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Resumen

La cepa Streptomyces albidoflavus UYFA156 es una bacteria enddfita aislada de
semillas del cultivar de Festuca arundinacea SFRO Don Tomds, para el cual demostré
ser promotora de crecimiento vegetal (PCV). Asimismo, se demostré que la cepa
UYFA156 es enddfita también del cultivar Tacuabé pero no PCV. Mediante estudios de
secuenciacion masiva del gen ARNr 16S a partir de ADN endofitico de ambos cultivares,
se observd que la inoculacién con la cepa UYFA156 en el cultivar SFRO Don Tomas
aumento la diversidad de la microbiota bacteriana, mientras en el cultivar Tacuabé no
cambid. Curiosamente, esta cepa no mostré mecanismos asociados a la PCV en
evaluaciones in vitro, por lo que se postuld la hipotesis de que el efecto PCV puede
estar asociado a la modulacién de la microbiota.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar la respuesta de cultivares comerciales de
festuca a la inoculacién bacteriana con la cepa UYFA156 e identificar la microbiota
cultivable asociada a sus semillas.

Se evalué in vitro la respuesta de 7 cultivares de festuca al mes de ser inoculadas con la
cepa UYFA156, en presencia y ausencia de nitrégeno en el medio de cultivo. Los
resultados mostraron PCV en la altura de las plantas en el cultivar Malma y en el peso
seco de la planta en el cultivar Royal Q100.

Por otra parte, se construyd una coleccion de 57 aislamientos a partir de las semillas de
los 7 cultivares en estudio. Para cada aislamiento se realizé la extraccion del ADN,
amplificacidn y secuenciacion del gen marcador ARNr 16S. Mediante el analisis de las
secuencias obtenidas se logrd identificar taxondmicamente 50 cepas, siendo
Kosakonia, Paenibacillus, Curtobacterium, Staphylococcus y Pantoea los géneros mas
representados.

En su conjunto los resultados aportan conocimiento sobre la microbiota endofitica
asociada a semillas de los cultivares comercializados en Uruguay, generando una
coleccién de aislamientos para futuros estudios. Asimismo, se identificaron cultivares
que respondieron positivamente a la inoculacién bacteriana por la cepa UYFA156,
evidenciando la especificidad de la respuesta a la inoculacién y la importancia de
estudiar la microbiota asociada a cada cultivar y el genotipo de la planta en la

interaccidn planta-enddfito.



1. Introduccion

1.1 Festuca arundinacea

La festuca (Festuca arundinacea) es una graminea perenne originaria de la regién
mediterrdnea de Europa, la cual fue introducida en diversas partes del mundo como
planta forrajera (Hoveland, 2009). La planta presenta tallos no ramificados y lisos que
alcanzan una altura aérea de entre 45 y 120 cm, hojas color verde oscuro de 10 a 60 cm
de largo e inflorescencias en forma de panicula de 15 a 50 cm de largo que generan

semillas de 6 a 10 mm de longitud (Gibson y Newman, 2001) (Figura 1).

Figura 1: Vistas de la morfologia de Festuca arundinacea. A: Aspecto general de la planta. B:
Inflorescencias en forma de paniculas. C: Detalle de las hojas. (Imdgenes tomadas de Watling,

2022)

Durante el cultivo de festuca, para lograr una eficiente implantacion de las plantas se
utilizan elevadas cantidades de fertilizantes quimicos (Roberts et al., 2009; Formoso,
2010). Esta practica acarrea elevados costos de produccién, y problemas ambientales
asociados, ya que gran parte del fertilizante aplicado se pierde por escorrentia o
lixiviacion, depositandose en los cuerpos de agua y provocando su eutrofizacién

(Garabet et al., 1998; Halvorson et al., 2002).



1.2 Festuca y su uso como forrajera en Uruguay

En el afio 2021 el Producto Interno Bruto (PIB) de Uruguay fue de 59.000 millones de
ddlares americanos, siendo la ganaderia la principal actividad primaria, representando
el 4,7% del PIB del pais (Uruguay XXI, 2022). Segun los datos del ultimo censo
agropecuario realizado en el afio 2011, las actividades pecuarias ocupan el 77,8% de la
superficie del suelo explotado, de los cuales el 5,7% se corresponden a praderas
artificiales para pastoreo directo o para la produccion de forrajes de reserva

(MGAP-DIEA, 2011).

Caracteristicas propias de la festuca como su adaptabilidad a suelos relativamente
arenosos o limosos, poseer una ligera tolerancia a la alcalinidad y/o salinidad, asi como
a distintos regimenes hidricos la convierten en una de las principales gramineas
forrajeras utilizadas en Uruguay, siendo la especie sembrada en mas del 70% del area

de praderas artificiales del pais (Milne, 2009; Kent et al., 2019).

Actualmente en Uruguay se cuenta con 48 cultivares comerciales de festuca registrados
(INASE, s. f.). Estos se clasifican en cultivares de tipo mediterraneo (ej. Flecha, Aprilia,
Resolute Il.) y los de tipo continental (ej. Tacuabé, LE 14-84, LE 14-86, Malma, Taita,
Royal Q100, Rizar, Rizomat). Los primeros se caracterizan por poseer un buen potencial
de crecimiento durante el invierno, mientras que los cultivares de tipo continental son
los mas utilizados por su capacidad de adaptarse y crecer en todas las estaciones del

afo (INIA, s. f.).



1.3 Holobionte planta

Actualmente se entiende que las plantas no viven solas, sino rodeadas e integradas por
su propia comunidad de organismos en lo que se denomina un holobionte, término
que se refiere a un organismo huésped junto a todos sus organismos asociados
(Guerrero et al., 2013; Lyu et al., 2021; Rosenberg y Zilber-Rosenberg, 2016; Rosenberg
et al.,, 2007). Se ha observado que muchos de los fenotipos observados en un
organismo son el resultado de las interacciones entre los componentes del holobionte,
por ejemplo el desarrollo de una enfermedad o el crecimiento vegetal (Friesen et al.,
2011). Dichas interacciones entre ambos componentes se pueden clasificar como
patégenas, neutrales o benéficas (Gray y Smith, 2005; Rosenblueth y Martinez-Romero,
2006). Entre las interacciones benéficas para las plantas se incluyen el biocontrol de

fitopatdgenos, la biofertilizacidn y la fitoestimulacién (Ryan et al., 2008).

1.4 Bacterias endofitas promotoras de crecimiento vegetal

Entre los organismos presentes en el holobionte planta pueden existir arqueas, virus,
hongos, protistas y bacterias (Hassani et al., 2018). Al igual que el resto de los
organismos que integran el holobionte, las bacterias se pueden clasificar por su
ubicacidn, siendo epifitas si viven en la superficie o enddfitas si viven dentro dentro del
mismo. En particular, las bacterias enddfitas se definen como bacterias que colonizan
activamente los tejidos internos de las plantas y que no provocan sintomas aparentes
de enfermedad (Wilson, 1995). Para ser consideradas endodfitos verdaderos las
bacterias deben de ser aisladas de tejidos vegetales desinfectados en su superficie,
confirmar su presencia dentro de la planta mediante microscopia y corroborar que
tienen la capacidad de re-infectar al huésped, cumpliendo con los postulados de Koch
(Reinhold-Hurek y Hurek, 1998).

