de UYFA156 que fue agregado al cultivo de UYFA68 y fue restado de los valores
asociados a la cepa UYFAG8. La determinacién de AIA en los cultivos expuestos a sobrenadante de

UYFA156 fue comparada con los niveles de AIA basal, producidos por la cepa UYFAG8.

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1 Efecto de la cepa UYFA156 sobre el crecimiento in vitro de otros componentes

de la microbiota endofitica asociada a festuca
Los resultados mostraron que las cepas Microbacterium sp. UYFA61 y UYFAG8, Pseudomonas sp.

UYFA249, Kosakonia sp. UYFA343, Pantoea sp. UYFA344, Escherichia sp. UYFA346, Bacillus sp.
UYFA348, Pantoea sp. UYFA357, Kosakonia sp. UYFA358, Pseudomonas sp. UYFA359, Erwinia sp.
UYFA360, Erwinia sp. UYFA361, Kosakonia sp. UYFA362, Kosakonia sp. UYFA363 presentaron cierto
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nivel de inhibicién en su crecimiento al co-inocularse en placa con la cepa UYFA156 (Vaz Jauri et al.

2022) (Figura 4.2) (Tabla 4.1). Sin embargo, no se observé inhibicidn del crecimiento al estudiar el

mismo grupo de cepas crecidas bajo una sobrecapa de medio de cultivo TSA agregada sobre el
cultivo de la cepa UYFA156.

a

. Pseudomonas
sp. UYFA249

Microbacterium
sp. UYFA68

Figura 4.2. Ejemplo del analisis del efecto inhibitorio de la cepa S. albidoflavus UYFA156 sobre otras cepas bacterianas

endofiticas de festuca.

Tabla 4.1. Ensayos de inhibicién por difusién en agar de la cepa S. albidoflavus UYFA156 sobre otros endéfitos de festuca

de los cultivares Don Tomas (DT) y Tacuabé (Ta) y hongos fitopatdgenos. La inhibicidn se calificd sobre bases cualitativas,

en una escala de 0 a 3: 0, sin inhibicidn; 1, inhibicién apenas visible; 2, inhibicion notoria; 3, inhibicidn total (ausencia de

crecimiento).

Microorganismo blanco Cultivar Inhibicion
Microbacterium sp. UYFA61 DT 2
Microbacterium sp. UYFAG68 DT 3
Pseudomonas sp. UYFA249 DT 2
Kosakonia sp. UYFA343 DT 2
Pantoea sp. UYFA344 DT 3
Escherichia sp. UYFA346 DT 2
Bacillus sp. UYFA348 DT 3
Pantoea sp. UYFA349 Ta 3
Kosakonia sp. UYFA350 Ta 3
Pseudomonas sp. UYFA352 Ta 3
Erwinia sp. UYFA354 Ta 3
Erwinia sp. UYFA355 Ta 3
Kosakonia sp. UYFA357 Ta 3
Kosakonia sp. UYFA358 Ta 3
Alternaria brassissicola - 2
Botrytis cinerea - 2
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La inhibicion del crecimiento observada por parte de la cepas UYFA156 sobre otras cepas bacterianas
endofiticas de plantas de festuca concuerda con los resultados del analisis del genoma de la cepa
UYFA156 presentado en el capitulo anterior. Aquellos resultados mostraron que la cepa UYFA156 es
potencialmente capaz de producir diversos metabolitos con capacidad de modular el crecimiento de
otras cepas bacterianas. Esta caracteristica, explicaria los resultados obtenidos en los experimentos
en monocapa, si bien éstos difieren de los obtenidos en el experimento en bicapa. En éstos ultimos
es posible que el o los metabolito/s moduladores no se difundieran suficientemente a través de la
segunda capa. Las bacterias del género Streptomyces son ampliamente conocidas por su produccion
de metabolitos secundarios, principalmente antibidticos (de Lima Procépio et al. 2012). Esta
caracteristica apoya la hipdtesis de que la modulacidn del crecimiento de otros miembros de la
microbiota endofitica de festuca observada in vitro es consecuencia de la produccion de dichas
biomoléculas. A partir de los resultados obtenidos surge la pregunta de si los efectos de la cepa
UYFA156 son solo inhibitorios, o también es capaz de inducir la produccidon de otros metabolitos
secundarios (ej fitohormonas), por parte de otras bacterias endofiticas de festuca. Un abordaje para
responder esta pregunta podria ser la seleccién de cepas endofiticas de festuca para evaluar su

capacidad de producir compuestos bioactivos para la planta en presencia de la cepa UYFA156.

4.4.2 Analisis del efecto del sobrenadante del medio de cultivo de la cepa UYFA156

sobre el crecimiento de la cepa Microbacterium sp. UYFABGS.
Teniendo en cuenta los resultados previos, se selecciond la cepa Microbacterium sp. UYFAGS,

productora de la fitohormona acido indolacético, PCV del cultivar SFRO Don Tomas, y relacionada
filogenéticamente con la cepa UYFA156, ya que ambas son Actinobacterias. En esta cepa se evalud
en una primera etapa, el efecto del sobrenadante de un medio de cultivo de la cepa UYFA156 sobre
su crecimiento. Los resultados mostraron que el crecimiento de la cepa UYFA68 se vio afectado,
dependiendo del tipo de medio en el cual se cultivé la cepa UYFA156 previamente. Particularmente,
cuando el medio TSB 30 g/L donde crece la cepa UYFA68 se suplementa con 50% del sobrenadante
de la cepa UYFA156 proveniente del medio ISP2 tras 72h de crecimiento (condicion +SN ISP2), el
crecimiento de la cepa UYFAB8 resultd inhibido respecto al control con ISP2 sin inocular (Figura 4.3.a).
Contrariamente, cuando el medio donde crece la cepa UYFA68 se suplementa con el sobrenadante
de la cepa UYFA156 crecida en TSB tras 72 h (condicion +SN TSB), el crecimiento de la cepa UYFA68

aumenté en comparacion con el control sin sobrenadante. (Figura 4.3.b).
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Figura 4.3 Efecto del sobrenadante de la cepa UYFA156 sobre el crecimiento de UYFA68. (a) Crecimiento de la cepa UYFA68
expuesta al sobrenadante de cultivo de la cepa UYFA156 en ISP2 diluido al 50% (condicion +SN ISP2, rojo), y a medio ISP2
fresco diluido al 50% (condicién control, negro). (b) Crecimiento de la cepa UYFA68 expuesta al sobrenadante de cultivo
de la cepa UYFA156 en TSB diluido al 50% (condicion +SN TSB, rojo), y a medio TSB fresco diluido al 50% (condicién control,

negro). Todas las diluciones se realizaron sobre medio de cultivo fresco TSB2X.

La inhibicién del crecimiento de Microbacterium UYFA68 por parte del sobrenadante de la cepa
UYFA156 es concordante con la ya mencionada caracteristica de los Streptomyces, que es la
produccién de compuestos con actividad antibidtica. Se encuentra extensamente reportado que la
capacidad de éste género de producir metabolitos secundarios capaces de afectar el crecimiento de
otros microorganismos depende de diferentes factores. Los resultados observados en este trabajo
de tesis concuerdan con lo reportado sobre el efecto de los componentes del medio de cultivo en
la capacidad de las cepas de Streptomyces de producir diferencialmente compuestos bioactivos. En
este sentido se ha reportado, por ejemplo, que la disponibilidad de hierro, dada por un descenso
del pH en el medio de cultivo, afecta la capacidad de Streptomyces de producir compuestos volatiles
gue influencian la exploracién de las raices por parte de la planta hospedera y modifican la dindmica
de la comunidad endofitica (Jones et al. 2019). Asimismo, existen trabajos que reportan que la
fuente de carbono y nitrégeno del medio de cultivo afecta la capacidad inhibitoria de la cepa de S.
albidoflavus C247 (Islam et al 2009). En estos reportes, la capacidad inhibitoria fue maxima cuando
la fuente de C era maltosa o sacarosa o cuando la fuente de N era orgdnica. A su vez, el pH inicial

del medio y la temperatura de incubacién, también han sido factores que afectan la capacidad
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inhibitoria de la cepa C247, siendo maxima a pH=6,5 y 30°C (Islam et al. 2009). Ademas, otros
reportes demuestran la capacidad de producir antibidticos por la cepa Streptomyces BT-408, siendo
6ptima para inhibir la cepa de Staphylococcus aureus meticilino resistente cuando fue crecida en
medio de cultivo con glucosa como principal fuente de carbono, seguido por fructosa y glicerol
(Sujatha et al. 2005).

