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Resumen

Resumen

Elinterés en la produccién y uso de energias alternativas en sustitucién a los combustibles fésiles, ha ido en
aumento en todo el mundo, impulsando como consecuencia la produccion de biocombustibles,
principalmente el bioetanol. La cafa de azlcar es la principal materia prima utilizada en nuestro pais para la
produccién de bioetanol (95%), sin embargo dicho cultivo presenta limitaciones agroclimaticas para su
explotaciéon y expansion. Es en este contexto donde surge el cultivo de Shorghum bicolor (sorgo dulce) como
una excelente alternativa complementaria al suministro de materia prima para la produccién de bioetanol
en el Uruguay. Son escasos los conocimientos que se disponen sobre las bacterias asociadas a este cultivo,
sobre como la fertilizacion quimica afecta esta asociacién, asi como su potencial biotecnolégico como
promotoras del crecimiento vegetal. En este marco, los objetivos fueron: i) Contribuir al conocimiento de
las bacterias endéfitas nativas PCV asociadas al cultivo de sorgo dulce vy ii) Determinar los efectos de la
fertilizacién quimica en la estructura de la comunidad bacteriana endéfita y endéfita-diazétrofa, asociada al
cultivo de sorgo dulce.

Para ello se realizaron estrategias dependiente e independiente de cultivo, a partir de raices y tallos
esterilizados en superficie colectados de parcelas crecidas con fertilizacién quimica contrastante en la
regién de Bella Unién.

En una primera instancia, se generd y caracterizd, una coleccién de 188 probables endéfitos asociados a
sorgo dulce. En la misma se buscaron in vitro, caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal (PCV):
capacidad de solubilizar minerales (P y Fe), de producir fitohormonas (AlA) asi como la capacidad de fijar
biolégicamente el N2 atmosférico (FBN). Los resultados mostraron una amplia variedad de aislamientos con
diferentes caracteristicas PCV lo que le da a la coleccién un potencial biotecnolédgico. Los aislamientos
seleccionados fueron identificados por secuenciacion del gen ADNr 16S y los estudios filogenéticos que
varias de las cepas identificadas, han sido descriptas como asociadas a diferentes tipos de plantas,
describiéndose por primera vez en este trabajo aislamientos pertenecientes a los géneros Pantoeaq,
Acinetobacter y Stenotrophomonas, Achromobacter, Rhizobium, Chryseobacterium, Bacillus, Staphylococcus,
Brevibacillus y Kocuria como probables endéfitos asociados a plantas de sorgo dulce. Se seleccionaron
aislamientos de acuerdo a sus caracteristicas PCV in vitro, y se usaron como inoculantes de plantas de sorgo
dulce en condiciones gnotobidticas, y asi como en condiciones de invernaculo. Se comprobé que los
aislamientos Rhizobium sp. UYSB13 y Pantoea sp. UYSB45 son PCV de sorgo dulce.

En una segunda instancia, se puso a punto la técnica de aislamiento de ADN bacteriano endofitico a partir
de plantas de sorgo dulce crecidas en campo en condiciones contrastantes de fertilizacién quimica. Con el
fin de estudiar la diversidad endéfita total asi como la diversidad endéfita-diazotréfica, mediante la técnica
PCR-DGGE se realizé el analisis de las comunidades en base a los genes ADNr 16Sy nifH respectivamente.
Bandas especificas fueron extraidas de los geles e identificadas mediante secuenciacion del gen ADNr 16S.
Los resultados obtenidos mostraron que la comunidad endofitica se estructura segin el 6rgano, mientras
que la comunidad endofitica-diazétrofa se estructura segln fertilizaciéon. Por otro lado, la fertilizaciéon
quimica no afecta la diversidad alfa en ninguno de los casos estudiados.

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis sientan la base para continuar y profundizar los
estudios de las bacterias enddfitas asociadas a este importante cultivo con el fin de poder desarrollar un

inoculante



Caracterizacion de la poblacion enddfita bacteriana asociada a plantas de sorgo dulce | 5

Introduccién

1.0 Introduccion

1.1 El sorgo dulce (Sorghum bicolor (L) Monech)

Las plantas de la especie Sorghum bicolor (sorgo dulce), pertenecen a la familia de las Poaceae, las cuales se
caracterizan por presentar espigas que nacen de a pares. Se especula que las mismas son originarias de Africa
Central (Etiopia o Sudan), pues es ahi donde se encuentra la mayor diversidad de especies. Este cultivo
presenta una altura de 1 a 2 metros exhibiendo en algunos casos macollos, los cuales se forman a partir de
las yemas axilares y son de maduracién mas tardia que el tallo principal. La presencia de los mismos es
varietaly estd influenciada por la fertilidad y las condiciones hidricas. Las plantas adultas pueden desarrollar
entre 7 a 24 hojas, las cuales son alternas, opuestas y de forma linear lanceolada. La nervadura media de la
misma es blanquecina o amarilla, en los sorgos de médula seca, o verde en los de médula jugosa. El borde
de las hojas presenta dientes curvos, filosos y numerosas células motoras ubicadas cerca de la nervadura
central del haz las cuales facilitan el arrollamiento de la [dmina durante periodos de sequia. Las plantas de
sorgo presentan inflorescencias en forma de panoja, semilla de 3mM, esférica y oblonga, de color negro,
rojizo y amarillento; asi como flores con estambres y pistilos. Asimismo, presenta un sistema radicular que
puede llegar en terrenos permeables hasta 2 m de profundidad (FAO) (Figura 1).

Elsorgo dulce, es el quinto cultivo en importancia en el mundo después del trigo, el arroz, el maizy la cebada,
con una produccién mundial de aproximadamente 60 millones de toneladas por afio (FAO).