De acuerdo a su estrategia de vida, los enddfitos bacterianos se pueden clasificar en
obligatorios y facultativos. Los enddéfitos obligatorios dependen de la planta hospedera
para su crecimiento, supervivencia y dispersion, la cual ocurre de manera vertical,
desde la planta madre a sus descendientes a través de las semillas o esquejes (Hardoim
et al., 2008). En cambio, los enddfitos facultativos tienen la capacidad de llevar a cabo
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un ciclo de vida bifasico, alternando entre una fase de vida en el entorno circundante,
generalmente el suelo, y otra cuando logran ingresar a la planta. Esta colonizacién se
logra principalmente de forma pasiva a través de heridas que se producen por el
crecimiento de las raices laterales, estomas y lenticelas, o activamente a través de la
liberacién de enzimas que provocan la hidrdlisis de la pared celular de la planta (Chi et
al., 2005; Hardoim et al., 2008; Malfanova et al., 2013). Este proceso de infeccién y
colonizacion implica interacciones planta-microorganismo en las que existe un didlogo
molecular entre ambos componentes para que se dé el reconocimiento necesario
(Figura 2) (Pinski et al., 2019)

Una vez que las bacterias ingresan al tejido, colonizan los espacios intercelulares,
pudiendo permanecer en las zonas cercanas al punto de ingreso o adentrarse hasta el
sistema vascular, donde son transportadas y logran colonizar otros érganos de la planta
como el tallo, hojas, frutas y semillas (Figura 2)(Gasser et al., 2011; Malfanova et al.,

2013).

¢ Comunidad derivada de la semilla
¢ Comunidad derivada del suelo
*8 Comunidad endofita establecida

¥ Seiiales de la planta

¥ Seiiales de la comunidad de bacterias
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Figura 2: Representacion de diferentes estadios de la comunidad bacteriana endofitica. A:
Germinacion de la semilla. En rojo se representa la comunidad de bacterias endodfitas
residentes dentro de la semilla y como las sefiales de la planta comienzan a atraer a la
comunidad de bacterias del suelo. B: Estado de plantula. Comienza la infeccién y colonizacién
de las bacterias enddfitas facultativas, la comunidad bacteriana también emite sefiales. C: En
plantas adultas, las bacterias endodfitas establecidas logran colonizar diferentes 6rganos de la

planta, distintos al sitio de ingreso. (Modificado de Taulé et al., 2021).
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Las bacterias endéfitas pueden establecer relaciones de mutualismo con el hospedero,
donde la bacteria se beneficia de la disponibilidad de nutrientes presentes en la planta,
mientras que ésta ultima se beneficia debido a la que la bacteria le confiere mediante
diversos mecanismos, una promocién en el crecimiento vegetal (PCV) (Ryan et al.,

2008; Hardoim et al., 2008; Taulé et al., 2021).

Los mecanismos de PCV mediados por bacterias se pueden clasificar en directos o
indirectos. Los mecanismos directos incluyen la modulacién del etileno, la produccion
de fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas) o a través de la disponibilizacién
de nutrientes, por ejemplo mediante la fijacion bioldgica del nitrégeno atmosférico o
un aumento de la capacidad de absorcién de minerales del suelo como hierro, fésforo
o potasio (Hardoim et al.,, 2008; Olanrewaju et al., 2017). Por otra parte, los
mecanismos indirectos abarcan la activacidon de la respuesta inmune de la planta y el
control bioldgico de fitopatégenos, ya sea por competencia o por interacciones
amensalistas como la produccion de antibidticos y toxinas (Hardoim et al., 2008). Estas
caracteristicas las convierten en una alternativa muy prometedora para su uso como
bioinoculantes, pudiendo sustituir parcialmente la fertilizacion quimica o el uso de

pesticidas, tendiendo a una produccidn agrondmica sustentable (Compant et al., 2019).
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1.5 Antecedentes e hipotesis de la linea de investigacion

Una de las principales lineas de investigacién del Laboratorio de Interaccidon
Planta-Microorganismo, esta dedicada al estudio y entendimiento de las interacciones
entre la microbiota asociada a cultivos de interés agronédmico. Dichas investigaciones
se realizan con el objetivo de generar conocimiento aplicable en la produccién de
bioinsumos en el marco de la promocidon de una agricultura sustentable. Entre los
cultivos estudiados se encuentran el sorgo dulce (Sorghum bicolor), la caia de azucar
(Saccharum officinarum), el cahamo (Cannabis sativa), la canola (Brassica napus) y la
festuca (Festuca arundinacea) (Taulé et al., 2012; Mareque et al., 2014; de los Santos

et al., 2015; Taulé et al., 2016; Taulé et al., 2019).

El trabajo de esta tesis de grado se enmarca especificamente en el estudio de la
microbiota asociada a la graminea forrajera festuca. Dicha linea comenzé con la
construccién de una coleccidon de 342 aislamientos de probables bacterias endéfitas
obtenidas a partir de muestras de semillas, raices y tallos del cultivar de festuca SFRO
Don Tomds. Esta coleccién fue sometida a analisis bioquimicos, moleculares y
fisioldgicos con el objetivo de identificar mecanismos asociados a la PCV (de los Santos
et al., 2015). Posteriormente, se evalud la respuesta de los cultivares SFRO Don Tomas
y Tacuabé a la inoculacion con una seleccidn de estas cepas (de los Santos et al., 2015,
Vaz y Taulé et al., 2019). Dentro de las cepas que mostraron promover el crecimiento
de la planta se encuentra la cepa aislada de semillas Streptomyces sp. UYFA156 (Figura
3A y 3B). A pesar de que no se observaron mecanismos de promocion de crecimiento
in vitro, esta cepa promovié el crecimiento del cv. SFRO Don Tomas (Figura 3C), aunque

no de del cv. Tacuabé (de los Santos et al., 2015; Vaz y Taulé et al., 2019).
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C+ UYFA156 C-

Figura 3: Morfologia de las colonias de la cepa Streptomyces albidoflavus UYFA156 creciendo
en medio Tryptic Soy Agar (TSA) y efecto de su inoculacidn en plantas. A: Vista bajo lupa. B:
Colonias creciendo sobre medio TSA. C: Vista de plantas de festuca cv. SFRO Don Tomas
inoculadas con la cepa UYFA156 en ausencia de nitrégeno comparadas con plantas fertilizadas
con nitrégeno (C+) y sin fertilizar (C-) (Autoria de las fotos A y B: Patricia Vaz-Jauri, foto C:

Cecilia de los Santos).

Si bien la inoculacién con la cepa no promovié crecimiento vegetal en el cultivar
comercial de festuca Tacuabé, se observd de forma interesante, la capacidad de la cepa
de colonizar el interior de los tejidos de plantas de ambos cultivares, demostrando asi
ser un enddfito verdadero tanto en la interaccidn compatible como en la incompatible
(de los Santos et al., 2015; Vaz - Taulé et al., 2019). Posteriormente se secuencio el
genoma de la cepa, identificAndose como perteneciente a la especie Streptomyces
albidoflavus (Vaz Jauri et al., 2019).

También se estudio el efecto de la inoculacién con la cepa UYFA156 sobre la microbiota
endofitica bacteriana de plantas de festuca cv. SFRO Don Tomas y cv. Tacuabé,
mediante secuenciacién masiva del gen ARNr 16S. Los resultados mostraron que

ambos cultivares tienen microbiotas diferentes (en semillas y plantulas) y que la
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inoculacidon genera cambios en la diversidad y composicién a lo largo del tiempo en la
microbiota endofitica bacteriana (Vaz Jauri et al., 2023). A partir de este resultado,
sumado a los resultados anteriores, se plantea la hipdtesis de que la cepa S.
albidoflavus UYFA156 es capaz de modular la microbiota asociada al cv. SFRO Don
Tomas provocando un fenotipo PCV del holobionte festuca. Por tratarse de una cepa
PCV y proveniente de plantas de festuca cv. SFRO Don Tomas, resulta de gran interés
conocer cual es la respuesta de otros cultivares comerciales de nuestro pais a la
inoculacidon con la cepa UYFA156. A su vez, la cepa UYFA156 fue aislada a partir de
semillas, siendo éstas una excelente via de dispersién de la cepa y colonizacién de
nuevos individuos. Por lo tanto es relevante conocer la microbiota endofitica de las
semillas y en particular conocer si el género Streptomyces esta presente en las semillas

de los cultivares comerciales a ser evaluados.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Estudiar la interaccidn entre la cepa Streptomyces albidoflavus UYFA156 y cultivares de

la planta forrajera Festuca arundinacea utilizados en Uruguay

2.2 Objetivos especificos

- Evaluar la respuesta de diferentes cultivares de Festuca a la inoculacidn con la
cepa S. albidoflavus UYFA156 con y sin el agregado de nitrégeno como

fertilizante

- Aislar e identificar enddfitos bacterianos presentes en las semillas de diferentes

cultivares de Festuca

- Evaluar la presencia de cepas de Streptomyces en las semillas de diferentes

cultivares de Festuca
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3. Materiales y métodos

Se realizaron ensayos de promocidn del crecimiento vegetal y aislamientos de bacterias
enddfitas de semillas en siete cultivares de festuca comercializados en Uruguay: LE

14-84, LE 14-86, Rizar, Rizomat, Malma, Royal Q100 y Taita (INASE, 2024).