4.4.3. Analisis del efecto del sobrenadante de cultivo de la cepa UYFA156 sobre Ia
produccion de auxinas por la cepa UYFA68

Siguiendo con la finalidad de determinar si la cepa UYFA156 afecta la actividad de otros miembros
de la misma microbiota, en una segunda etapa se evalud el efecto del sobrenadante de la cepa
UYFA156, sobre la actividad de la cepa UYFA68, particularmente sobre la produccidon de auxinas,
potencialmente involucradas en la promocion del crecimiento vegetal. Los experimentos se
realizaron en presencia o ausencia de Trp, precursor de la mayoria de las vias de produccién de

auxinas.

Los resultados mostraron una diferencia significativa en la relacién AIA/DO para la cepa UYFAG68 tras
24 horas de incubacion en presencia del sobrenadante de la cepa UYFA156 crecida en ISP2 y en
ausencia de triptéfano (+SN ISP2/TSB; Figura 4.4.a; ANOVA p < 0,001), aunque a las 72 h las
diferencias ya no fueron significativas (Figura 4.4.b). Sin embargo, cuando se adiciona Trp al medio
no se observan diferencias significativas para la relacién AIA/DO de la cepa UYFAG6S tras 24 ni 72
horas de incubacién. Esta no deteccién de una diferencia significativa a las 24 h podria deberse a la
gran dispersion de los datos para la condicién +SN ISP2/TSB/Trp (datos no mostrados). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos previamente en el laboratorio habian demostrado una
fuerte induccién de la produccién de AIA por UYFAG8 al crecer en presencia del sobrenadante de
UYFA156 cultivada en el medio TSB.

Estos resultados muestran la capacidad de la cepa UYFA156 de modular la capacidad fisioldgica de
producir AIA en la cepa UYFA68. Como se menciond, en este ensayo se realizé una curva de
calibracion con concentraciones de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 uM de AlA. Sin embargo, no fue posible
la cuantificacion de AIA producido por la cepa UYFA68 dado que los valores de absorbancia

obtenidos a 540 nm se encuentran por debajo del rango de linealidad.

La posibilidad de la estimulacién de la produccidn de auxinas por parte de la microbiota endofitica
de festuca in planta, por parte de la cepa UYFA156, podria desencadenar en un mayor desarrollo
vegetal. A su vez, este crecimiento y mayor desarrollo del sistema radicular permitirda una mayor
captacién de nutrientes, mejorando las condiciones del habitat de la microbiota, y en particular, de
la cepa UYFA156.
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Figura 4.4. Produccion de AIA por parte de la cepa UYFA68 normalizada por su crecimiento (Abssso/Abseno), €n el medio
TSB con el agregado del sobrenadante de UYFA156 crecida en ISP2 (+SN ISP2/TSB) en comparacion con la condicién control
(con ISP2 fresco) tras 24 h de incubacién (a) y tras 72 h de incubacion (b). Se observan diferencias significativas entre
tratamiento y control en la relaciéon AIA/DO a las 24 horas de incubacién, pero no tras 72 horas.

Como se menciond anteriormente, estos resultados son parte del trabajo publicado en el articulo
“Differential modulation of the bacterial endophytic microbiota of Festuca arundinaceae (tall
fescue) cultivars by the plant-growth promoting strain Streptomyces albidoflavus UYFA156” (Vaz
Jauri et al. 2022). En esta publicacién también se reporta el efecto de la inoculacién de la cepa
UYFA156 sobre la microbiota in planta, mediante analisis de secuenciacién masiva. En este trabajo
se demostré que la composicion del microbioma del cultivar SFRO Don Tomds se ve
significativamente alterada tras la inoculacién con la cepa UYFA156. Sin embargo, en el cultivar
Tacuabé, los cambios debidos a la inoculacién son mas lentos y menos significativos. Asimismo, los
resultados mostraron que la promocién del crecimiento por parte de la cepa UYFA156 se acompaia

de un efecto en la diversidad y composicion endofitica.

En su conjunto, los resultados sugieren que existe una regulacién de la composicién y la actividad

de la microbiota endofitica asociada a festuca al inocularse la cepa UYFA156
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CAPITULO 5

PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LA CEPA Microbacterium sp. UYFAG8 EN
PRESENCIA DEL SOBRENADANTE DE LA CEPA Streptomyces SP.
UYFA156

5.1 ANTECEDENTES
Como se indicd en el capitulo anterior, la cepa Microbacterium sp. UYFA68 aumenta su produccién
de auxinas en presencia de sobrenadante de un cultivo de S. albidoflavus UYFA156 tanto cuando

esta ultima se cultiva en medio liquido TSB como en ISP2.

Si bien sabemos que existe una alteracién de la composicién del microbioma en presencia de S.
albidoflavus UYFA156, los resultados de estimulacién de la produccion de AIA en UYFA68 indican
una influencia de UYFA156 sobre la expresion de caracteristicas fisioldgicas de otras cepas
originarias del mismo ambiente. Esta modificacién de la expresidn del fenotipo puede deberse a
cambios en la regulacion de la expresién génica en la cepa UYFA68 a diferentes niveles. Se plantea
entonces la hipdtesis de que esta modulacién de la actividad observada en la cepa UYFA68 esta

modulada a nivel transcripcional.

5.2 OBJETIVO ESPECIFICO
Analizar el efecto a nivel transcripcional del sobrenadante del medio de cultivo de la cepa

UYA156, sobre el transcriptoma de la cepa Microbacterium sp. UYFAGS.

5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Disefio experimental del ensayo de transcriptémica
Para el andlisis del efecto del sobrenadante de cultivo de S. albidoflavus sp. UYFA156 sobre la

expresion génica de la cepa Microbacterium sp. UYFAG8, se cultivaron cuatro réplicas bioldgicas de
la cepa UYFAG8 en presencia del sobrenadante de la cepa S. albidoflavus UYFA156 previamente
crecida en los medios de cultivo TSB e ISP2 (+SN TSB/TSB y + SN ISP2/TSB, respectivamente). Como
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condicidn control se crecid la cepa UYFA68 en ambos medios, pero sin exposicién a los

sobrenadantes mencionados (n total =16).

El sobrenadante se prepard inoculando 100 mL de los medios de cultivo TSB 0 ISP2, con 1 mL de una
suspension de esporas de la cepa S. albidoflavus UYFA156 de 1 x 10° ufc/mL, incubdndose durante
72 horas a 30°C y 200 rpm. Posteriormente se cosecharon las células por centrifugaciéon a 5000 g
durante 15 minutos y los sobrenadantes obtenidos se filtraron asépticamente. Los sobrenadantes
filtrados se mezclaron con el medio fresco TSB2X (1:1), y se inocularon con la cepa Microbacterium
sp. UYFAG8. Dichos cultivos se incubaron por 12 y 24 horas a 30°C como se menciona en la seccion
4.3.2 del capitulo 4. Las células se recolectaron por centrifugacién a 4000 g por 15 minutos a 4°Cy

se almacenaron a -80°C para la posterior extraccién de ARN bacteriano (Figura 5.1).

Preparacion del sobrenadante Preparacion de la muestra
/ UYFA156 \ / UYFA68
Incubacion a = Incubacién a 30°C . Almacenamient
12 0 24hs Yoo - o del pellet a -80
30°C por 72hs por -
owr @ AL - )

Centrifugacion 15

{ ) minutos a 5000RPM
Medio de cultivo : TSB2X : sob-TSB
Sobrenadante TSB2X - s0b-ISP2
KTSB 0 ISP2 es filtrado - / K (1:1)

Figura 5.1. Diagrama de trabajo utilizado para el analisis del efecto del sobrenadante de la cepa S. albidoflavus UYFA156

sobre la expresion génica de la cepa Microbacterium sp. UYFABS.

5.3.1.2 Extraccion de ARN total
Se extrajo el ARN total de cada muestra, utilizando el kit RNeasy Mini Kit de QIAGEN. Para esto en

primera instancia, se resuspendio el pellet en 600 pL Trizol y 4 uL glicégeno 20 ug/uL (Invitrogen™).
La suspension se transfirid a tubos O-ring conteniendo 500 uL de beads y se realizé una lisis celular
mecanica en el homogeneizador Mini Beadbeater-16 (Biospect Products), agitando tres veces por
30 segundos con intervalos de 1 minuto en hielo. El lisado se centrifugd a 12000 g durante 2
minutos, y se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo libre de ARNasas. Las proteinas presentes
en la muestra se desnaturalizaron mediante la adicién de 400 pL de cloroformo. Posteriormente se
homogeneizo por inversidn y se centrifugd 10 minutos a 12000 g. La fase acuosa se transfirié a un
nuevo tubo libre de ARNasas, al que se le agregaron 550 puL de buffer RLT (Qiagen), disefiado para

la lisis de tejidos previo a la extraccion de ARN (1), con B-mercaptoetanol al 1% y 400 uL de etanol
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99%. Los tubos se mezclaron por inversion y se transfirieron a columnas de RNeasy Mini kit. Luego,
se realizaron tres lavados al ARN unido a la columna, adicionando 700 puL de buffer RW1 la primera
vez y dos veces con buffer RPE. Entre cada lavado se centrifugd la columna 30 segundos a 12000 g
para eluir el buffer de lavado. La columna se colocd en un nuevo tubo y se resuspendié el ARN
agregando 30 uL de agua DEPC (Dietilpolicarbonato, por su sigla en inglés) (ANEXO 2.6)
directamente sobre la columna. Finalmente, el ARN se eluyd centrifugando 1 minuto a 9000 g y se
agregd 1 pL de SUPERase-In™ 20 U/uL (Invitrogen™) para inhibir las ARNasas. Durante toda la

extraccién los tubos con ARN se mantuvieron en hielo para minimizar su degradacién.