En nuestro pais, este cultivo se utiliza para pastoreo directo, conservacion de forraje (silo o heno), forraje
diferido o grano. En el afno 2013, se cosecharon 1.500 hectareas (ha) de sorgo dulce a partir de las cuales se
procesaron 25.000 ton (MGAP).

Figura 1: Caracteristicas de las plantas de sorgo. Tomado de http://grassdueroriverbasin.blogspot.com/2013_05_01_archive.html
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Introduccién

1.2. La produccién de biocombustibles

El interés en la produccién y uso de energias alternativas, en sustituciéon a los combustibles fésiles, ha ido
en aumento en todo el mundo impulsando fuertemente la produccién de biocombustibles, principalmente
el bioetanol. Por biocombustible se entiende aquellos combustibles tales como el bioetanol, el biogas o el
biodiesel, producidos en base a biomasa no fésil, a través de un proceso de transformacion (Fermentacion
alcohélica, esterificacion de acidos grasos o descomposicion anaerébica)(1).

En el caso del bioetanol, el mismo se puede producir a partir de varios cultivos de alta energia, como lo son
el sorgo dulce, el maiz (Zea mays) o la caia de azlcar (Saccharum officinarum) entre otros. Estos se cultivan
ampliamente en zonas tropicales, subtropicales y templadas (2, 3). En el caso del sorgo dulce, las
caracteristicas positivas a destacar para su uso como materia prima para la produccion de bioetanol son: (i)
su eficiencia de convertir la energia solar en biomasa vegetal, (ii) su resistencia a la sequia vy (iii) las altas
concentraciones de azucar directamente fermentables presentes en su tallo (12-21%). A este cultivo se lo
define como multipropésito dado que todos los componentes de la planta tienen valor econémico. El grano
se puede utilizar como alimento o racién, las hojas para forraje, el tallo (junto con el grano) para combustible
y la fibra(celulosa) como abono o alimento para animales, asi como materia prima para la produccién de
biocombustibles de segunda generacién(4).

La importancia de los biocombustibles a nivel mundial ha ido en aumento en los Gltimos 10 afos.
Particularmente en el aino 2013, el mercado mundial de bioetanol comprendia la produccion de unos 88.688
millones de litros, dominando el mercado EE.UU. y Brasil con el 84% del total de la produccién (RFA, 2013).
Uruguay no cuenta con yacimientos de petréleo propios, por lo que es totalmente dependiente de los
combustibles fésiles importados, lo hace un pais vulnerable a las oscilaciones de los precios internacionales
de los mismos. En respuesta a esta problematica, nuestro pais se ha planteado como objetivo la
diversificaciéon de la matriz energética. Con este fin se ha impulsado fuertemente la producciéon de
biocombustibles a partir de materias primas nacionales y renovables. En este contexto se desarrolla el
Proyecto sucro-alcoholero promovido por la empresa estatal ANCAP a través de la empresa ALURS.A.y en
la cual también participa la empresa estatal petrolera Venezolana PDVSA
(http://www.alur.com.uy/empresa.html). Este proyecto tiene como objetivo incrementar de 4.000 a 10.000
el nimero de hectareas agricolas vinculadas a las diferentes producciones de ALUR, siendo actualmente de
casi 10.000 ha. La produccién de etanol planificada en este proyecto por ALUR es de 26 millones de litros
por afo, la que serd utilizada para la mezcla al 5% con las gasolinas segln lo establecido en la ley N°: 18.195,
donde se encomienda a ANCAP la incorporacién de biocombustibles producidos en el pais con materias
primas nacionaleshttp://www.alur.com.uy/ley18195.html. Hasta el momento, la cana de azlcar es la
principal materia prima utilizada por ALUR para la produccion de bioetanol (95%), sin embargo dicho cultivo
presenta limitaciones agroclimaticas para su explotacion y expansion (5). Es en este contexto donde surge
el cultivo de sorgo dulce como una excelente alternativa complementaria al suministro de materia prima

para la produccién de bioetanol en el Uruguay.
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1.3 El sorgo dulce como materia prima para la producciéon de biocombustibles

El cultivo de sorgo dulce se adapta a una diversidad de temperaturas y climas, soportando periodos de
sequias en los cuales permanece durmiente (6). En las latitudes de nuestro pais presenta un ciclo anual de
120 a 180 dias, por lo que los cultivos de caia de azlcar y sorgo dulce son complementarios y pueden ser
incluidos en ciclos de rotacién de cultivos (7, 8). Por otra parte, la cosecha del sorgo dulce puede realizarse
mecanicamente, una caracteristica muy importante a la hora de planificar su explotacién. Al compararse los
rendimientos por hectarea para la produccién de biocombustibles del sorgo dulce con respecto a los de la
cana de azlcar, se observa que el sorgo dulce presenta un menor rendimiento con respecto a la produccién
de materia prima, los niveles de brix (cociente total de sacarosa en un liquido) y fibras. Sin embargo, las
necesidades de fertilizantes para el cultivo de sorgo dulce son un tercio de las necesarias para la cana de
azUcar. Estas caracteristicas hacen que el sorgo dulce presente condiciones agroclimaticas éptimas para su
explotacién en nuestro pais (9).

Diversos nutrientes vegetales son escasos en el suelo ocasionando una limitacién en el 6ptimo desarrollo
de las plantas. Por otra parte, la fertilizacién quimica representa una alta proporcién del costo total de
produccién, siendo aplicada en la mayoria de los casos en exceso. Solo la mitad de la totalidad del fertilizante
suministrado es asimilado por la planta mientras que el resto se pierde por lixiviacion, lo que trae como
consecuencia la contaminacién de los cursos de aguas superficiales y capas fredticas (10).

Esta problematica enfatiza el hecho de la necesidad del desarrollo de nuevas tecnologias para ser empleadas

en la agricultura con el fin de lograr sistemas de produccién mas sustentables.