3.1 Ensayos de Promocidn del Crecimiento Vegetal

Con el objetivo de estudiar la respuesta in vitro de los cultivares a la inoculacién con la
cepa UYFA156 en presencia o ausencia de nitrégeno en el medio de cultivo, se
plantearon y ensayaron los siguiente tratamientos: 1- plantas fertilizadas con nitrégeno
e inoculadas con la cepa UYFA156, 2- plantas fertilizadas con nitrégeno sin inocular, 3-
plantas sin fertilizar inoculadas con la cepa UYFA156 y 4- plantas sin fertilizar ni

inocular.

3.1.1 Obtencidn de esporas de la cepa UYFA156

Para obtener las esporas de la cepa UYFA156 con las que se inocularon las plantas de
festuca, se sembré una alicuota de 50 pl del stock (4 x 10° esporas/mL) en placas que
contenian medio de cultivo Tryptic Soy Agar (TSA) (ver Anexo) con rastrillo cubriendo
toda la placa. La placa se incubd a 30 °C durante aproximadamente 10 dias, tiempo
suficiente para que la bacteria crezca y comience el proceso de esporulacion. Luego, las
esporas fueron recolectadas con un hisopo embebido en glicerol 25% (v/v) en
condiciones de esterilidad. Una vez terminado el proceso de recoleccién, el glicerol con
las esporas fue filtrado a través de algoddn para eliminar el micelio que produce este
género bacteriano. Para determinar la concentraciéon de la cosecha se realizd6 un
recuento de las unidades formadoras de colonias mediante la siembra de alicuotas de

100 ul de diferentes diluciones seriadas en placas de TSA.
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3.1.2 Desinfeccion de la superficie de las semillas

La desinfeccion de la superficie fue realizada sumergiendo 5 g de semillas en un matraz
estéril con una solucién de etanol 70% (v/v) durante 3 minutos y posteriormente en
hipoclorito de sodio 5% durante 45 minutos en constante agitacion. Una vez
transcurrido el tiempo y descartado el hipoclorito de sodio, las semillas fueron lavadas
5 veces con agua destilada estéril (de los Santos et al., 2015).

Se realizé un control de la desinfeccién mediante la siembra de alicuotas de 100 pl del
agua del ultimo lavado en la superficie de placas de Petri conteniendo medio rico de
cultivo TSA. Luego de 72 horas de incubacién a una temperatura de 30 °C se verificd la
ausencia de crecimiento.

Las semillas desinfectadas fueron colocadas en placas de Petri con agar-agua 0.8% (p/v)
e incubadas a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 dias hasta su

germinacion (de los Santos et al., 2015).

3.1.3 Montaje del ensayo de promocion del crecimiento vegetal

Se esterilizaron en autoclave tubos de vidrio con un tapdn de algoddn que contenian
20 mL de medio Jensen liquido sin nitrégeno (ver Anexo) (Vincent, 1970) y una capa de
2 cm de bolitas de polipropileno que brindan un soporte inerte para las plantas (de los
Santos et al.,, 2015). Se traspasaron dos semillas recién germinadas por tubo. Los
tratamientos que emulan una fertilizacidon nitrogenada recibieron una concentracién
final de KNO; 0.05 % (p/v) estéril en el medio de cultivo (de los Santos et al., 2015;
Ferrari et al., 2023).

Luego de 24 horas de haber traspasado las semillas germinadas a los tubos con el
medio Jensen, se inocularon los correspondientes tratamientos con la cepa UYFA156.
Para esto, cada pladntula se inoculé con 1x10’ esporas de la cepa UYFA156 en un
volumen final de 100 pl de una solucién de NaCl 0,9% (p/v). El indculo se aplicé en la

base del tallo de cada una de las plantas. De la misma forma, a tubos control (sin
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inoculacién con la cepa) se les agregd una alicuota de 100 pl de NaCl 0,9% (p/v) estéril
a cada planta. Cada uno de los tratamientos tuvo 10 réplicas independientes.

El ensayo se mantuvo en crecimiento por 30 dias, durante los cuales los tubos con las
plantas permanecieron a una temperatura estable de 26 °C expuestos a un fotoperiodo
controlado de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Una vez transcurrido el tiempo de crecimiento, se registré la altura de la parte aérea de
cada planta individualmente. A continuacién se juntaron ambas plantas de cada tubo
para su secado durante 7 dias en una estufa a una temperatura de 60 °C. El registro de
la masa se realizd con una balanza analitica con una sensibilidad de 0,001 gramos vy el
valor de peso seco obtenido para ambas plantas que compartian tubo originalmente

fue considerado como una unidad.

3.1.4 Analisis estadistico

Utilizando el lenguaje de programacion R en el programa RStudio se realizd un analisis
de varianza (ANOVA). Se consideraron como significativos los p-valor menores a 0.05
para comparar las medias de las variables altura aérea y peso seco total
respectivamente, entre los tratamientos inoculados en comparacién con el control sin
inocular. La homogeneidad de varianzas y normalidad en la distribucion de los
residuales fueron comprobadas con la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de

Fligner-Killeen respectivamente.
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3.2 Aislamiento e identificacion de posibles bacterias enddfitas de

semilla

3.2.1 Aislamiento de los posibles endéfitos

Con el objetivo de aislar las bacterias endoéfitas asociadas a las semillas de cada uno de
los cultivares estudiados, se partié de un gramo de semillas de cada cultivar, las cuales
fueron desinfectadas en su superficie siguiendo el protocolo descrito en la seccién
3.1.2. Las semillas fueron maceradas en un mortero estéril con 5 mL de NaCl 0,9% (p/v)
en condiciones de esterilidad. El macerado y sus diluciones 1/10 y 1/100 fueron
sembradas por triplicado en alicuotas de 100 pL sobre la superficie de placas de Petri
con tres medios de cultivo sélidos distintos. El medio TSA fue utilizado para abarcar la
mayor diversidad posible de posibles aislamientos, mientras que los medios Starch
Casein Agar (SCA) y Agar-Avena (ver Anexo) fueron utilizados con fin de facilitar el
aislamiento de cepas pertenecientes al género Streptomyces, dada su naturaleza
selectiva para estos organismos (Kister y Williams, 1964; Shirling y Gottlieb, 1966)

Las placas fueron incubadas a una temperatura de 30 °C durante 72 horas. Una vez
transcurrido ese tiempo y durante las siguientes 48 horas comenzaron a realizarse
observaciones y repigues en medio de cultivo TSA para aislar y verificar la pureza de las
colonias. Los aislamientos fueron conservados en freezer a -80°C utilizando como

crioprotector glicerol 25% (v/v).