El ARN obtenido se cuantificé por absorbancia a 260nm en el equipo NanoDrop 1000
Spectrophotometric (Thermo Scientific™), verificandose que la relacion Abs,eo/Abs,go fuera mayor a
2. Asimismo, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1% con 0,5 ug/mL de Sybr™Safe

(Invitrogen™) para comprobar que el ARN no hubiera resultado degradado durante su extraccion.

5.3.1.3 Preparacion de las librerias de ARN para su secuenciacion

Desfosforilacién del ARN y degradacion del ADN
La preparacién de las muestras para la secuenciacion del ARN (RNAseq) se realizd segun el protocolo

de (Jensen et al. 2017) (Figura 5.2). Esta técnica tiene como objetivo la formacion de ADN para
secuenciar, a partir del ARN extraido de la muestra. Para ello se genera ADNc a partir del ARN, y
luego dicho ADNc se amplifica por PCR para obtener ADN doble cadena. A su vez, dado que el
secuenciador secuencia ADN proveniente de diferentes condiciones experimentales, es necesario la

adicion de adaptadores y cédigos de barra para su diferenciacion.

El ARN extraido se alicuotd de forma de contener 600 pg en un volumen de 16 plL. Cada alicuota se
fragmentd en secuencias de aproximadamente 200 pb y se desfosforilé el extremo para la posterior
union de un adaptador en 3’-, todo esto mediante la adicién de 4 uL de buffer Fast AP (Thermo
Scientific™) y su incubacién por dos minutos y medio a 94°C. El ARN fragmentado se traté con 4 pL
de TURBO DNase 2 U/ul (Invitrogen™) y se llevd a un volumen final de 40 puL mediante el agregado
1 pL del inhibidor de ARNasas recombinante de origen murino (40 U/mL) (M0314L - New England
Biolabs® Inc.), 10 pL de buffer Fast AP y 5 pL de agua DEPC. La suspension se incubé durante 30

minutos a 30°C, permitiendo la degradacién del ADN presente en la muestra.
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Figura 5.2. Esquema de trabajo para la preparacién del ARN para su secuenciacion.

5.3.1.4 Remocién de enzimas y buffers de las muestras
El volumen de reaccion se llevé a 60 pL mediante el agregado de agua DEPC y se agregaron beads

magnéticos. Enzimas y buffers previamente agregados se eliminaron con 2 volimenes de RNAClean
XP (Beckman Coulter - Life Sciences), incubdndose 15 minutos a temperatura ambiente,
permitiendo la unién de ARN a los beads magnéticos. A continuacion, los tubos se colocaron en un
rack magnético, el cual atrae los beads unidos al ARN al fondo del tubo. Se elimind el sobrenadante
y se realizaron tres lavados con 200 pL de alcohol 70%, incubando durante 30 segundos cada vez. El
alcohol remanente se dejé evaporar durante 10 minutos a temperatura ambiente. El ARN se eluyd
mediante el agregado de 12 plL de agua DEPC y agregandose 1 pL de SUPERase-In™ 20 U/uL (ver
Figura 5.3).

Incubacion 15min - Recoleccién del

Agregado de
—_— —_— ( —_— ! ! e
120 plL de beads a temp. ambiente »sobrenadante |
ARN desfosforilado Recoleccién del ARN
en un volumen Incubacion 5 3 lavados con 200 uL de en 12 ul de agua DEPC
finalde CO il HiRtitoseneal fagk alcohol 70%. Dejar secar
K +1 plLde SUPERase-IN

los tubos 10 minutos
en un nuevo tubo

Figura 5.3. Esquema de trabajo utilizado para la remocidn de enzimas y buffer de la muestra conteniendo el ARN de

interés.
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5.3.1.5 Ligacion de cddigos de barra
Para cada muestra, se tomaron 5 pL de ARN desfosforilado y lavado y se le agregd 1 puL de un

adaptador con el cddigo de barra a utilizar (ver ANEXO 4.2.1) a partir de una concentracion stock de
100 mM. Los tubos con la mezcla se incubaron 2 minutos a 72°C para luego ser transferidos
rapidamente en hielo. Posteriormente se agregaron 16 ulL de una mezcla de reaccidén conteniendo
2 uL de 10x buffer T4 RNA ligase (New England Biolabs® Inc.), 1,8 pul de DMSO 100% (Thermo Fisher
Scientific Inc.), 8 uL de poli-etilenglicol (PEG) 50%, 0,2 uL de ATP 100 mM, 0,3 pL de inhibidor de
ARNasas murina (40 U/mL) y por ultimo 1,8 uL de T4 RNA ligasel 30.000 U/mL (New England
Biolabs® Inc.). Para la reaccidén de ligacion se incubé 90 minutos a temperatura ambiente. Por

ultimo, se agregaron 60 uL de buffer RLT a cada ligacion para inhibir la actividad ligasa.

5.3.1.6 Formacién de pools
Se formaron pools (mezclas) de aquellas muestras con diferentes adaptadores utilizando el kit RNA

Clean & Concentrator (Zymo Research - C1004). Para esto, los productos de ligacidn se unieron con
diferentes adaptadores a una misma columna IC Zymo-Spin. Una vez unidas todas las muestras, se
agregaron 400 pL de buffer Prep (provisto por el kit C1004) y luego 700 puL de buffer de lavado. Entre
cada uno de estos pasos se centrifugd 30 segundos a 12000 g. Luego, se realizé un segundo lavado
con 400 pL de buffer de lavado, tras lo cual se centrifugd 2 minutos a 12000 g. La columna se
transfirid a un nuevo tubo, se agregaron 16 plL de agua DEPC centrifugdndose 30 segundos a 12000

g, permitiendo eluir el ARN.

5.3.1.7 Remocidén del ARNr
Una vez generados los pools con las diferentes muestras, se removié el ARNr con una sonda de

union a los beads RiboPOOL (siTOOLs Biotech). Los beads de estreptavidina a utilizar requieren un
pretratamiento, para una correcta union de la sonda. Para esto 80 pL de la suspensidn de beads 10
mg/mL se trataron con 1 mL de solucién de resuspencién (SR — ANEXO 2.7.3), incubando la mezcla
por 2 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se colocd en un rack magnético y, tras 1 minuto
de incubacidn, se elimind el sobrenadante. Este paso se repitid una vez, posterior a lo cual se agregé
1 mL de solucidn de lavado (SL — ANEXO 2.7.4). Se elimind el sobrenadante y se agregaron 160 puL
de buffer de unidn 2X (2BU — ANEXO 2.7.1), homogeneizando con la pipeta 10 veces. Para la unidn
de las sondas RiboPOOL al ARN, a 14 uL de ARN eluidos de la columna IC Zymo se le agregd 1 plL de
sonda y 5 pL de 2BU. Se agregaron 60 pL de buffer de dilucién (BD — ANEXO 2.7.2) y 20 pL de la
solucion conteniendo el ARNr unido a la sonda, a 80 uL de beads de estreptavidina previamente
tratados (primera deplecién). A continuacién, se incubé por 15 minutos a temperatura ambiente,
golpeteando los tubos cada 2 - 3 minutos. Posteriormente a 80 uL de beads de estreptavidina se

colocaron en el rack magnético y se extrajo el sobrenadante (segunda deplecion). Se dio un spin
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down a la primera deplecién y se colocd en el rack magnético por 2 minutos. El sobrenadante de
estos tubos fue cuidadosamente transferido a los tubos de la segunda deplecién. Se incubé por 15
minutos a temperatura ambiente, golpeando suavemente los tubos cada 2 - 3 minutos. Se dio un
spin down y se colocd en el rack magnético por 2 minutos. El sobrenadante conteniendo el ARN no
ribosomal (el cual no se une a los beads), se transfirid a un nuevo tubo libre de ARNasas. Este Ultimo
paso se repitié para asegurar la completa eliminacién de los beads. Nuevamente se realiza una
limpieza del ARN obtenido como se describe anteriormente. En este caso la columna se usé
solamente para la eliminacién de buffers y enzimas de reaccién, no para la formacién de nuevos

pools.