1.2 Promocion del crecimiento vegetal por bacterias

Durante las dltimas décadas, se ha incrementado el interés en el estudio de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (BPCV), asociadas a diferentes cultivos agronémicamente importantes como el arroz,
el maiz, el trigo, la cafa de azlcary el sorgo, con especial interés en las bacterias que fijan N2 (diazétrofas)
(11-13). En este sentido diferentes BPCV han sido aisladas de la rizésfera y de los tejidos internos de plantas
pertenecientes a la familia Poaceae con un alto potencial biotecnolégico(14).

El efecto promotor del crecimiento vegetal por bacterias o moléculas producidas por las mismas se debe a
una estimulacién del crecimiento de la planta o al mejoramiento del vigor o del estado sanitario de la misma,
el cual puede darse en forma directa o indirecta.

Los mecanismos de accién directa conocidos incluyen (i) la produccion de estimulantes del crecimiento,
como las fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas), (ii) el incremento en la capacidad de absorcién
de minerales como el fosforo, el hierro y el nitrégeno vy (iii) la produccién de sustancias fenélicas como las
quinonas, estan involucrados en la estimulacién de la germinacién de semillas asi como en la emergenciay
el establecimiento de la plantula (15). Aquellas bacterias que fijan N; (diazétrofos), solubilizan fosfato y/o
producen sideréforos son considerados biofertilizantes, ya que aumentan la disponibilidad de estos
nutrientes limitantes a la planta.

Los mecanismos de accion indirectos son, (i) el control bioldgico y (ii) la estimulaciéon de la resistencia
sistémica inducida en plantas. El control biolégico de fitopatégenos, es realizada por las BPCV a través de la
competencia por espacio, nutrientes, agua, luz y oxigeno; o mediante la produccién de compuestos quimicos
como antibiéticos o bacteriocinas tales como el acido cianidrico. En esta seccién, se pondra énfasis en la

descripcion de los mecanismos PCV de accién directa mediante bacterias.



Caracterizacion de la poblacion enddfita bacteriana asociada a plantas de sorgo dulce | 8

Introduccién

1.2.1 Fijacion biolégica del N2 atmosférico

De los nutrientes fundamentales para el desarrollo vegetal, el nitrégeno es uno de los elementos mas
estudiados y frecuentemente limitante del crecimiento vegetal. El mismo se encuentra en grandes
cantidades en la atmosfera (N2), sin embargo bajo esa forma no esta biodisponible para las plantas. Las
mismas son capaces de asimilar el nitrégeno en forma de amonio (NH4*), siendo la fertilizacion quimica
nitrogenada una de las fuentes mas comunes para disponer de nitrégeno. Como se menciond, esta
caracteristica supone graves problemas ambientales, dado que solo el 50% del fertilizante suministrado es
asimilado por la planta mientras que el resto se pierde por lixiviacién, contaminando cursos de aguas
superficiales y capas freéticas (10).

La capacidad de fijar biolégicamente el N atmosférico (diazotrofia), es exclusiva de los procariotas, siendo
un proceso llevado a cabo por la enzima nitrogenasa. Esta enzima es un complejo de 2 componentes, el cual
cataliza la reducciéon de N; dependiente de Mg-ATP formando dos moléculas de NHs. Dicha reduccién
catalitica de Nz es lo que se conoce como fijacién biolégica de nitrégeno (FBN), y la estequiometria de esta

reaccion es la siguiente:

N2 + 8¢+ 8H* + 16MgATP —» 2NH3 + H2 + 16 MgADP + 16Pi

Los dos componentes proteicos de este complejo, son generalmente denominados la proteina Fe y la
proteina MoFe. La proteina Fe es un homodimero codificado por el gen nifH, mientras que la proteina MoFe
es un heterodimero codificado por los genes nifD (subunidad a) y nifK (subunidad B) (16).La nitrogenasa no
es especifica para N2 ya que puede reducir otros compuestos con triples enlaces como el acetileno. Un
ensayo cominmente utilizado para la medida de la actividad de la misma es la reduccién del gas acetileno.
En este ensayo se mide la aparicién del gas etileno por cromatografia de gases, siendo un método
econdmico, rapido y sensible para determinar si una bacteria presenta la capacidad FBN (17).

Debido a que dicha enzima se inactiva en presencia de Oz, se postula que las primeras nitrogenasas debieron
de haberse originado antes de que atmodsfera primitiva reductora se transformara en oxigénica, por la
acumulacién de Oz como producto final de la Fotosintesis bacteriana.Es asi que los diazétrofos antiguos
recorrieron un largo camino evolutivo desde la aparicién de las primeras plantas terrestres, hace
aproximadamente 400 millones de anos, conviviendo en la rizésfera, como epifitos o en el interior de las
plantas como simbiontes o endéfitos. Los simbiontes diazétrofos mas estudiados son los rizobios los cuales
inducen estructuras especializadas en las raices (nédulos) en plantas de leguminosas (18).

Ademds de los diazétrofos-simbiontes, existen también los diazétrofos-asociados, los cuales incluyen
bacterias de diferentes géneros tales como Acetobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus,
Beijerincka, Burkholderia, Enterobacter, Herbaspirillum, Klebsiella, Paenibacillus, Pseudomonas 'y

Stenotrophomonas (19).
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1.2.2 Solubilizacién de fosfato y produccién de sideréforos

El fosforo es el tercer nutriente en importancia limitante del crecimiento vegetal, ya que esté involucrado
en procesos bioldgicos tales como la acumulacién de energia, la sintesis de acidos nucleicos y la fotosintesis
entre otros. En el suelo no se encuentra biodisponible ya que se encuentra en forma insoluble (ejemplo acido
fitico), siendo la forma de absorcién de P por las plantas elH.POs0HPO4>. Como consecuencia, las plantas
pueden asociarse a bacterias solubilizadoras de P unido a moléculas organicas o inorganicas, haciéndolo
disponible para la planta (20, 21). Las bacterias solubilizadoras de fosfato son ubicuas siendo los géneros
mas reportados Bacillus, Enterobacter, Erwiniay Pseudomonas (22).