3.2.2 Lisado de células bacterianas

Con el objetivo de identificar los aislamientos, se amplificé, secuencié y compard con
una base de datos la secuencia del gen marcador ARNr 16S. Para esto se comenzd con
un lisado celular de cada uno de los aislamientos. Con la ayuda de un Vortex se
suspendid una ansada de varias colonias frescas provenientes de una placa con medio
TSA, en 100 pL de agua ultrapura estéril. La suspensién se centrifugd a 13.000 rpm
durante 2 minutos. Una vez descartado el sobrenadante, el pellet obtenido se

suspendié en 100 pl de NaOH 0.05 M y se incubd a 100 °C durante 4 minutos para
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luego ser enfriado en un bafo de hielo por 2 minutos. A continuacion, se afiadieron
900 ul de agua ultrapura estéril a la suspension, que se centrifugd a 13.000 rpm
durante 2 minutos. Finalmente se conservaron 700 ul del sobrenadante como

suspension de trabajo a una temperatura de -20 °C (Taulé et al., 2012).

3.2.3 Amplificacion del gen del ARNr 16S, secuenciacion y analisis

Para amplificar el gen ARNr 16S se utilizaron los cebadores universales 27F
(5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Lane,
1991) a partir de los cuales se obtiene un amplicon de aproximadamente 1500 pares
de bases (pb) una vez terminada la reaccién.

La reaccién de PCR se realizd en un volumen final de 50 pl, distribuidos en 32,6 ul de
agua bidestilada estéril, 5 ul de buffer DFS-Taqg DNA Polymerase 10X, 2 ul de una
mezcla de los cuatro desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) a una concentraciéon de 5 mM
cada uno, 2 ul de seroalbimina bovina (BSA) 0,1%, 2 ul de cada uno de los cebadores a
una concentracién de 20 uM, 0.4 ul de la polimerasa DFS-Tag DNA Polymerase (Bioron
GmbH) y 4 ul del lisado obtenido con el protocolo descrito en la seccion 3.2.2, como
ADN molde. El programa de ciclado consistié en una desnaturalizacidn inicial de 2
minutos a 94 °C, seguido de 30 ciclos de un minuto a 94 °C, un minuto a 55 °C, un
minuto a 72 °Cy para finalizar un ciclo de extensién final de 10 minutos a 72 °C.

Se empled como control positivo un lisado de la cepa Kosakonia radicincitans UYSO10
(Taulé et al., 2012), mientras que como control negativo se reemplazé el lisado con
agua ultrapura estéril.

Los productos de la PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0.8 % (p/v) en buffer Tris-Acético-EDTA (ver Anexo) sometido a 90 V/cm durante 35
minutos. Para la visualizacion de las bandas bajo luz ultravioleta se utilizd como agente
intercalante Good View (Beijing SBS. Genetech. Co. Ltd.) segun indicacién del
fabricante. El marcador de peso molecular empleado como referencia fue

HyperLadder™ 1 kb (Meridian Bioscience) (ver Anexo).
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Los productos de amplificacidon de las reacciones de PCR fueron enviados a la empresa
Macrogen Inc. (Corea del Sur) para su purificacién y secuenciacion. Para aumentar la
fidelidad de las secuencias obtenidas, la secuenciacién fue realizada desde ambos
extremos del amplicdn utilizando los cebadores 27F y 1492R. Una vez recibidas ambas
secuencias para cada aislamiento, las mismas fueron emparejadas y editadas con el
programa DNA Baser Sequence Assembler v3.

Para la asignacion de un género taxondmico a los aislamientos se utilizé la herramienta
bioinformatica EzBioCloud 16S Database (www.ezbiocloud.net). Dicha herramienta
compara las secuencias del gen ARNr 16S obtenidas por secuenciacién con las
secuencias depositadas en su base de datos curada, obteniendo como resultado la

cepa tipo con mayor similitud (Yoon et al., 2017).
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4. Resultados

4.1 Ensayos de Promocion del Crecimiento Vegetal

4.1.1 Inoculacion con la cepa UYFA156 en ausencia de nitrégeno

A los 30 dias post inoculacidn se coseché el ensayo de PCV y se realizaron los registros
de altura aérea y de peso seco (Figura 4). A continuacion, se compararon las medias de
las variables obtenidas para cada cultivar entre el tratamiento que recibié la
inoculacién de la cepa UYFA156 y el tratamiento control que no fue inoculado

mediante un analisis de varianza.

Figura 4: Vista del ensayo de plantas de festuca creciendo en condiciones in vitro en la cdmara

de crecimiento de plantas.
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Los resultados mostraron que el peso seco del cultivar Royal Q100 aumentd
significativamente cuando fue inoculado con la cepa UYFA156 respecto al control sin
inoculacidon en ausencia de nitrégeno en el medio (Tabla 1 y Figura 5). El resto de los
cultivares no presentaron diferencias significativas tras la inoculacién con la cepa

UYFA156 en ninguno de los dos parametros evaluados (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto de la inoculacidon con la cepa UYFA156 en ausencia de nitrégeno sobre los

parametros altura aérea y peso seco comparados con el control sin inocular para cada cultivar

de festuca.
Altura aérea (cm) Peso seco (mg)
Cultivar de Inoculado con Inoculado con
festuca Control UYFA156 Control UYFA156
Royal Q100 12,1 12,0 111 132 (**)
LE 14-86 10,7 99 111 114
Rizomat 13,5 12,7 148 130
Taita 11,0 10,5 123 123
Rizar 11,2 12,2 135 118
LE 14-84 11,2 10,8 140 123
Malma 9 9,4 106 106

En negrita se resaltan los parametros donde hubo una diferencia significativa con el control sin
inocular. Con (**) se indica que la variacidon de la media fue significativa con un p-valor < 0,01.
No se consideraron significativas variaciones en la media con un p-valor > 0,05. Todos los

tratamientos tuvieron 10 réplicas.
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Figura 5: Efecto de la inoculacién con la cepa UYFA156 en el peso seco del cultivar de festuca

Royal Q100 en ausencia de nitrogeno en el medio de cultivo. Con '**' se indica que la variacion

de la media fue significativa con un p-valor < 0,01.
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4.1.2 Inoculacidén con la cepa UYFA156 en presencia de nitrégeno

De manera similar a lo descrito en 4.1.1, se analizaron los ensayos de respuesta a la

inoculacidn con la cepa UYFA156 en medio de cultivo con nitrégeno agregado (Tabla 2).

Tabla 2: Efecto de la inoculacidn con la cepa UYFA156 en presencia de nitrégeno sobre los

parametros altura aérea y peso seco comparados con el control sin inocular para cada cultivar

de festuca.
Altura aérea (cm) Peso seco (mg)
Cultivar de Inoculado con Inoculado con
festuca Control UYFA156 Control UYFA156
Royal Q100 26,7 28,8 279 375 (*)
LE 14-86 23,6 21,0 281 228
Rizomat 22,3 20,7 230 234
Taita 17,6 16,9 180 176
Rizar 25,6 26,4 315 282
LE 14-84 25,0 24,0 360 350
Malma 26,2 28,5 (*) 312 339

En negrita se resaltan los pardametros donde hubo una diferencia significativa con el control sin

inocular. Con (*) se indica que la variacidn de la media fue significativa con un p-valor < 0,05.

No se consideraron significativas variaciones en la media con un p-valor > 0,05. Todos los

tratamientos tuvieron 10 réplicas.
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Como se observa en la Tabla 2 y en la Figura 6, el cultivar Royal Q100 tuvo un aumento
significativo (p-valor < 0,05) en el peso seco cuando fue inoculado con la cepa
UYFA156, de manera similar a lo ocurrido cuando fue inoculado en ausencia de

nitrégeno.
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Figura 6: Efecto de la inoculacién con la cepa UYFA156 en el peso seco del cultivar de festuca
Royal Q100 en presencia de nitrégeno en el medio de cultivo. Con ‘*’ se indica que la variacion

de la media fue significativa con un p-valor < 0,05

A su vez, en presencia de nitrégeno en el medio hubo un aumento significativo en la
altura del cultivar Malma en las plantas inoculadas respecto a las plantas control sin

inocular (p-valor < 0,05) (Tabla 2, Figuras 7 y 8).