5.3.1.8 Sintesis de ADN copia (ADNCc)
A 12 ulL de ARN no ribosomal de cada pool se le agregaron 2 plL del cebador AR2 25 mM (ver ANEXO

4.3.1) y se incubd a 70°C. Luego de 2 minutos se transfirieron los tubos rapidamente a hielo. A estos
tubos se les agregd 6 UL de la mezcla de reaccidn, consistiendo en: 2 uL de buffer 10x AffinityScript
RT, 2 uL de DTT 100 mM, 0,8 pL de dNTPs 25 mM, 0,4 pL de inhibidor de ARNasas murina (40 U/mL)
y 0,8 pL de la enzima AffinityScript RT. La mezcla se homogeneizd, se le dio un spin down y se incubd

la mezcla 55 minutos a 55°C.

5.3.1.9 Degradacién del ARN
Con este fin, en primera instancia se agregé 0,1 Vol. de NaOH 1 M preparado en el momento, a cada

tubo de reaccién, incubandose por 12 minutos a 70°C, permitiendo asi la hidrélisis del ARN.
Posteriormente se neutralizaron las soluciones agregando 4 pL de acido acético 500 mM. A
continuacidn, se realizé una segunda deplecién de enzimas y buffers con pequefias modificaciones
(ver seccidn 5.3.1.4), utilizando en esta ocasion AMPure XP beads (Beckman Coulter, Inc.), de unidn
al ADN obtenido durante la sintesis de ADNc. Al recuperar el ADNc, el sobrenadante no se transfirio

a un nuevo tubo, sino que se continud trabajando con los beads.

5.3.1.10 Ligacion de adaptador 3Tr3
A la suspension obtenida en el paso anterior se le agregaron 2 ulL del adaptador 3Tr3 40 mM (ver

ANEXO0 4.2.1) y se incubd a 72°C. Luego de 2 minutos los tubos se transfirieron rapidamente al hielo.
A continuacion, se le agregaron 13 plL de una mezcla de reaccidn conteniendo 2 L de buffer 10x T4
RNA ligase, 0,8 pl de DMSO 100%, 0,2 pL de ATP 100 mM, 8,5 pL de poli-etilenglicol (PEG) y por
ultimo 1,5 puL de T4 RNA ligasel. La ligacién se incubd 16 horas a temperatura ambiente. Se
realizaron dos limpiezas del producto de ligacion como se describe en la secciéon 5.3.1.4, para
eliminar los adaptadores no ligados. La segunda limpieza se realizé agregando 1,5 Vol. de beads, en

lugar de 2 Vol. La elucidn del ADNCc se realizd en 25 uL de agua DEPC en ambos casos.
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5.3.1.11 Reaccién de PCR para la secuenciacion de las librerias
Para la reaccién de PCR se utilizaron los cebadores RTS_Enr_P5 complementario al cebador 3Tr3 y

RTS_Enr_P7_BCO1, RTS_Enr_P7 _BC 02 o RTS_Enr_P7 _BC 04 (ANEXO 4.3.1), dependiendo del
adaptador agregado durante la primera ligacidn. La mezcla de reaccidn consistié en 22 pul de agua
desionizada estéril, 10 ul de buffer 5X Q5® (New England Biolabs® Inc.), 0,5 pul de dNTPs 25 mM, 2,5
ul de cada cebador, 10 uL de ADNcy 2,5 pl de la polimerasa Q5® High Fidelity de concentracion 2000
U/ml (New England Biolabs® Inc.). Luego de la amplificacidn, se realizd una limpieza del producto

de PCR (ver secciéon 5.3.1.4) con el fin de eliminar buffers y cebadores remanentes de la PCR.

El programa empleado para la reaccidon de amplificacién consistié en un paso de desnaturalizacidn
inicial de 30 segundos a 98°C, seguido de 17 ciclos de 30 segundos a 98°C, 25 segundos a 68°Cy 15

segundos a 72°C. Por ultimo, se realizé una extensién final de 2 minutos a 72°C.

5.3.1.12 Verificacién del producto obtenido y secuenciacion
El tamafio de banda y la concentracién de las secuencias obtenidas se verificaron por electroforesis

capilar en TapeStation (Agilent Technologies, Inc.) y por fluorescencia, utilizando fluoréforos de
union especifica al ADN (Qubit - Thermo Scientific™). Las muestras se secuenciaron en la plataforma
Ilumina NextSeq500 con NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (ID: 20024908) con una profundidad

de 75 ciclos.

5.3.2 Analisis bioinformatico de los transcriptomas obtenidos
Los datos crudos de secuenciacidon se procesaron y analizaron usando el pipeline Aerobio

desarrollado por Jon Anthony, Boston College, Estados Unidos (Plataforma Aerobio 2.3.0 disponible

en https://github.com/jsa-aerial/aerobio) (Anthony, J. S. & van Opijnen, T. A. 2019). Este andlisis

consistio de cuatro pasos: demultiplexado, recorte (trimming), mapeo y calculo de expresién
diferencial. Inicialmente, las lecturas sin procesar se separaron de acuerdo a sus cédigos de barra
(demultiplex) para diferenciar a qué muestra pertenece cada lectura primero por el extremo 5’ y
luego por el extremo 3’. Posteriormente se eliminaron las secuencias de cebadores, adaptadores y
codigos de barra (trimming) (Shishkin et al. 2015), (Langdon 2015), se recortaron a 59 pb y se realizé
un filtrado por calidad de secuencia mediante un test Q14 con un punto de corte del 96%. Las
lecturas filtradas fueron mapeadas contra los genomas de referencia utilizando bowtie2 con los
siguientes pardmetros (-D20-R3-N0-L20-i S, 1, 0.50). Las lecturas mapeadas se cuantificaron y
asignaron por gen utilizando featureCounts (Liao et al. 2014). Por ultimo, se calculd la expresion
diferencial mediante el paquete bioinformatico DESeq2 (Love et al. 2011) (Figura 5.4). DESeq2
realiza una normalizacion interna donde se calcula la media geométrica para cada gen en todas las

muestras. Los recuentos de un gen en cada muestra se dividen por esta media. La mediana de estas
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razones en una muestra es el factor de tamafio para esa muestra. Este procedimiento corrige el
tamafio de la biblioteca y el sesgo de composicién del ARN, que puede surgir, por ejemplo, cuando
solo un pequeio numero de genes se encuentran altamente expresados en una condicidn

experimental pero no en la otra.

-
' o " -
Trimming Feature Counts DESeq2
Eliminacion de lecturas Cuantificacion de la Iden.tlflcacpn de genes
diferencialmente

de baja calidad expresion génica

expresados

Figura 5.4. Esquematizacion del procesamiento bioinformatico de las lecturas obtenidos en la secuenciacion.

En este trabajo se considerd que un gen fue expresado diferencialmente entre dos condiciones
cuando la diferencia de expresion fue mas del triple (| log2-fold change | > 1,5) y el valor p ajustado
para multiples comparaciones es menor a 0,05 (padj < 0,05). A su vez, de la lista de genes
diferencialmente expresados se eliminaron aquellos genes que no se encontraron en al menos 2

réplicas bioldgicas.

Los genes diferencialmente expresados se contrastaron para cada condicién problema con los genes
pertenecientes a clusters de biosintesis de metabolitos secundarios identificados mediante el
antiSMASH (Medema et al. 2011a). A su vez, la totalidad del transcriptoma se analizé mediante el

software blastKOALA de la plataforma KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

5.3.3 Extraccién de ADNg de la cepa Microbacterium sp. UYFAB8, purificacién y

secuenciado.
Para poder realizar el mapeado de los genes expresados por parte de la cepa Microbacterium sp.

UYFA68 fue necesaria la secuenciacion de su genoma. Para ello, se realizo la extraccién de ADNg de
la cepa Microbacterium sp. UYFA68 usando el DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) con
modificaciones, a partir de un cultivo en fase exponencial con una DOgoo de 0,2. El ADNg se cuantificd
en un NanoDrop 1000 (Thermo Scientific™) y por fluorometria con Qubit (Thermo Scientific™),
alcanzando una concentracién de 200 ng/uL. La integridad se verifico en un gel de agarosa al 1 %
con 0,5 pg/mL de Sybr™Safe (Invitrogen™). El ADN obtenido fue secuenciado, mediante el kit
NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (ID: 20024908) con 300 ciclos en la plataforma lllumina

NextSeq500. Las secuencias obtenidas fueron gentilmente procesadas por el Dr. Federico Rosconi
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mediante el software SPAdes y el genoma curado se anoté en el servidor RAST
(http://rast.theseed.org).