Otro elemento esencial para los organismos es el Fe, el cual participa en un gran nidmero de reacciones
metabdlicas asi como en macromoléculas. Este elemento, es abundante en el suelo pero poco soluble, por
lo que no se encuentra biodisponible para las plantas. En respuesta a la limitacién de Fe, las plantas producen
y excretan quelantes y/o fitosider6foros que unen el Fe3*y lo transportan a la superficie de la raiz donde es
reducido y absorbido por la planta, sin embargo, los mismos son de muy baja afinidad en comparacién con
los sider6foros bacterianos (23). Los sideréforos bacterianos, son metabolitos de bajo peso molecular con
alta afinidad por el Fe producidos en condiciones limitantes en este metal (24). Las bacterias que presentan
estos sistemas, son muy buenos competidores en la rizésfera lo que contribuye a facilitar la asociacion
planta-bacteria asi como la colonizacion de raices, tallos y hojas (25, 26). Esta propiedad ha sido ampliamente
demostrada en bacterias endéfitas aisladas como antagonistas de patégenos en arroz, algodény papa (27-
29).

1.2.3 Produccién de fitohormonas

Las fitohormonas, asi como los reguladores de las mismas, son producidas por la planta y su efecto se da a
concentraciones del orden de los micromoles, regulando procesos bdsicos de la planta a nivel celular y su
respuesta. Diversos trabajos han demostrado la produccién in vitro de fitohormonas por bacterias las cuales
tienen consecuencia sobre el crecimiento y desarrollo vegetal (30, 31). Existen seis clases de fitohormonas

entre las que se encuentran las auxinas y el etileno.

1.2.3.1 Auxinas

La auxina mas abundante en la planta es el 4cido indol-3-acetico (AlA). Se ha estimado que cerca del 80% de
las bacterias rizosféricas pueden sintetizar esta hormona y por consiguiente influenciar los niveles
hormonales endégenos de la planta. El efecto de la auxina exdgena es el aumento en el sistema radicular
(largo y area), lo que trae como consecuencia una mayor exploraciéon de la raices (32). Las vias de sintesis del
AlA utilizadas por las rizobacterias descriptas hasta el momento son, la via indol-3-piruvato (IPyA), indol-3-
acetamida(lAM), triptamina (TAM), triptéfano oxidasa de cadena lateral (TSO), indol-3-acetonitrilo (IAN), y
una via independiente del triptéfano. Las mas comunes son las dependiente del triptéfano, precursor
secretado por la planta como un exudado radicular (33).

Uno de los casos mas estudiados es el de la bacteria diazétrofa, Azospirillum brasilense, la cual es capaz de
promover el crecimiento vegetal mediante la sintesis de AIA, lo cual trae como consecuencia un aumento de
la superficie radicular mediante el acortamiento de la longitud y el aumento de la formacién de pelos
radiculares (34). Se ha reportado que cuando los niveles de exudados radiculares son limitantes para el

crecimiento bacteriano, Azospirillum brasilenseaumenta su produccién de AlA estimulando la formacién de
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raices laterales y pelos radiculares, lo que trae como consecuencia un aumento de los niveles de exudados

radiculares los cuales conllevan a un aumento del crecimiento bacteriano (35).

1.2.3.2 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa

El etileno (ET) es una hormona gaseosa que induce la maduracién de la fruta y la senescencia de la flor. ELET
generalmente estimula la elongacién de la raiz primaria, la formacién de raices laterales y promueve la
formacién de pelos radiculares. El mismo es sintetizado también bajo condiciones de estrés bidtico,
infeccion por patégenos, o por estrés abidtico como la sequia, siendo conocida como la hormona del estrés.
La biosintesis de la hormona en la planta comienza con la conversién del S-adenosil metionina (SAM) en ACC
y en 5'-metiltioadenosina (MTA) por la enzima ACC sintasa(36). Segin el modelo planteado por Glick, el AIA
bacteriano desencadena la expresion de la ACC sintasa en la plantas y como consecuencia la produccion de
ACC (precursor del ET). La presencia de la enzima ACC desaminasa ha sido reportada en varias bacterias
rizosféricas, de vida libre y endéfitas estando distribuida en varios géneros del dominio Bacteria incluyendo
Azospirillum, Rhizobium, Agrobacterium, Burkholderia, Ralstonia, Pseudomonas, Enterobacter, Achromobacter
y Variovorax (37). Estas bacterias pueden tomar el ACC secretado por las raices y mediante la ACC
desaminasa clivarlo convirtiéndolo en a-ketobutirato y amonio y de esta manera reducir los niveles de ET.
Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal que poseen la enzima ACC desaminasa, previenen la

sefnalizacion de la hormona ET resultando en plantas mas tolerantes a los estreses ambientales(38).

1.3 Bacterias endofitas

Las bacterias endéfitas colonizan activamente los tejidos internos de las plantas y establecen asociaciones
sin causarle dano aparente a las mismas (14, 39). La mayoria de los endoéfitos colonizan distintos
compartimentos del apoplasto de la planta, como los espacios intercelulares, las células de la pared del
c6rtex asi como los vasos del xilema. Asimismo, algunos pueden colonizar los érganos reproductivos de las
plantas (flores, frutas y semillas). Dentro de la planta, estas bacterias no producen cambios morfoldgicos,
como si lo hacen las bacterias simbiontes de las raices de leguminosas formando un nédulo. Tampoco causan
sintomas de enfermedad como lo hacen las bacterias patégenas (40). Se han descripto diferentes
caracteristicas PCV in vitro presentes en un gran ndmero de bacterias endéfitas, sin embargo se ha
observado que pocas presentan capacidad PCV in plantay ain menos en condiciones agronémicas (41).