26



30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

Altura aérea (cm)

Lo T S R < ¢ ]

Ineculado con UYFA156 No Inoculado

Tratamiento

Figura 7: Efecto de la inoculacion con la cepa UYFA156 en la altura aérea del cultivar de festuca
Malma en presencia de nitrégeno en el medio. Con ‘*’ se indica que la variacion de la media

fue significativa con un p-valor < 0,05.

Cultivar Malma en presencia de Cultivar Malma en presencia de
nitrégena sin inocular nitrégeno e inoculado con UYFA156

Figura 8: Vista de plantas de festuca cv. Malma fertilizadas con nitréogeno e inoculadas y sin
inocular con la cepa UYFA156, al momento de la cosecha del ensayo. En la figura se muestran

plantas pertenecientes a 5 de los 10 tubos para cada tratamiento.
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4.2 Aislamiento e identificacion de probables endéfitos de semilla

de cultivares de festuca

4.2.1 Obtencidén de una coleccion de probables endoéfitos asociados a semillas

de cultivares comerciales de festuca

A partir de la metodologia descrita para la obtencidn de aislamientos de semilla, se
seleccionaron aquellas colonias que presentaban diferente morfologia entre si en cada
medio de cultivo utilizado (Figura 9). Los aislamientos seleccionados fueron repicados a
medio TSA para ser purificados y comparar las morfologias en un mismo medio. Para

generar la coleccién se almacenaron en glicerol aquellas colonias con diferente

morfologia en TSA de cada cultivar.

Figura 9: Vista del proceso empleado para el aislamiento de probables endéfitos de semilla. A:
Macerado de semillas desinfectadas en su superficie con una solucién de NaCl 0,9% (p/v) en un
mortero estéril. Vista de placas de siembra de la dilucion 1/10 del macerado para el
aislamiento de bacterias endodfitas en los medios de cultivo TSA (B) y Agar-Avena (C). D:

Probables enddfitos con distinta morfologia en placa de medio de cultivo TSA.
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Utilizando este procedimiento se obtuvieron 57 aislamientos de probables endéfitos
asociados a las semillas de los 7 cultivares comerciales de festuca analizados. Como se
muestra en la Tabla 3, 8 de los aislamientos fueron obtenidos de semillas del cv. Royal
Q100, 4 del cv. LE 14-84, 12 del cv. Rizomat, 9 del cv. Taita, 7 del cv. Rizar, 10 del cv. LE
14-84 y 7 corresponden al cv. Malma. En la Tabla 3 también se indica el nimero de

aislamientos obtenido segun el medio de cultivo utilizado.

Tabla 3. Numero total de aislamientos obtenidos a partir de semillas de festuca, segun el

cultivar y el medio de cultivo original del cual fue aislado.

Medio de cultivo

Cultivar Total
TSA SCA Agar-Avena

Royal Q100 4 2 2 8
LE 14-86 2 1 1 4
Rizomat 5 3 4 12
Taita 5 2 2 9
Rizar 4 1 2 7
LE 14-84 8 0 2 10
Malma 6 0 1 7
Total 34 9 14 57
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4.2.2 Identificacion de los aislamientos

Para la identificacién de los aislamientos obtenidos a nivel taxondmico de género se
amplificé y secuencid el gen marcador ARNr 16S, junto con su posterior comparacion
con una base de datos. De los 57 aislamientos de probables endéfitos obtenidos, en 56
casos se pudo amplificar con éxito dicho gen (Figura 10). Solamente a partir del
aislamiento UYFA372 no se pudo realizar la amplificacién del gen, a pesar de haber

intentado la reaccién a partir de 3 lisados independientes.

C+ UYFA364 UYFA365 C- MPM

<— 1500 pb

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa mostrando la amplificacién por PCR del gen ARNr
16S de los aislamientos UYFA364 y UYFA365. Los controles positivo y negativo se indican con C+
y C- respectivamente. La sigla MPM indica el carril correspondiente al marcador de peso

molecular HyperLadder™ 1 kb.

Los productos de las PCR fueron enviados a un servicio de secuenciaciéon externo
(Macrogen Inc.) para ser secuenciados desde ambos extremos del amplicén utilizando
los cebadores universales 27F y 1492R. Luego de ser emparejadas y editadas, las
secuencias fueron comparadas con la base de datos de EzBioCloud, logrando identificar

50 de los aislamientos obtenidos (Tabla 4).
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Seis aislamientos no pudieron ser identificados por obtener ambas secuencias de mala

calidad (UYFA373, UYFA383, UYFA386, UYFA388, UYFA391 y UYFA392). A su vez 7

aislamientos se pudieron identificar utilizando una de las secuencias obtenidas, ya sea

a partir del cebador 27F o el 1492R, ya que la otra secuencia también carecia de la

calidad necesaria para generar un alineamiento con el software utilizado (Tabla 4).

Tabla 4: Resultado de la comparacién de secuencias del gen ARNr 16S con respecto al mejor

candidato de la base de datos brindada por EzBioCloud de los aislamientos de enddfitos

asociados a las semillas de cultivares de festuca.

. . ) @) Numerode  Similaridad® Completitud'®
Cultivar Aislamiento Mejor candidato (b)
acceso (%) (%)
UYFA364 Paenibacillus nuruki TI45-13ar KY419705 99.30 96.7
UYFA365 Staphylococcus epidermidis NCTC 11047  UHDF01000003 99.72 96.1
UYFA366 Pantoea vagans LMG 24199 EF688012 99.27 96.1
Royal UYFA367 Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 99.86 94.7
Q100  yyra3es Pantoea vagans LMG 24199 EF688012 99.27 95.9
UYFA369 Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 99.78 93.4
UYFA370* Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 95.25 89.3
UYFA371 Paenibacillus nuruki TI45-13ar KY419705 99.44 96.2
UYFA374 Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 99.64 95.1
LE 14-86
UYFA375 Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 99.64 94.9
UYFA376* Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 88.64 87.4
UYFA377 Pantoea pleuroti JZB 2120015 KJ654341 98.67 87.6
UYFA378 Pigmentiphaga aceris SAP-32 LT719155 99.40 92.4
UYFA379 Clavibacter michiganensis VKM Ac-1403 jgi.1118350 99.71 96.0
. UYFA380 Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 99.70 92.3
Rizomat
UYFA381* Klebsiella huaxiensis WCHKI090001 MH179329 96.38 88.5
UYFA382  Pseudomonas oryzihabitans NBRC 102199 BBIT01000012 99.43 96.1
UYFA384* Pantoea allii LMG 24248 AY530795 98.37 83.1
UYFA385 Microbacterium testaceum NBRC 12675  BJML01000022 99.93 95.6
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UYFA387* Paenibacillus nuruki TI45-13ar KY419705 92.64 88.3
UYFA389* Pseudomonas nabeulensis E10B LR130177 71.84 93.8

UYFA390 Curtobacterium herbarum P 420/07 AJ310413 99.64 96.0

) UYFA393 Kosakonia cowanii JCM 10956 BBEU01000098 99.11 92.1
Taita UYFA394 Erwinia persicina NBRC 102418 BCTN01000053 99.79 95.6
UYFA395  Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 AJ312209 99.78 95.5

UYFA396 Kosakonia cowanii JCM 10956 BBEU01000098 99.19 92.3

UYFA397  Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 AJ312209 99.78 95.7