5.3.4 GhostKoala
El andlisis de las lecturas obtenidas mediante RNAseq se realizé mediante la plataforma GhostKoala.

El GhostKoala es un servidor de anotacidon automatica para secuencias de genoma y metagenoma
qgue permite la asociacion de las lecturas a proteinas con funcién. Para ello, realiza asignaciones de
KO (ortologia KEGG) para caracterizar funciones de genes individuales y reconstruir vias KEGG para

inferir funciones de alto nivel del organismo o el ecosistema (Kanehisa et al. 2016).

5.4. RESULTADOS

5.4.1. Anadlisis gendmico de la cepa Microbacterium sp. UYFABS.
Luego del procesamiento y ensamblado de las lecturas, el genoma se anoté con el servidor RAST

(http://rast.theseed.org). Se analizd la especie a la cual pertenece la cepa de Microbacterium sp.

UYFA68 mediante el servidor JSpeciesWS (http://ispecies.ribohost.com/jspeciesws/). El algoritmo

utilizado por JSpeciesWS basa su analisis en una comparacion de la identidad nucleotidica promedio
(ANI) y del indice de correlacién de las firmas de tetra-nucleétidos entre el genoma de interés y los
genomas de referencia depositados en la base de datos. Sin embargo, los valores de ANI obtenidos
resultaron menores al limite establecido para la adjudicacién de una cepa como perteneciente a

una especie.

Asimismo, dada la capacidad PCV de la cepa Microbacterium sp. UYFA68, se buscaron genes
potencialmente involucrados con la promocién del crecimiento vegetal, particularmente de auxinas,

mediante la plataforma RAST.

5.4.2. Analisis genomico preliminar de la cepa Microbacterium sp. UYFAG68

Los resultados de los analisis de la secuenciacion de la cepa Microbacterium sp. UYFA68 mostraron
gue su genoma esta compuesto por 3.385.068 pb y presenta un contenido GC de un 69,7 %,
correspondiente a lo esperado para un genoma proveniente del filo Actinobacteria (Kieser 2000).
La cepa en estudio no presenta homologia suficiente con ninguna especie de referencia como para
su clasificacidn a nivel de especie de acuerdo al analisis realizado en la plataforma JSpieces. La

especie mas cercana, Microbacterium binotii, presenta un ANIb de 74,93 %, muy inferior al 95 %
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necesario para considerar dos cepas como pertenecientes a la misma especie. Dicha especie se

encuentra reportada como asociada a organismos eucariotas fototrofos (Mitra et al. 2021).

Mediante la plataforma RAST se lograron identificar 3.287 secuencias codificantes en el genoma de
la cepa UYFAGS, de las cuales 1261 (38 %) corresponden a proteinas hipotéticas. A su vez, dentro
del total de genes identificados, 822 de ellos (25 %) pudo ser asignado a un subsistema. Las
secuencias codificantes identificadas y categorizadas se asociaron principalmente al metabolismo
de carbohidratos (20 %), al metabolismo de aminodcidos y sus derivados (18 %), al metabolismo
proteico (12 %) y produccion de cofactores, vitaminas, grupos prostéticos y pigmentos (11,3 %) (ver
Figura 5.5).

Por otra parte, el andlisis del genoma se focalizé en la busqueda de genes potencialmente
involucrados con la promocién del crecimiento vegetal, particularmente de auxinas, ya que fue la
caracteristica detectada en condiciones in vitro (de los Santos et al 2016), asi como afectada por el
sobrenadante de la cepa UYFA156 en el capitulo anterior. Es asi que a través de la plataforma RAST
se detectaron cuatro genes relacionados al metabolismo secundario, siendo todos ellos vinculados
a la produccion de auxinas: triptofano sintasa — cadena a (EC 4.2.1.20), antranilato
fosforibosiltransferasa (EC 2.4.2.18), triptofano sintasa — cadena B (EC 4.2.1.20) y monoamina
oxidasa (EC 1.4.3.4). Si bien estos genes se encuentran relacionados a la produccidn de auxinas, no
constituyen una via metabdlica completa. A su vez, se detectaron 14 secuencias codificantes
involucradas en la produccidn de tiamina, un cofactor de la enzima triptofano pirolasa, necesaria
para la biosintesis de triptéfano. Si bien se requieren estudios mas profundos dirigidos a identificar
en su totalidad las vias metabdlicas en cuestion, éstos resultados remarcan la importancia de la

produccién de auxinas en la cepa Microbacterium sp. UYFAGS.
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Cobertura de subsistema Distribucién de categorias de subsistemas Recuentos de caracteristicas del subsistema

(] Pared celular y cépside (22)
25% Virulencia, enfermedad y defensa (26)
Metabolismo del potasio (6)
Fotosintesis (0)
Misceléneos (19)
Fagos, profagos, elementos transponibles y plasmidos (2)
Transporte de membrana (26)
B Adquisicién y metabolismo del hierro (10)
Metabolismo del ARN (31)
B Nucledsidos y nucledtidos (98)
Metabolismo proteico (150)
B Divisién celular y ciclo celular (0)
Motilidad y quimotaxis (0)
M Regulacién y sefializacion celular (6)
75% Metabolismo secundario (4)

Metabolismo del ADN (54)
M Acidos grasos, lipidos e isoprenoides (76)
Metabolismo del nitrégeno (6)
Dormancia y esporulacién (1)
Respiracion (32)
B Respuesta al estrés (17)
Metabolismo de compuestos arométicos (20)
Aminodcidos y derivados (226)
Metabolismo del sulfuro (5)
Metabolismo del fésforo (21)
Carbohidratos (248)

2]

EEEEE®

Figura 5.5. Diagrama de los diferentes subsistemas presentes y su abundancia, en el genoma de la cepa Microbacterium
sp. UYFA68 identificados mediante la plataforma RAST.

5.4.3. Perfil transcripcional de la cepa Microbacterium sp. UYFA68 crecida en
presencia del sobrenadante de la cepa S. albidoflavus UYFA156.

La profundidad de secuenciacién del transcriptoma de la cepa UYFA68 en presencia del
sobrenadante de la cepa UYFA156, definida como la cantidad de lecturas totales por muestra, fue
en promedio, de 7.707.599.

A continuacién, se presenta el analisis del perfil transcripcional de la cepa UYFA68 crecida en
presencia del sobrenadante de la cepa UYFA156 crecida en medio de cultivo TSB (i) e ISP2 (ii), por
12 y 24 horas.

i- Cepa UYFAG68 crecida en medio de cultivo TSB suplementado con el sobrenadante del medio de
cultivo de la cepa UYFA156 crecida en TSB (+SN TSB/TSB)

12 horas de crecimiento: Los resultados de los andlisis con el programa DESeq2 mostraron que, en

estas condiciones, la cepa UYFA68 expresd un total de 1186 genes con calidad necesaria para el
estudio de su expresidn diferencial, de los cuales 45 fueron diferencialmente expresados
considerando un Log2FoldChange > |2|, p < 0,05, y 124 con un Log2FoldChange > |1,5|. De éstos

primeros, 26 se encontraron sobreexpresados y 19 subexpresados. Por otra parte, la plataforma
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GhostKoala, permitié la anotacion de solamente 647 de los mismos (54,6%) (Figura 5.6), y ninguno
de los diferencialmente expresados se encontraron entre ellos. De los genes anotados por
GhostKoala, 284 se corresponden a genes pertenecientes a vias metabdlicas, 128 a genes
relacionados con la sintesis de metabolitos secundarios, 74 a genes involucrados en el metabolismo
microbiano en diversos ambientes, 37 a genes relacionados al metabolismo del carbono, 46 a genes
relacionados a la biosintesis de aminoacidos y 49 a genes relacionados con la biosintesis de
cofactores. A este tiempo de incubacidn, ninguno de los genes anotados por la plataforma
GhostKoala se encontré expresado diferencialmente (p < 0.05) en la cepa UYFA68 en presencia del
sobrenadante de la cepa UYFA156 respecto a la condicidén control, con la cepa UYFA68 creciendo en

medio TSB fresco.

647 entradas (54,6 %) anotadas

I Metabolismo de carbohidratos
Familias proteicas: procesamiento de la informacién génica
| Familias proteicas: sefalizacion y procesamiento celular
Procesamiento de la informacién genética
| Metabolismo aminoacidico
_ | Procesamiento de la informacion ambiental
Sin clasificar: metabolismo
i '] Metabolismo de cofactoresy vitaminas
B Metabolismo nucleotidico
B Metabolismo energético
Sin clasificar

Figura 5.6. Categorizacidon funcional de los 647 genes identificados por la plataforma GhostKoala, expresados por
Microbacterium sp. UYFAG8 tras 12 horas de incubacion con el sobrenadante de la cepa UYFA156 de TSB (+SN TSB/TSB).