En la actualidad han sido reportadas como endéfitas un total de 200 bacterias, pertenecientes a 16 Filos
diferentes tales como Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Cholorobi, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,  Firmicutes,  Fusobacteria, = Gemmatimonadetes,  Nitrospira,
Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes y Verrucomicrobiae (42-46). Sin embargo, los géneros
predominantes y mas estudiados hasta el momento son los pertenecientes a los filos Actinobacteria,
Proteobacteriay Firmicutes, los cuales incluyen a los géneros Azoarcus (47), Gluconoacetobacter (48), Bacillus
(49), Enterobacter (50), Burkholderia (51), Herbaspirillum (52), Pseudomonas (53), Serratia (53),
Stenotrophomonas (54) y Streptomyces (55).
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1.3.1 Interacciéon planta-endoéfito
Existen distintas maneras mediante las cuales las bacterias endéfitas pueden acceder al interior de las
plantas. La colonizacion de las mismas por endéfitos bacterianos, consta de varias etapas que incluyen: (i) la

colonizacion del rizoplano, (ii) la infeccion bacteriana'y (iii) la colonizacion del cortex de la planta.

Pelo radicular

Zona de raices laterales

Zona de pelos radiculares ‘
Cortex

5 Endodermis
Zona de elongadon celular .
Xilema

Figura 2: Principales rutas de colonizacion de la planta por bacterias endéfitas. Los endéfitos pueden permanecer en la zona de entrada
(celeste) o moverse internamente y ocupar el espacio intercelular del cértex y los vasos del xilema (verde). En rojo y amarillo se

representan las bacterias rizésfericas que son incapaces de colonizar los tejidos internos de la planta (40).

1.3.1.1 Colonizacion del rizoplano

El primer paso de la interaccién endéfito-planta implica generalmente la colonizacion de la rizésfera, v la
posterior unién de las bacterias a la superficie radicular, siendo éste un paso crucial (40). Varios
componentes de la superficie bacteriana pueden participar en este proceso. En la cepa Azoarcus sp. BH72,
un endéfito-diazétrofo de arroz, los pilis del tipo IV son imprescindibles para la unién a la superficie radicular
(56). Sin embargo, la unién a la raiz por parte de la cepa Herbaspirillum seropedicae, endéfito-diazétrofo de

maiz, depende de los lipopolisacaridos de la superficie bacteriana (LPS) (57).

1.3.1.2 Infeccién bacteriana

El lugar preferencial de adhesién bacteriana y posterior entrada a los tejidos internos,son la zona apical de
la raiz, los pelos radiculares (ingreso activo), asi como las zonas de las raices basales con grietas causadas
por el nacimiento de raices laterales (ingreso pasivo) (Figura2).Para el ingreso activo a la planta, las bacterias
endofitas deben poseer una bateria de enzimas celuloliticas capaces de hidrolizar la pared de las células de
la raiz. Sin embargo, durante el ingreso pasivo no es necesaria la hidrolisis de la pared celular, ya que las
grietas presentes en la planta facilitan la entrada (58, 59).

Las enzimas bacterianas degradadoras de pared celular, estan también implicadas en el desencadenamiento
de las vias de defensa en la planta. La induccién de esta respuesta resulta en una disminucién de la

propagacion por ejemplo, de patégenos dentro de la planta. En el caso de las bacterias endéfitas, las mismas



Caracterizacion de la poblacion enddfita bacteriana asociada a plantas de sorgo dulce | 12

Introduccién

deben ser capaces de eludir la respuesta inmune de la planta o incluso reducirla con el fin de poder infectar
la misma. Es asi que las bacterias endofitas capaces de entrar por las rupturas naturales de las raices
laterales, permanecerian “invisibles” al sistema inmune de la planta siendo exitosas en su colonizacién. Este
tipo de mecanismo ha sido descrito para las interacciones: Azoarcus sp. BH72, Herbaspirillum seropedicae 267
y Burkholderia vietnamiensis con plantas de arroz (60-62), B. phytofirmans PsJN con plantas de vid (58), B.
subtilis Lu144 y B. cepacia Lu10-1 con plantas de mora (63, 64), asi como para Gluconacetobacter

diazotrophicus Pal5 con plantas de cafia de azucar (65).

1.3.1.3 Colonizacién del cértex de la planta

Luego de atravesada la barrera exodérmica, una posibilidad es que las bacterias permanezcan en el lugar de
entrada o se muevan hacia los tejidos interiores, ocupando asi el espacio intercelular del cértex. No es comun
que las bacterias endéfitas ingresen a las células vegetales y formen una estructura morfolégica nueva como
es el caso del nédulo en la interaccién rizobio-leguminosa. Asimismo, se ha reportado que solo ciertos
endofitos logran colonizar los vasos del xilema (58, 65, 66).Esto ocurre por lo general a través de las células
no-suberizadas del endodermo en la zona radicular apical y/o en la zona de las raices basales (donde la banda
de Caspary se ve interrumpida). En el xilema, ocurre el transporte de agua, iones y compuestos de bajo peso
molecular como azlcares y aminoacidos hacia toda la planta. Diversos trabajos han demostrado que las
concentraciones de los compuestos antes mencionados son suficientes para el crecimiento bacteriano (67,
68).Entonces, una vez en estos vasos las bacterias endéfitas pueden ser transportadas a distintas secciones
de la planta colonizando asi nuevos 6rganos como el tallo y hojas.

Por ultimo, otras formas de ingreso de los endéfitos han sido reportados, tal es el caso de las cepas de
Gluconoacetobacter diazotrophicus en cana de azlcar y Streptomyces galbus en rododendro, las cuales son

capaces de infectar las plantas a través de los estomas (69, 70).