UYFA398 Pantoea vagans LMG 24199 EF688012 99.18 94.2

UYFA399 Erwinia persicina NBRC 102418 BCTN01000053 99.79 95.8

Rizar UYFA400 Paenibacillus nuruki TI45-13ar KY419705 99.72 97.0
UYFA401  Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 AJ312209 99.78 96.1

UYFA402 Kosakonia oryzae Ola 51 CP014007 99.64 94.2

UYFA403 Bacillus albus N35-10-2 MAOE01000087 99.79 96.3

UYFA404 Peribacillus frigoritolerans DSM 8801 AM747813 99.79 96.1
UYFA405* Neobacillus drentensis LMG 21831 AJ542506 96.91 85.8

UYFA406 Staphylococcus xylosus CCM 2738 MRZ001000018 99.93 96.2

UYFA407 Brevibacillus halotolerans LAM0312 KJ627768 99.85 93.6

UYFA408 Paenibacillus selenitireducens ES3-24 KC815539 98.74 97.1

e 14-84 UYFA409 Cytobacillus depressus BZ1 KP259553 98.65 95.8
UYFA410 Peribacillus simplex NBRC 15720 BCV001000086 92.29 96.9

UYFA411 Staphylococcus epidermidis NCTC 11047  UHDF01000003 99.65 96.7

UYFA412 Staphylococcus pasteuri ATCC 51129 AF041361 99.65 96.2

UYFA413 Paenibacillus xylanexedens B22a EU558281 99.57 94.0

UYFA414 Paenibacillus piscarius P121 JF892726 98.85 95.1

UYFA415 Pseudomonas lutea DSM 17257 JRMB01000004 99.54 89.7

UYFA416  Ornithinibacillus contaminans CCUG 53201 FN597064 95.84 96.0

Malma UYFA417  Curtobacterium flaccumfaciens LMG 3645 AJ312209 99.78 96.6
UYFA418  Ornithinibacillus contaminans CCUG 53201 FN597064 95.79 97.1

UYFA419 Staphylococcus epidermidis NCTC 11047  UHDF01000003 99.93 96.1

UYFA420 Clavibacter michiganensis VKM Ac-1403 jgi.1118350 99.78 96.2
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El mejor candidato® se refiere a la cepa tipo depositada en la base de datos con la cual la
secuencia ingresada obtuvo un mayor porcentaje de similaridad'®, siendo este el indicador de
igualdad de la secuencia obtenida con la correspondiente a la cepa tipo. El porcentaje de
completitud® indica el grado de cobertura que tuvo dicha secuencia con respecto a la
secuencia del mejor candidato almacenada en la base de datos. El nimero de acceso"
reportado corresponde a la secuencia de la cepa tipo seleccionada como mejor candidato. Se
indican con un asterisco (*) los aislamientos que fueron identificados utilizando solo una de las

secuencias para el gen marcador.

En la graficas de barras de las Figuras 11 y 12 se muestra la distribucion por cultivar de
los aislamientos clasificados por filo y género taxondmico. Salvo en el cultivar LE 14-84,
de todos los cultivares se aislaron bacterias del filo Proteobacteria. A su vez, en el
cultivar LE 14-86 todos los aislamientos identificados pertenecen al filo Proteobacteria
(Figura 11). Se encontraron aislamientos pertenecientes a un total de 17 géneros. A
partir de cada cultivar se pudo aislar entre 1y 8 géneros diferentes, siendo Kosakonia 'y
Paenibacillus los géneros predominantes en cuanto al nimero de aislamientos y de

mayor incidencia, encontrandose en 5 cultivares cada uno (Figura 12).
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5. Discusion

5.1 Ensayos de promocidn de crecimiento vegetal

Los integrantes del género Streptomyces son bacterias gram positivas filamentosas,
formadoras de esporas, con un elevado contenido G+C en su genoma compuesto por
un gran cromosoma lineal y un nimero variable plasmidos lineales y/o circulares. En
particular este género se caracteriza por poseer un complejo metabolismo secundario
que puede producir diversas moléculas con propiedades antimicéticas, antiparasitarias,
antitumorales y antibacteriales (Nikolaidis et al., 2023). Esta caracteristica los convierte
en microorganismos de interés biotecnoldgico en diversas areas, incluida la produccién
de bioinoculantes para la agricultura, donde existen numerosos reportes de promocion
de crecimiento vegetal mediada por cepas pertenecientes a este género (Olanreawaju
y Babalola, 2019; Akbari et al., 2020; Nozari et al., 2021). La cepa Streptomyces
albidoflavus UYFA156 es una bacteria enddfita aislada de semillas de festuca cv. SFRO
Don Tomas. A pesar de que no se han observado mecanismos de promocién de
crecimiento vegetal in vitro, esta cepa es capaz de promover el crecimiento del cv.
SFRO Don Tomas, pero no de del cv. Tacuabé, para el que se demostrd tener la
capacidad de colonizar (de los Santos et al., 2015). En analisis posteriores, Vaz Jauri et
al. (2023) estudiaron mediante secuenciacién masiva del gen ARNr 16S el efecto de la
inoculacién con la cepa UYFA156 sobre la microbiota endofitica bacteriana de plantas
de festuca cvs. SFRO Don Tomds y Tacuabé, reportando un aumento en la diversidad
bacteriana en plantas donde si hay PCV. A partir de estos resultados se plantea la
hipotesis de que la cepa S. albidoflavus UYFA156 logra provocar el fenotipo PCV del
holobionte festuca modulando la microbiota asociada al cv. SFRO Don Tomas, siendo
éste un nuevo mecanismo aun no reportado.

Teniendo en cuenta la especificidad observada al inocular con la cepa Streptomyces
albidoflavus UYFA156 en la PCV en el cv SFRO Don Tomas y no en el cv Tacuabé (de los
Santos et al., 2015), se planted el objetivo de analizar la respuesta a la inoculacion de
otros cultivares de festuca comercializados en Uruguay. Los ensayos anteriores habian

sido realizados en ausencia de nitrégeno en el medio de cultivo, pero como la cepa
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UYFA156 no es capaz de fijar nitrégeno, en este trabajo se planteé analizar la respuesta
de los cultivares a la inoculacién con la cepa UYFA156 en condiciones in vitro también
en presencia de nitrogeno. Para ello se seleccionaron 7 cultivares de festuca
comercializados en Uruguay, de los cuales se visualizd promocién de crecimiento
vegetal en dos: Royal Q100 y Malma. En el cultivar Malma se observé un aumento del
10% en la media de altura aérea respecto al control, tras la inoculacion solamente en
presencia de nitréogeno. En cambio, el cultivar Royal Q100 también mostré PCV, pero
evidenciada como un aumento en el peso seco de las plantas. Dicha variacién se dio
tanto en presencia como en ausencia de nitrégeno, teniendo un aumento con respecto
a la media de los controles sin inocular del 34% y 19% respectivamente.

A partir de estos resultados y de forma paralela a la realizaciéon de esta tesina, se
seleccionaron los dos cultivares en los que hubo PCV (Royal Q100 y Malma) y dos en
los que no se observo tal fenotipo (LE 14-84 y Rizomat) para realizar estudios de la
microbiota asociada. Para ello, se montaron nuevos ensayos de inoculacién de los
cultivares a partir de los cuales se realizd una extraccién de ADN de plantulas
inoculadas y sin inocular a los 7 dias post germinacién. Luego se realizd la
secuenciacion masiva del gen ARNr 16S y se estudiaron las comunidades bacterianas.
Los resultados mostraron que la inoculacién con la cepa UYFA156 aumenta
significativamente la diversidad de la microbiota endofitica en los cultivares donde
hubo promocion de crecimiento (datos no publicados), concordando con lo
anteriormente reportado para los cv. Don Tomas y Tacuabé por Vaz Jauri et al., (2023).
En los cultivares donde no se observd PCV, no hubo cambios significativos en la
diversidad de bacterias enddfitas, al igual que lo reportado para el cultivar Tacuabé
(Vaz Jauri et al., 2023). Estos resultados sugieren una relacion entre la PCV mediada por
UYFA156 y el aumento en la diversidad microbiana, fortaleciendo la hipdtesis de que la
cepa Streptomyces albidoflavus UYFA156 es capaz de promover el crecimiento vegetal

mediante la modulacion de la microbiota asociada al cultivar.
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Con estos resultados se expande a 3 la lista de cultivares de festuca sobre los cuales la
inoculacién con la cepa Streptomyces albidoflavus UYFA156 provoca fenotipos PCV en
condiciones in vitro, evidenciando la especificidad de estas interacciones
planta-microorganismo y cdmo estas pueden variar entre cultivares de una misma

especie.