La plataforma RAST permitié la prediccion de la funcion de los 45 genes diferencialmente
expresados. Algunos de estos cambios se describen a continuacidn. Se observo una disminucidn de
la expresion de genes de captacion de manitol respecto al control (Log2FoldChange de entre |2,57|
y |2,17]), sugiriendo un cambio en las vias de adquisicion y metabolismo del carbono. Es interesante
resaltar que, en estas condiciones, un gen que codifica para una probable aldehido deshidrogenasa
(EC 1.2.1.3), se sobreexpreso significativamente (Log2FoldChange de |2,36|), respecto a las
condiciones control. Esta enzima esta involucrada en la sintesis de AIA (Figura 5.7), mediante la

sintesis de acido indol-3-acetato, lo cual podria explicar el aumento en la produccion de esta
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fitohormona por parte de la cepa UYFA68 cuando la misma es incubada en presencia de

sobrenadante de la cepa UYFA156 crecido en TSB.

ENZIMAS:
1. triptofano aminotransferasa
2. indol lactato deshidrogenasa
3. dcido indol-3-pirtvico
descarboxilasa

4. triptofano descarboxilasa

5. amina oxidasa

6. cadena lateral del triptofano
oxidasa

7. indol-3-acetaldehido oxidasa
8. triptofano 2-monooxigenasa
9. indol acetamida hidrolasa
10. acetaldoxima deshidratasa
11. nitrilo hidratasa

12. nitrilasa

2. indica que la enzima no es
conocida

Acipo INpol'3-AceTico

Figura 5.7. Representacion esquematica de las vias conocidas de sintesis de AIA en bacterias. Se enfatiza la reaccion
enzimatica catalizada por la enzima encontrada en los analisis de RNAseq. Modificado de (Olanrewaju et al. 2017).

-24 horas de crecimiento: En estas condiciones se identificaron un total de 891 genes expresados

con calidad necesaria para el estudio de su expresion diferencial. Segun los resultados del DESeqz2,
9 resultaron diferencialmente expresados con un Log2FoldChange >|2|, y 47 con un
Log2FoldChange >|1,5], en todos los casos con p < 0,05. De éstos 891 genes, mediante la plataforma
GhostKoala se lograron anotar un total de 490 (55%) (Figura 5.8). De los genes anotados, 183 se
corresponden a genes pertenecientes a metabolismo celular basal, 90 a genes relacionados con la
sintesis de metabolitos secundarios, 56 a genes involucrados en el metabolismo exclusivamente
microbiano, 26 a genes relacionados al metabolismo del carbono, 36 a genes relacionados a la
biosintesis de aminoacidos y 27 a genes relacionados con la biosintesis de cofactores. Ninguno de
los genes diferencialmente expresados pudo ser anotados por la plataforma GhostKoala. Sin
embargo, dos proteinas probablemente asociadas a la interaccion con siderdforos (segun la
anotacion por RAST) fueron significativamente sobreexpresadas en presencia del sobrenadante
(Log2FoldChange |1,8| v |2,2].

De todos los cambios de expresion mencionados a las 12 y 24 horas de incubacion, 5 se detectaron
en ambas situaciones. Los genes anotados en el sistema RAST como "Phosphotransferase system,
phosphocarrier protein HPr", "PTS system, cellobiose-specific [IB component" y "PTS system,

mannitol-specific IIB component (EC 2.7.1.197) / PTS system, mannitol-specific IIC component",
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mencionado arriba como uno de los involucrados en el transporte de manitol, se encuentran
subexpresados respecto a la condicion control tras los dos tiempos de incubacidn. Por otro lado, se
encuentran sobreexpresadas en ambas comparaciones dos genes clasificados como "Short-chain

dehydrogenase" y "Probable carboxyvinyl-carboxyphosphonate phosphorylmutase (EC 2.7.8.23)".

490 entradas (55,0 %) anotadas

Familias proteicas: procesamiento de la informacion génica
[l Metabolismo de carbohidratos
Procesamiento de la informacién genética

| Familias proteicas: sefializacion y procesamiento celular
| Procesamiento de la informacién ambiental
| Metabolismo aminoacidico
B Metabolismo nucleotidico
Sin clasificar: metabolismo
Sin clasificar
7] Metabolismo de cofactoresy vitaminas
B Metabolismo energético

Figura 5.8 Categorizacion funcional de los 490 genes identificados por la plataforma GhostKoala, expresados por

Microbacterium sp. UYFA68 en medio TSB tras 24 horas de incubacion.

ii-Cepa UYFAG68 crecida en medio de cultivo TSB suplementado con el sobrenadante de la cepa
UYFA156, crecida en medio de cultivo ISP2 (+SN ISP2/TSB)

12 horas de crecimiento: En estas condiciones se identificaron un total de 554 genes expresados por

la cepa UYFA68 con calidad necesaria para el estudio de su expresion diferencial, de los cuales
solamente 6 se vieron diferencialmente expresados, segun los resultados del DESeq2, en
comparacién con el control (Log2FoldChange > |1,5]). Dos de ellos se encuentran subexpresados
(una oxidoreductasa NAD(P)-dependiente, una Enoil-CoA hidratasa y a-L-arabinofuranosidasa) y 4
sobreexpresados respecto al control (una proteina hipotética, un antigeno de 18KDa, la a/B
hidrolasa plegable y una proteina de unién al ADN). El total de genes detectados de la cepa
Microbacterium sp. UYFAG8 se analizaron en la plataforma GhostKoala, pudiendo anotarse 318 del
total de genes expresados (57,4 %) (Figura 5.9). De los genes anotados, 125 se corresponden a genes
pertenecientes a vias metabdlicas basicas, 64 a genes relacionados con la sintesis de metabolitos
secundarios, 44 a genes involucrados en el metabolismo exclusivamente microbiano, 23 a genes
relacionados al metabolismo del carbono, 22 a genes relacionados a la biosintesis de aminoacidos y
21 a genes relacionados con la biosintesis de cofactores. Ninguno de los anotados por GhostKoala

fue diferencialmente expresado.
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318 entradas (57,4%) anotadas

.| Procesamiento de la informacidn genética
B Metabolismo de carbohidratos
Tratamiento de Informacion Ambiental
Familias de proteinas: sefializacidn y procesos celulares
|| Metabolismo de aminoacidos
Procesamiento de informacion genética
I Metabolismo de cofactores y vitaminas
B Metabolismo de nucleétidos
B Metabolismo de lipidos
B Metabolismo energético
Sin clasificar: metabolismo

Figura 5.9. Categorizacion funcional de los 318 genes identificados por la plataforma GhostKoala, expresados por

Microbacterium sp. UYFA68 en medio ISP2 tras 12 horas de incubacién.

24 horas de crecimiento: en estas condiciones se identificaron 66 genes expresados con calidad
necesaria para el estudio de su expresién diferencial, y solamente 1 diferencialmente expresado con
un valor de Log2FoldChange > 1,5, el cual se encontré sobreexpresado (oxidorreductasa de clase
PPOX (o PNPOx) dependiente de F420). Mediante la plataforma GhostKoala, se lograron anotar 29
(43,9%) del total de 66 genes identificados (Figura 5.10). De los genes anotados, 9 se corresponden
a genes pertenecientes a vias metabdlicas, 9 a genes relacionados con la sintesis de metabolitos
secundarios, 5 a genes involucrados en el metabolismo microbiano en diversos ambientes, 3 a genes
relacionados al metabolismo del carbono, 1 a genes relacionados a la biosintesis de aminodcidos y
1 a genes relacionados con la biosintesis de cofactores. No se observan coincidencias entre los genes

diferencialmente expresados tras 12 y 24 horas de incubacién en ISP2.
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29 entradas (43,9 %) anotadas

Procesamiento de la informacidn genética
'] Metabolismo de cofactoresy vitaminas
Familias proteicas: procesamiento de la informacién génica
| Familias proteicas: sefializacién y procesamiento celular
Sin clasificar: metabolismo
| Metabolismo aminoacidico
| Procesos celulares
B Metabolismo lipidico
I Metabolismo de otros aminoécidos
[ Metabolismo energético
[l Metabolismo de carbohidratos

Figura 5.10. Categorizacion funcional de los 29 genes identificados por la plataforma GhostKoala, expresados por

Microbacterium sp. UYFA68 en medio ISP2 tras 24 horas de incubacién.

5.5 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los andlisis de RNAseq suelen ser validados por PCR cuantitativa, lo cual excede los objetivos de esta
tesis. Para ello, es necesario la construccion de primers dirigidos a genes housekeeping de
Streptomyces, como es el caso del gen codificante del principal factor sigma en Streptomyces (gen

hdrB) (Luo et al. 2015) y primers dirigidos a los genes de interés.