1.3.2 Bacterias endéfitas promotoras del crecimiento vegetal

El ambiente endofitico corresponde a un microambiente localizado dentro de los 6rganosy los tejidos de la
planta, en los cuales las bacterias pueden tener efectos neutros, benéficos o perjudiciales para la misma
(41). Una vez que las bacterias endéfitas se establecen en el interior de las plantas huésped, las mismas
pueden influenciar positivamente en el crecimiento vegetal, asi como promover la resistencia a diferentes
estreses bidticos y abidticos. Dentro de los géneros previamente mencionados como enddfitos, los géneros
que han sido reportados como PCV son, Herbaspirillum, Burkholderia, Ralstonia, Curtobacterium, Arthrobacter
y Paenibacillus (71).

Muchos de los cultivos de importancia agronémica (maiz, arroz, cafa de azlcar, trigo y sorgo) son capaces
de formar asociaciones con bacterias endéfitas, siendo los casos mas estudiados las cepas diazétrofas
pertenecientes a los géneros Azoarcus, Burkholderia, Gluconobacter, Herbaspirillumy Klebsiella (13, 72).

La habilidad de algunos endéfitos-diazétrofos de fijar N jin planta ha sido demostrada mediante estudios de
expresion de la enzima nitrogenasa asi como mediante el analisis con isé6topos marcados (66, 73-76). Por
ejemplo, cuando la cepas G. diazotrophicus Pal5 y Herbaspirillum sp.B501 fueron inoculadas a plantas de cafa
de azlcar y arroz respectivamente, se comprobé que las mismas contribuian con un 0,6 y 0,14%
respectivamente del N total mediante la FBN (75, 76). Sin embrago, mediante la técnica de dilucién isotopica

de >N se ha sugerido que en Brasil, el 70% del N total es atribuido a la FBN en algunas variedades de cafa
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de azlcares (77); mientras que en Uruguay, se ha reportado un rango entre el 34,8-58,8% dependiendo de
la variedad ensayada (78). Estos trabajos demuestran que los endéfitos-diazétrofos contribuyen
notoriamente al N total de la planta mediante laFBN.

Otro mecanismo PCV descripto en las bacterias endéfitas ha sido la produccion de la fitohormona AIA. Tal
es el caso de las cepas Erwinia herbicola 299R y G. diazotrophicus (79).

Por lo tanto, es probable que algunas bacterias diazotréficas estimulen el crecimiento de plantas mediante
el suministro de N, asi como también por la produccion de fitohormonas, en particular de AIA(80).

La mayoria de los endéfitos que producen AIA, también presentan la actividad ACC desaminasa (81). Estas
bacterias pueden usar el ACC como fuente de N,disminuyendo asi la produccién de ET en las plantas (82). La
enzima ACC desaminasa se ha descripto en endéfitos PCV tales comoBurkholderia, Herbaspirillum 'y
Pseudomonas (83). En el caso de la cepa B. phytofirmans PsJN, se confirm6 que el mecanismo dePCV
involucraba a la ACC desaminasa ya que al eliminarse el gen codificante acds, se observé una disminucién de

32% en longitud de las raices de las plantulas de canola(72).

1.3.3 Bacterias endéfitas PCV asociadas a sorgo dulce

El estudio de las bacterias endéfitas PCV asociadas a cultivos de interés agronémico, es un campo en
constante desarrollo. Entre los cultivos de interés mundial en los que se han desarrollados estos estudios se
encuentran el maiz, el trigo, la cafa de azicar y el sorgo dulce. Algunos géneros identificados como
asociados pueden ser compartidos entre cultivos, sin embargo no todos los géneros han sido aislados de
todos los cultivos (43).

Hasta la fecha los géneros aislados como endéfitos a partir de plantas de sorgo dulce e identificados,
mostraron pertenecer a los filos Proteobacteria (Stenotrophomonas, Pseudomonas, Staphylococcus,
Ralstonia, Burkholderia, Enterobacter y Herbaspirillum), Actinobacteria (Arthrobacter, Curtobacterium y
Cellulomonas) y Firmicutes (Paenibacillus) (14, 43, 71, 84). Particularmente el género Bacillus ha sido aislado
de suelo de sorgo dulce y reportado como PCV, pero no se ha reportado como endéfito (85, 86).

Asimismo, existen numerosos trabajos exitosos en los cuales se ha estudiado la promociéon del crecimiento
vegetal de plantas de sorgo dulce inoculadas con cepas del género Azospirillum spp. lo que ha llevado a su

aplicacién agronémica como bioinoculante en varios paises (87, 88).
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1.4 Aproximaciones al estudio de la diversidad bacteriana

La diversidad bacteriana se puede evaluar de dos formas, mediante el estudio de la diversidad de especies
o mediante el estudio de la diversidad funcional. La siguiente seccién, se focalizard en la primera
aproximacién mencionada.

Empleando una aproximacion cultivable, el conocimiento obtenido sobre la diversidad microbiana y su rol
en la naturaleza es muy escaso, debido a que las técnicas basadas en la microscopia y el cultivo tienen un
uso limitado para la identificacién y clasificacién de los microorganismos. Tradicionalmente la taxonomia y
clasificaciéon de las bacterias esta determinada por su metabolismo, morfologia y caracteristicas fisiolégicas;
lo cual requiere tener la bacteria pura cultivada.

Con los avances recientes en genémica y las tecnologias de secuenciacién, la comunidad bacteriana puede
ser analizada mediante técnicas independientes de cultivo inicidndose una nueva era en la ecologia
microbiana. Andlisis moleculares de las comunidades bacterianas ambientales han revelado que sélo el 1%
de los microorganismos presentes en la naturaleza pueden ser aislados en cultivos puros (89). Esto puede
deberse a que las células no cultivables sean microorganismos filogenéticamente similares a aquellos que si
se cultivan, pero en un estado fisiolégico diferente (viables pero no cultivables); o que sean
filogenéticamente diferentes y no pueden ser cultivadas por los métodos clasicos de cultivo (90, 91).