5.2 Aislamiento e identificacion de probables endofitos bacterianos

asociados a semillas de cultivares de festuca

Considerando que la hipdtesis de esta investigacién es que la cepa UYFA156 promueve
el crecimiento mediante la modulacién de la microbiota, y que las comunidades
microbianas varian entre cultivares de una misma especie vegetal, se planted el
segundo objetivo del trabajo, que fué el aislamiento e identificaciéon de probables
endodfitos bacterianos asociados a semillas de distintos cultivares de festuca
comercializados en el pais.

Mediante la estrategia planteada, utilizando 3 medios de cultivo distintos se buscé
abarcar la mayor cantidad y diversidad de aislamientos. Dicha metodologia di6 como
resultado el aislamiento de 57 probables enddéfitos. Casi el 60% de los aislamientos se
obtuvieron en el medio rico TSA, mientras que el resto se obtuvo en los dos medios
con fuentes de nutrientes mas definidas. Se aislaron en promedio 8 cepas de diferente
morfologia por cultivar analizado, siendo los cv. LE 14-86 y cv. Rizomat con 4 y 12 cepas
de los que menos y mas aislamientos se obtuvieron, respectivamente. Este promedio
se encuentra en concordancia con el numero de aislamientos (6) que reportd
previamente de los Santos et al., (2015) a partir de semillas del cv. Don Tomas.

Con respecto a la diversidad taxondmica, en los 50 aislamientos identificados en este
trabajo se encontraron representantes de 17 géneros pertenecientes a 3 filos
diferentes. Los géneros identificados fueron: Clavibacter, Curtobacterium 'y

Microbacterium pertenecientes al filo Actinobacteria, Bacillus, Brevibacillus,
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Cytobacillus, Neobacillus, Ornithinibacillus, Paenibacillus, Peribacillus y Staphylococcus
englobados dentro del filo Firmicutes, Erwinia, Klebsiella, Kosakonia, Pantoea,
Pigmentiphaga y Pseudomonas pertenecientes al filo Proteobacterias. De éstos, los
géneros Bacillus, Paenibacillus, Curtobacterium, Microbacterium, Erwinia, Pantoea y
Pseudomonas fueron también identificados en elevadas abundancias relativas en los
estudios de secuenciacion masiva antes mencionados.

Si se realiza un analisis de la distribucidén a partir de los datos obtenidos se evidencia
que Kosakonia y Paenibacillus fueron los géneros predominantes tanto en nimero de
aislamientos, 10 y 7 respectivamente, como en el numero de cultivares en los cuales se
encuentran presentes, en ambos casos 5 de los 7 evaluados. Representantes del filo
Proteobacteria fueron hallados en todos los cultivares, salvo en el cultivar LE 14-84,
donde solo fueron aisladas bacterias pertenecientes al filo Firmicutes. Si bien estos
resultados sirven como una primera aproximacion al estudio de la microbiota existente
dentro de las semillas, para realizar un andlisis mds exhaustivo se deberian considerar
otras metodologias, como el uso de otros medios de cultivo con el fin de contemplar
un mayor nimero de posibles endofitos.

La mayoria de los géneros identificados han sido reportados previamente como
endofitos en plantas de interés agrondmico, incluyendo festuca (Tabla 5). Siendo éste
el primer reporte de probables enddfitos en cultivos de interés agrondmico para el
género Pigmentiphaga, segun la busqueda bibliografica realizada en este trabajo. En
particular, cepas pertenecientes a los géneros Bacillus, Kosakonia, Microbacterium,
Curtobacterium, Paenibacillus, Pseudomonas y Pantoea ya habian sido aisladas como
probables endéfitos de semillas de festuca (de los Santos et al., 2015; Roberts et al.,
2019; Roberts, 2022). Segun la busqueda bibliografica realizada, este seria el primer
reporte en el que se describen aislamientos de probables endodfitos de festuca
pertenecientes a los géneros Clavibacter, Brevibacillus, Cytobacillus, Erwinia,

Neobacillus, Ornithinibacillus, Peribacillus, Klebsiella, Pigmentiphaga y Staphylococcus.
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Existen diversos reportes sobre la deteccion de mecanismos PCV in vitro o in vivo para
los géneros Curtobacterium, Kosakonia, Ornithinibacillus, Paenibacillus, Pantoea,
Pseudomonas y Staphylococcus (Taulé et al., 2016, Mareque et al., 2014; Maheshwari
et al., 2022; Vega et al., 2019; Suman et al., 2020; Chen et al., 2017; Romano et al.,
2020; Schillaci et al., 2022). Sin embargo, también ha sido reportada la naturaleza
patogénica sobre plantas de algunas cepas pertenecientes al género Clavibacter,
Curtobacterium, Kosakonia, Pantoea y Pseudomonas (Eichenlaub y Gartemann, 2011;
Coutinho y Venter, 2009; Krawczyk et al., 2020; Sarkar y Guttman, 2004; Chen et al.,
2007; Krawczyk y Borodynko-Filas, 2020; Hofte y De Vos, 2007). Los mencionados
géneros se corresponden a los de los aislamientos identificados como posibles
endofitos de semilla de los cultivares en los cuales la inoculacién con UYFA156 provocd
un fenotipo PCV (Malma y Royal Q100). Una posible modulacion por parte de la cepa
UYFA156 podria provocar que los cambios en las comunidades de estas u otras
enddfitas presentes en la semilla sean las responsables directas de brindarle a las
plantas los estimulos necesarios para promover su desarrollo. Estas interacciones
deben ser estudiadas mas en profundidad, por ejemplo, mediante ensayos in vitro de

antagonismo frente a la cepa UYFA156.

Tabla 5. Géneros identificados como probables endéfitos de semillas de festuca que han sido

reportados previamente como endofitos en otras plantas hospederas.

Género Plantas hospederas Referencias
Bacillus Festuca, sorgo dulce, garbanzos, Roberts et al., 2022; Mareque
trigo, tomate, canola, papa, café, et al.,, 2014; Maheshwari,
arroz 2019; Coombs - Franco, 2003;
Germida et al. 1998; Graner
et al. 2003; Misko - Germida,
2002; Sturz, 1995; Vega et al.,
2005; Hernandez et al., 2023
Brevibacillus Repollo Ormskirk et al., 2019
Clavibacter Café, tomate Vega et al., 2005; Zaluga et al.,