El andlisis realizado sobre el genoma de la cepa Microbacterium sp. UYFA68 no logrd determinar la
especie, siendo la mas cercana la cepa Microbacterium binotii. Desafortunadamente, recién en los
ultimos tiempos ha empezado a estudiarse mas extensamente al género Microbacterium (Gao et al.
2022; (Patel et al. 2023); (Corretto et al. 2020), por lo que el nimero de genomas secuenciados
disponibles y de especies profundamente estudiadas, es relativamente bajo. Gracias a nuestro
trabajo ahora se cuenta con mas datos gendmicos de Microbacterium. Para poder realmente
afirmar que la cepa UYFA68 es una nueva especie corresponde realizar mas caracterizaciones de las
qgue se encontraban como objetivo de este trabajo (Xie et al., 2021; Zhang et al., 2021). La
secuenciacién del genoma de la cepa, sin embargo, fue fundamental para realizar los posteriores
experimentos de transcriptémica, ademas de representar una importante contribucién a la lista de

genomas del clado.

Al ser expuesta al sobrenadante de la cepa UYFA156 crecida en TSB, la cepa Microbacterium sp.

UYFA68 mostré un gran niumero de genes afectados. Estos resultados abren una amplia gama de
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preguntas a diversos niveles. Respecto a la estimulacidn del crecimiento observado en cultivos
liguidos, seria interesante el estudio de los genes involucrados en las interacciones colaborativas
(sobrenadante de UYFA156 en TSB estimulando el crecimiento) en comparacidn con las condiciones
en las cuales la interaccidn es de antagonismo (ensayos de inhibicién en placa). El gran nimero de
genes cuya expresion fue alterada en las condiciones del experimento de transcriptémica realizado
podria estar indicando cambios metabdlicos beneficiosos para la cepa Microbacterium UYFA68. Por
otro lado, es también en estas condiciones que estudios previos encontraron una fuerte
estimulacién de la produccion de auxinas por parte de Microbacterium UYFAGS, y la sobreexpresién
del gen potencialmente codificante para una aldehido deshidrogenasa que podria estar
participando de la sintesis de auxinas en la cepa. Futuros estudios acerca de la relacion de esta
proteina con la sintesis de auxinas en Microbacterium UYFA68 podrian elucidar el mecanismo
subyacente en lo observado fenotipicamente. Los resultados obtenidos apoyan la hipdtesis de la
tesis, Streptomyces influye no solo el crecimiento, pero también la fisiologia de las otras cepas del

holobionte.

Por otro lado, la inhibicién observada en los ensayos in vitro presentados en los capitulos anteriores
indican la capacidad de S. albidoflavus UYFA156 de inhibir el crecimiento del resto de la microbiota
endofitica. Si bien estos efectos también se observaron sobre la cepa Microbacterium UYFA68 en
presencia del sobrenadante de la cepa UYFA156 crecida en ISP2 (capitulo 4), en los analisis
transcriptdmicos no fue posible observar la expresién de genes de respuesta al estrés. De todos
modos, estudios futuros podrian enfocarse a elucidar la funcién de los genes sobreexpresados tanto
alas 12 como a las 24 horas de incubacion con este sobrenadante, ya que entre ellas se encuentran
proteinas hipotéticas y algunas predichas como de unidn al ADN, las cuales podrian estar
cumpliendo funciones regulatorias asociadas a la respuesta al estrés. Este bajo nimero puede ser
consecuencia de una baja calidad de extraccidon dado que la cepa UYFA68 se encuentra inhibida en
esta condicidn. Es decir, que la razén de la no expresion diferencial puede ser que la cepa se

encuentra inactiva o que el metabolismo y la actividad de la cepa se encuentran minimizados.

La produccién de auxinas por parte de bacterias asociadas a especies vegetales del género
Microbacterium ha sido ya reportada (Yadav et al. 2022). En el capitulo anterior se vio una
estimulacién de la produccion de auxinas por parte de la cepa UYFA68 al ser crecida expuesta a
sobrenadante de la cepa UYFA156 en ISP2. Sin embargo, los resultados transcriptdmicos no llegaron
a detectar la sobreexpresion de genes involucrados en la sintesis de auxinas en estas condiciones.
Esto podria deberse a una regulacién de la expresion génica a otro nivel, por ejemplo, a nivel
traduccional. Por otro lado, el crecimiento de la cepa UYFA156 en las condiciones de cultivo en
medio ISP2 no fue dptimo (datos no mostrados), por lo que quizas este sobrenadante poseyera

menor cantidad de metabolitos potencialmente funcionales como sefiales que las presentes en el
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sobrenadante de medio TSB. De hecho, la cantidad de genes diferencialmente expresados fue
mayor cuando la cepa UYFA68 fue expuesta al sobrenadante del cultivo de UYFA156 en TSB,

indicando una mayor alteracién que frente al sobrenadante de ISP2.

Finalmente, la falta de evidencia de una inhibicidn de la cepa Microbacterium sp. UYFA68 expuesta
al sobrenadante del medio ISP2 podria deberse a falta de profundidad en la secuenciacién de los
datos, ya que el numero de genes identificados como expresados fue bajo en comparacién a la
condicidn con sobrenadante de medio TSB. Por otro lado, en ninguna de las condiciones analizadas
se observan vias metabdlicas esenciales completamente expresadas, lo cual también sugiere que la
profundidad de lectura no fue dptima. Esto podria explicar la ausencia de genes asociados al estrés,

a la resistencia antibidtica, o a la produccién de metabolitos asociados a la PCV.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

1- La cepa UYFA156 es un enddfito verdadero de ambos cultivares evaluados.

Los analisis de microscopia laser confocal en semillas esterilizadas superficialmente e inoculadas con
S. albidoflavus UYFA156 confirmaron su naturaleza endofitica. Estos ensayos también permitieron
evidenciar la capacidad de esta cepa de colonizar los tejidos aéreos y raices de ambos cultivares
(SFRO Don Tomas y Tacuabé), por lo que la actividad PCV diferencial en el cultivar SFRO Don Tomas
no estaria dada por la incapacidad de la cepa de colonizar otros cultivares. Por lo tanto, si bien la
cepa Streptomyces sp. UYFA156 tiene la capacidad de colonizar ambos cultivares, los resultados
obtenidos parecerian indicar que la interaccién planta-microorganismos en ambos cultivares es
diferente. Mas experimentos de microscopia podrian dirigirse hacia la visualizacién de la actividad

genética dentro de los tejidos vegetales.
2-La cepa Streptomyces sp. UYFA156 pertenece a la especie S. albidoflavus.

La secuenciacién del genoma de S. albidoflavus UYFA156 permitid la obtencién de dos contigs de
6,823,997 pb y 307,384 pb de largo, correspondientes al cromosoma y a un mega-plasmido
respectivamente. El genoma presenta un valor de identidad nucleotidica promedio del 96,27% con
la cepa Streptomyces albidoflavus SM254, un fuerte antagonista de patdgenos. Ademas, andlisis en
las plataformas RAST, CARD y antiSMASH permitieron la identificacion de genes de resistencia
antibidtica, hidrolasas y clusters de genes de sintesis de metabolitos secundarios, caracteristicos del
género. Estos metabolitos secundarios podrian ser responsables de la actividad PCV de la cepa,

tanto por interacciones con el hospedero como con el resto de la microbiota endofitica.

3-La cepa UYFA156 es capaz de modular el crecimiento de diversas cepas enddfitas de plantas de

festuca.

Particularmente, dependiendo del medio de cultivo en el cual se crece previamente la cepa
UYFA156, se observd que el sobrenadante de la misma, afecta el crecimiento, asi como la capacidad
de producir auxinas por la cepa UYFA68. Los anlisis transcriptdmicos de la cepa UYFAGS, crecida en
las dos condiciones evaluadas dieron resultados dispares. En uno de los medios, se detectd la
sobreexpresion de un gen que podria estar asociado a la sintesis de auxinas. Sin embargo, en otro

de los medios, los resultados no fueron concluyentes. Los resultados a partir del medio TSB abren
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camino para futuras investigaciones respecto al rol de una potencial aldehido deshidrogenasa

sobreexpresada en presencia del sobrenadante de UYFA156.

4- Los analisis de la secuencia del genoma de la cepa UYFAG68 sugieren que el aislamiento es una

especie no descrita.

La especie mas relacionada fue la cepa Microbacterium binotii con un ANIb de 74,93 %. A su vez
nuestros resultados coinciden con reportes de otras bacterias del mismo género asociadas a

especies vegetales en interacciones benéficas (Croucher and Thomson 2010).