Para la identificacion y caracterizacién de la gran diversidad microbiana asi como para la comprensién de sus
interacciones con factores ambientales bidticos y abiéticos, han surgido nuevas técnicas moleculares
independientes de cultivo tales como la huella genética, la secuenciacion masiva, la metagendémica,
metaprotedmica, metatranscriptémicay proteogendémica (se encuentra en lainterseccién entre la genémica
comparativay la proteémica) (92).

Una de las preguntas que surgen al momento de estudiar la diversidad genética es el gen a utilizar como
indicador, siendo el mas cominmente utilizado el gen ADNr 16Sdebido a que (i) es ubicuo, estando presente
en todos los procariotas, (ii) es estructuralmente y funcionalmente conservado y (iii) contiene regiones
variables y altamente conservadas (93). Las propiedades filogenéticas de este gen asi como la cantidad de
secuencias disponibles en las bases de datos hacen ventajoso su uso, sin embargo, la heterogeneidad dentro

de las especies bacterianas dificulta el analisis de diversidad a nivel de especie(94).

1.4.1 Estudio de la diversidad bacteriana: indices de diversidad alfa

La diversidad bacteriana se puede clasificar segin la riqueza o abundancia de especie (nimero total de
especies presente en la muestra) o segin la heterogeneidad que combina equitatividad y riqueza
(distribucién de individuos dentro de las especies) (95).

La diversidad alfa se define como la riqueza especifica y equitatividad de una comunidad local. En nuestro
caso, la diversidad estructural de la comunidad se calculé por los indices de diversidad alfa Shannon-Weiner
(H") y Simpson (1-D) (95). El primer indice indica la biodiversidad especifica del ecosistema, es decir, como se
distribuye la especie en el ecosistema. Al aumentar el nimero de especies y/o la uniformidad de sus
abundancias proporcionales aumenta el valor del indice de Shannon. Este indice varia entre 0 y no tiene
limite superior. H'=0, solamente cuando hay una sola especie en la muestra y es maxima cuando las especies
estan representadas por el mismo nimero de individuos. Generalmente, el valor maximo suele estar cerca

de 5.Por otra parte el indice de Simpson incluye el nimero de especies presentes en el habitat y su
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abundancia relativa. Este indice representa la probabilidad de que dos individuos, dentro de un habitat,
seleccionados al azar, pertenezcan a la misma especie (95).

Independientemente de sus limitaciones, el indice de Shannon (H’) es un buen indice indicador de la
diversidad general; el cual esta influenciado por la riqueza y la equitatividad. Este indice es sensible a los
cambios en la abundancia de los grupos raros. Por el contrario, el indice de Simpson (1-D) es mayormente
afectado por las especies dominantes y su valor puede depender principalmente de laimportancia ecolégica
de los cambios en la abundancia de OTUs (Unidades Taxondmicas Operacionales) dominantes (96).

1.4.2 ;Porque estudiar la diversidad bacteriana?

Las comunidades microbianas o microbiomas de diversos ambientes, se han estudiado con el fin de poder
entender la funcién ecoldgica de las mismas. El microbioma asociado a la planta juega un rol determinante
en la salud y productividad de la misma, recibiendo una atencién considerable en los Gltimos afos. Es por
esto que la riqueza de las especies microbianas en el suelo se ha propuesto como indicador de la diversidad
de las plantas sobre ese suelo y la productividad de los mismos. Las bacterias asociadas a plantas son
también fundamentales en los ciclos biogeoquimicos globales (97, 98). Un ejemplo conocido son las
bacterias fijadoras de nitrégeno asi como las bacterias que participan en el consumo de elementos traza
como el hierro. Asimismo, se ha reportado que la diversidad de los microorganismos presentes en el suelo
puede impactar en las poblaciones de microorganismos antagonistas de patégenos de plantas o en las
poblaciones de patégenos en si mismos. También, se ha comprobado que miembros del microbioma
rizosférico pueden aliviar el estrés bidtico y abidtico en las plantas, proporcionando una alternativa
ecolégica al mejoramiento de las mismas (98).

Por otra parte, diversos factores como la fertilizacion quimica o la variedad de planta, afectan
considerablemente el microbioma asociado. Por ejemplo, el microbioma asociado a la rizésfera de arroz, se
ve afectado por la fertilizacion quimica aplicada al suelo, la cual aumenta el nimero de bacterias Gram-
negativas (99). Estudios sobre los microbiomas rizosféricos asociados a plantas, han revelado distribuciones
muy similares de filos microbianos entre si, mientras que las diferencias entre las variedades de plantas se

hacen evidentes al comparar especies y cepas microbianas asociadas a las mismas (100).

1.5 Estudio de la diversidad microbiana mediante técnicas de huella genética

Las técnicas de huella genética generan como resultado un perfil de comunidades microbianas basado en el
andlisis directo de los productos de PCR amplificados a partir de ADN medioambiental.

Estas técnicas incluyen las técnicas DGGE/TTGE, SSCP, RAPD, ARDRA, T-RFLP, LH-PCR, RISA, y RAPD las
cuales producen una huella digital de la comunidad bacteriana basada en el polimorfismo de secuencia o en
el polimorfismo de longitud. En general, las técnicas de huella genética son rapidas y permiten el andlisis
simultdneo de mdaltiples muestras. Estas técnicas se han ideado para demostrar un efecto en las
comunidades microbianas (sean ambientales, antropogénico o estacionales) o diferencias entre las
comunidades microbianas, pero no proporcionan identidades taxonémicas directas. Las relaciones entre las

comunidades se pueden inferir a partir de estas técnicas con la ayuda de un software adecuado (101).