2013
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Curtobacterium  Festuca, trigo, pepino, papa, café de los Santos et al., 2015;;
Robinson et al., 2016; Afzal et
al., 2019; Vega et al., 2005
Cytobacillus Terminalia arjuna Sudarsan et al., 2021
Erwinia Papa Ramirez-Bahena et al., 2016
Klebsiella Maiz, café Chelius - Triplett, 2000; Vega
et al., 2005
Kosakonia Festuca, cafia de azucar Roberts et al., 2019; Taulé et
al., 2016
Microbacterium  Festuca, trigo, maiz, sorgo de los Santos et al., 2015;
Robinson et al., 2016; Zinniel
et al., 2002;
Neobacillus Canola Martinez-Hidalgo et al., 2021
Ornithinibacillus  Arveja Maheshwari, 2019
Paenibacillus Café, arroz, canola Sakiyama et al.,, 2001;
Hernandez et al., 2023;
Martinez-Hidalgo et al., 2021
Pantoea Festuca, garbanzo papa, sorgo de los Santos et al.,, 2015;
dulce, cafia de azucar, arroz, Maheshwari, 2019; Sturz et
frutilla, café al., 1995; Mareque et al.,
2014; Taulé et al., 2012; Loiret
et al.,, 2004; Loaces et al.,
2011; Zhang et al., 2020; Vega
et al., 2005
Peribacillus Canola Martinez - Hidalgo et al., 2021
Pseudomonas  Sorgo dulce, arvejas, cafia de Mareque et al, 2014
azucar, zanahoria, papa, canola, Maheshwari, 2019; Taulé et
trigo, café, arroz al., 2012; Surette et al., 2003;;
Sturz, 1995; Misko - Germida,
2002; Emami et al.,, 2020;
Vega et al.,, 2005; Herndndez
et al., 2023
Staphylococcus  Arroz Shahzad et al., 2017
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5.3 Evaluacion de la presencia de cepas endodfitas del género

Streptomyces en las semillas de los cultivares de festuca

Otro de los objetivos especificos de este trabajo fue evaluar la presencia de cepas
endofitas pertenecientes al género Streptomyces residentes en las semillas de los
cultivares de festuca analizados. Para cumplir el objetivo, ademas de un medio rico y
con fuentes de carbono sencillas como el TSA, se utilizaron los medios de cultivo
especificos, SCA y Agar-Avena, por los cuales este género bacteriano tiene mas afinidad
para su crecimiento que otras bacterias (Kister - Williams, 1964; Shirling - Gottlieb,
1966).

Bacterias del género Streptomyces han sido aisladas como enddfitas en diversas
especies vegetales de interés agrondmico tales como cebada, puerro, alfalfa, centeno,
trigo, frutilla, papa, festuca roja (Festuca rubra) y festuca (F. arundinacea) (Sardi et al.,
1992; Sturz, 1995; Germida et al., 1998; Coombs - Franco, 2003; Colombo et al., 2019;
Marian et al., 2020, de los Santos 2015). Sin embargo, a partir de la identificacion de
los aislamientos se puede concluir que a pesar de haberse detectado bacterias
clasificadas taxondmicamente dentro del filo Actinobacteria, no se encontraron
bacterias cultivables pertenecientes al género Streptomyces especificamente.

Es importante mencionar que a partir de los resultados obtenidos sobre la
secuenciacion masiva del gen ARNr 16S previamente mencionada, se lograron
encontrar 7 ASVs (amplicon sequence variants) del género Streptomyces en los 4
cultivares analizados por esta metodologia (Royal Q100, Malma, LE 14-84 y Rizomat).
Este resultado sugiere la existencia de bacterias del género presentes dentro de las
semillas las cuales no pudieron ser cultivadas (datos no publicados), probablemente
por su baja abundancia, ya que el nimero de lecturas obtenido para los 7 ASVs del

género fue relativamente bajo en comparacién con otros grupos.
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6. Conclusiones y perspectivas

El propdsito de esta tesis fue estudiar la interaccién entre la cepa Streptomyces
albidoflavus UYFA156 y cultivares de la planta forrajera Festuca arundinacea utilizados
en Uruguay. Segun la metodologia utilizada y los resultados obtenidos, se puede

concluir que se han cumplido los objetivos establecidos, ya que se logré:

- Evaluar la respuesta de cultivares comerciales de festuca a la inoculacion con la cepa
UYFA156 en presencia y ausencia de nitrogeno en el medio en condiciones in vitro,
dando como resultado que existié promocidon de crecimiento vegetal en 2 de los 7
cultivares analizados. Este reporte, sumado al generado por de los Santos et al., (2015)
en el que se detectaba PCV en el cultivar SFRO Don Tomas pero no el cultivar Tacuabé,
aporta mas evidencia de la especificidad de estas interacciones planta-microorganismo,
la cual debe de ser tenida en cuenta en virtud del desarrollo de futuros bioinoculantes
como alternativas a los métodos tradicionales de la agricultura. Ademas de evaluar la
respuesta de otros cultivares comerciales, se plantean como objetivos a futuro estudiar
la respuesta a la inoculacidn en condiciones de invernaculo donde los microorganismos
del ambiente se agregan como nuevos componentes al holobionte estudiado. También
seria interesante estudiar la respuesta de los cultivares inoculados expuestos a
condiciones de estrés abidtico (sequia, frio, etc.) o el producido por el pastoreo de los

animales.

- Construir una coleccion de 57 aislamientos de posibles enddfitos de semilla de
festuca, de los cuales se pudo identificar a nivel de género a 50 de ellos. Dentro de los
aislamientos no se detectaron cepas cultivables pertenecientes al género Streptomyces
como enddfitas de las semillas de los cultivares de festuca analizados. Dicha coleccién
serd una gran herramienta para futuras investigaciones dirigidas a la comprension de
las interacciones entre plantas y microorganismos, asi como de la cepa UYFA156 y los
endofitos de semilla presentes. Por ejemplo, estos aislamientos podran ser utilizados
en futuros ensayos de antagonismo in vitro frente a la cepa UYFA156 con el fin de
evaluar la hipdtesis de que esta cepa tiene la capacidad de modular la microbiota
existente dentro de la planta, con efectos en la promocion del crecimiento vegetal.
Ademas, serd posible caracterizarla desde el punto de vista bioquimico, genético y

fisioldgico en busca de otras cepas que puedan presentar un potencial biotecnoldgico.
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Anexo

Medios de cultivo para bacterias utilizados

Tryptic Soy Agar (TSA)

Digerido pancredtico de caseina
Digerido péptico de soja
Glucosa

NacCl

K,HPO,

Agar

Agua destilada c.s.p.

17 g
30g
2,5g
50g
2,5¢g
15g

1 litro

Starch Casein Agar (SCA) (Kister - Williams, 1964)

Almidon
Caseina
KNO,
MgS0,.7H,0
K,HPO,

NaCl

CaCo,

FeS0,.7H,0

Agar

Agua destilada c.s.p.

10g
0,3g
2g
0,05g
2g
2g
0,02¢g

0,01g

1 litro
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Agar-Avena

Harina de avena
Agar

Agua destilada c.s.p.

60g
15¢g

1 litro

Medio de cultivo para plantas utilizado

Medio Jensen (Vincent, 1970)

CaHPO,

K,HPO,

NaCl

FeCl,

Solucién micronutrientes (*)

Agua destilada c.s.p.

(*) Solucién micronutrientes

H,BO,

MnSO0,.4H,0

ZnS0,.7H,0

CuS0,.5H,0

Na,MoO,

Agua destilada c.s.p.

0,2¢g
0,2¢g
0,01g
10 ml

1 litro

2,86 ¢

2,03g

0,22g

0,08 g

0,14¢g

1 litro
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Soluciones utilizadas

Buffer Tris-Acético-EDTA

Tris-Acetato 0,04 M
EDTA pH 8,0 0,001 M
pH 8,0

Suero fisiologico

NaCl 09¢g

Agua destilada c.s.p. 100 ml

Marcador de peso molecular utilizado

HyperLadder™ 1 kb (Meridian Bioscience)

SIZE (bp) | ng/BAND

—— 10037 100
—— 8000 80
—— 6000 60
— 5000 50
—— 4000 40
—— 3000 30
— 2500 25
— 2000 20

|

1500/1517 | 15/15

— 1000 100
800 80

— 600 60

—— 400 40
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