5- Streptomyces es capaz de modificar/manipular la fisiologia de otras bacterias del holobionte

de festuca

En su conjunto los resultados de esta tesis aportaron conocimientos novedosos y valiosos que
aportan a la comprensién de la interaccion de la cepa UYFA156-microbiota-planta de festuca. Se
pudo comprobar que la cepa UYFA156 es moduladora de la composicién, diversidad y actividad de
la microbiota endofitica asociada a los cultivares estudiados. Esta modulacidon es altamente
probable que afecte el crecimiento vegetal del hospedero. Dicho resultado es sumamente novedoso
como mecanismo no cldsico de PCV. Si bien es posible que esta modulacidn sea la causante de la
promocién del crecimiento vegetal final observada, restan experimentos confirmatorios de que éste

sea el Unico mecanismo de PCV.
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ANEXO

1. Medios de Cultivo

1.1. Medio de cultivo TSB

‘ Componente ‘

Cantidad por litro

Tripteina Soya Caldo
Agua

1.2. Medio de cultivo TSA

Componente

15¢g
c.s.p. 1000 mL

Cantidad por litro

Tripteina Soya Caldo
Agar
Agua

15g
15¢g
c.s.p. 1000 mL

1.3. Medio minimo para Streptomyces (MMS)

Componente Cantidad por litro
Asparagina / (NH4),S0,4 lg
K.HPO, 0,5g
MgS04.7H,0 0,2g
FeS04.7H,0 0,01lg
Agua c.s.p. 1000 mL

Posterior al autoclave agregar:

Componente

Cantidad por litro

ANEXO
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Glucosa (50 g/L)

Solucién de micronutrientes

1.3.1.Solucion de micronutrientes

20, 10, 7 mL/L
2 mL/L

Componente Cantidad por litro
ZnS0..7H,0 80 mg
CuCl,.2H,0 10 mg
MnCl,.4H,0 10 mg

Na;B,07.10H,0 10 mg
Na;MoO, 2mg
Agua c.s.p. 1000 mL

1.4. Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido

Componente

Cantidad por litro

Extracto de levadura
Triptona
NaCl
Agua

1.1. Medio de cultivo Luria-Bertani (LB) sélido

Componente

58

10g

10g
c.s.p. 1000 mL

Cantidad por litro

Extracto de levadura
Triptona
NaCl
Agar
Agua

58

10g

10g

15¢g
c.s.p. 1000 mL

1.2. Medio de cultivo Proyecto Internacional de Streptomyces 2 (ISP2)

ANEXO
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Componente

Cantidad por litro

Extracto de levadura
Extracto de malta

Dextrosa

Agua

1.3. Medio de cultivo Agar Agua

4g

10g

4g
c.s.p. 1000 mL

‘ Componente ‘ Cantidad por litro
Agar 15¢g
Agua c.s.p. 1000 mL

1.4. Medio para plantas Jensen

Componente Cantidad por litro
Caz(P04)2 lg
K2HPO4 02¢g
MgS0,.7H,0 02¢g
NaCl 02¢g
FeCl3.6H20 0,17 g
Solucién de micronutrientes 1mL
Agua c.s.p. 1000 mL
AjustarelpHa 6,8 -7

1.4.1. Solucién de micronutrientes para medio Jensen

Componente Cantidad por litro
H3:BO4 2,86¢g
MnSO..H,0 2,03g
ZnS04.7H,0 0,22¢g
CuS04.5H:0 0,08 g
Na:MoO, 0,14g
Agua c.s.p. 1000 mL

ANEXO
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2. Soluciones
2.1. PBS

Componente Cantidad por litro
Nacl 8g
KcCl 02g
Na;HPO, 1,44 g
KH2PO,4 0,24¢g
Agua c.s.p. 1000 mL

2.2. Buffer TAE

AjustarelpHa 7,4

Componente Concentracion
EDTA 0,001 M
Tris-acetato 0,04 M

Ajustar el pHa 8

2.3. Buffer TE25S

Componente Concentracion
Tris-HCl pH 8 25 mM
EDTA pH 8 25 mM
Sucrosa 0,3 M

2.4. Solucidon CTAB/NaCl

Componente Concentracion
NaCl 0,7M
CTAB 10%

Precalentar la solucién de NaCl 0,7 M a 55°C. Agregar

lentamente la solucion de CTAB y autoclavar.

ANEXO
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2.5. Reactivo de Salkowski

Componente Concentracidn
FeCls.6H,0 05M
HClO4 35% 35%

Se agrega 50 mL de HCIO, 35% a 1 mL de FeCl;.6H20 0,5 M

en campana de gases. (76)

2.6. Agua DEPC

Componente Cantidad por litro

Dietil pirocarbonato 1mL

Incubar 16 horas a temperatura ambiente con agitacidon y

luego autoclavar.

2.7. Buffers para la deplecién de ARNr con RiboPOOL
2.7.1. Buffer de unién 2X (2BU)

Componente Concentracion
Tris-HCl pH 7,5 10 mM
EDTA 1 mM
NaCl 2 M

2.7.2. Buffer de dilucién (BD)

Componente Concentracion
Tris-HCl pH 7,5 10 mM
EDTA 1mM
NaCl 200 mM

2.7.3.Solucién de resuspencion (SR)

’ Componente ’ Concentracion ‘
NaOH 100 mM
| | |
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NaCl

2.7.4.Solucién de lavado (SL)

Componente

50 mM

Concentracion

NaCl

100 mM

ANEXO

2.8. Buffer de lisis (extraccion de ADN gendmico de la cepa Microbacterium sp. UYFAG8)

Componente Concentracion
Tris - HCI 20 mM
EDTA 2 mM
Triton® X-100 1,2%

Ajustar pH a 8 y agregar lisozima a una concentracion final

de 20 mg/mL inmediatamente antes de usar.

Agua c.s.p. 1000 mL
3. Primersy Adaptadores
3.1.PCR 16S
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1942R GGTTACCTTGTTACGACTT

3.2.Construccion de las librerias para RNAseq
3.2.1.Cédigos de barra

NOMBRE SECUENCIA CODIGO DE
BARRA

RNABCO1 /5Phos/rArUrU rGrCrU rUrArG rArUrC rGrGrA rArGrA rGrCrG rUrCrG rUrGrU rArG/3SpC3/ AAGCAAT

RNABC0O4 /5Phos/rArGrG rCrUrG rUrArG rArUrC rGrGrA rArGrA rGrCrG rUrCrG rUrGrU rArG/3SpC3/ ACAGCCT
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RNABCO06 /5Phos/rArArU rUrArG rArUrC rGrGrA rArGrA rGrCrG rUrCrG rUrGrU rArG/3SpC3/ ACTAATT
RNABCO8 /5Phos/rArUrG rGrUrC rUrArG rArUrC rGrGrA rArGrA rGrCrG rUrCrG rUrGrU rArG/3SpC3/ AGACCAT
CONSTANT AGAUCGGAAGAGCGUCGUGUAG (ARN)

AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAG (ADN, need to RC for 1% strand cDNA)

Constant-RC: 5’-CTACACGACGCTCTTCCGATCT-3’

Adaptador 3Tr3: 5'-AGATCGGAAGAGCACACGTCTG/3SpC3-3’

3Tr3 adapter-RC: 5’-CAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-3’

3.3.Adaptadores

3.3.1.Primers para los adaptadores:

RTS_Enr_P5_RNAtag

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT

RTS_Enr_P7_BC_01

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGTGTGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

RTS_Enr_P7_BC_04

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGCTCCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

RTS_Enr_P7_BC_06

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAACATAATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

RTS_Enr_P7_BC_08

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTAAGTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT

RTS_AR2

TACACGACGCTCTTCCGAT

RTS_AR2-RC

ATCGGAAGAGCGTCGTGTA

4.3.2.Adaptadores:

NOMBRE SECUENCIA ORIGINAL REVERSO COMPLEMENTARIO
BCO1 TCGTGTGC GCACACGA

BCO4 GGCTCCTG CAGGAGCC

BCO6 AACATAAT ATTATGTT

BCO8 GCTAAGTA TACTTAGC

5. Protocolos

5.1.Recoleccién de esporas

Para la obtencidn de esporas, se estria la cepa de interés en cinco placas de medio TSA y se

incuba cuatro dias a 20°C, o hasta la formacidn de esporas en las placas. Con un hisopo estéril

sumergido en glicerol 25% se remueven las esporas de la placa. Las esporas recolectadas se
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transfieren a una solucién de glicerol 25% vy se filtran utilizando un tip de 1000 uL con la punta
cortada y un poco de algoddn en la punta. Calcular 500 pL de glicerol 25% por cada placa. La

solucidn obtenida se cuantifica por recuento en placa y se almacena a -20°C.
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