Caracterizacion de la poblacion enddfita bacteriana asociada a plantas de sorgo dulce | 16

Introduccién

1.5.1 PCR-DGGE (Gel en Electroforesis de Gradiente Desnaturalizante).

Esta técnica fue inicialmente introducida en la ecologia microbiana por Muyzer y colaboradores en el ano
1993, siendo muy utilizada hasta la fecha (102). La estrategia general para esta técnica es la obtencién de
ADN de la muestra, seguido de la amplificacién por PCR de los genes de interés y por Gltimo del anélisis de
los productos de PCR mediante DGGE. La separacion de los fragmentos de ADN por DGGE se basa en la
disminucién de la movilidad electroforética de moléculas de ADN parcialmente doble hebra, en geles de
poliacrilamida con un gradiente linear de agentes desnaturalizantes (mezcla de urea y formamida). Las
moléculas de ADN del mismo largo, pero con diferentes secuencias varian en su punto de disociaciéon (Tm)

por lo que la migracién de las mismas se dara hasta distintas posiciones del gel (Figura 3) (103).

DGGE: Gel en Electroforesisde Gradiente Desnaturalizante
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Figura 3: Esquema ilustrativo de la técnica de PCR-DGGE.

En esta técnica, en la PCR se utiliza un cebador con una abrazadera 5°-GC (30-50 nucleétidos), la cual es
esencial para evitar que ambas hebras de ADN se disocien completamente en hebras simples durante la
electroforesis desnaturalizante. Para determinar las identidades filogenéticas a partir de geles de DGGE, las
bandas pueden ser extraidas del gel, el ADN re-amplificados y se determina la secuencia del fragmento
(102). Esta estrategia es recomendada para el estudio de la dinamica poblacional en el tiempo o frente a una

perturbacién.
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Hipotesis

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, el interés en la producciéon de biocombustibles y la utilizacién del
cultivo de sorgo dulce como materia prima para la produccién de los mismos, asi como la utilizacién de las
bacterias endoéfitas promotoras del crecimiento vegetal como alternativa al uso de la Fertilizacién

nitrogenada, nos planteamos como hipétesis para este trabajo:

Existe una comunidad de bacterias endofitas asociada a la variedad de sorgo dulce
MS81E con capacidad de promover el crecimiento vegetal, la cual se estructura de

acuerdo a la fertilizacion quimica aplicada.



Capitulo 1: Aislamiento, caracterizacion y promocion del crecimiento
vegetal de probables endofitos bacterianos nativos asociados a sorgo

dulce (Sorghum bicolor)

Objetivo general:

Contribuir al conocimiento de las bacterias endéfitas nativas PCV asociadas al cultivo de sorgo dulce
variedad M81E.

Objetivos particulares:

1- Obtencién de una coleccién de probables endéfitos bacterianos (PEB) nativos, asociados a sorgo dulce
cultivado en Uruguay.

2- Identificary caracterizar PEB nativos, buscando en particular posibles mecanismos de infeccién (PMI) y de
PCV.

3- Conocer la respuesta de la variedad M81E a la inoculacién con PEB seleccionados.

Estrategia:

En primera instancia, se construy6 una coleccién de aislamientos PEB nativos a partir de: 1- plantas trampas
preparadas con suelo proveniente de Bella Unién y 2- plantas de sorgo dulce adultas, provenientes de los
mismos sitios. Para esto se seleccionaron parcelas con registro de cultivo de sorgo dulce en las cuales no se
ha aplicado o se ha aplicado poca fertilizacién quimica.

En segunda instancia, se caracteriz6 la coleccién, para esto se buscé la presencia de aislamientos con
caracteristicas PCV y PMI in vitro mediante el empleo de metodologias microbioldgicas, bioquimicas y de
biologia molecular. Las caracteristicas PCV estudiadas fueron la produccién y regulacién de fitohormonas,
la capacidad de solubilizar minerales (P, Fe), asi como la capacidad de fijar biol6égicamente el nitrégeno
atmosférico (FBN). Asimismo en toda la coleccién se buscé la presencia de aislamientos con PMI tales como
las actividades hemiceluloliticas, celuloliticas, lignoliticas y proteoliticas; asi como con capacidad de formar
biopeliculas. Los Aislamientos de interés fueron identificados mediante la secuencia del gen ADNr 16S y se
estudio su filogenia.

Por ultimo y con la finalidad de determinar la capacidad PCV de aislamientos seleccionados, se realizaron
ensayos de respuestas de plantas de sorgo dulce a la inoculacién bacteriana, en condiciones gnotobiéticas

y de invernaculo.
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2.0Materiales y Métodos

2.1 Aislamiento de probables endofitos bacterianos (PEB) nativos

Para la obtencién de PEB nativos, se realizaron dos aproximaciones. En la primera, se aislaron PEB a partir
de raices y tallos de plantas trampas. Con este fin, se plantaron semillas esterilizadas en la superficie, en
macetas conteniendo suelo traido de Bella Unién donde se cultiva sorgo dulce (30°37'56.0"S 57°21'18.0"W).
La esterilizacion de la superficie de las semillas se realizé6 mediante un enjuague de 5 min con EtOH 70%
(v/v), seqguido de un lavado con agua desionizada estéril, y una incubacién de 15 min en hipoclorito de sodio
4% (v/v), el cual fue enjuagado 4 veces con agua desionizada estéril. Las plantas fueron cosechadas al primer
y segundo mes de sembradas separandose las raices y tallos de las mismas. El procedimiento para esterilizar
la superficie de los 6rganos seleccionados fue el mencionado para las semillas. Se realizaron los controles
de esterilizacién correspondiente en cada caso. Una vez esterilizados los tejidos, 10gr del material a analizar,
se maceraron en condiciones estériles con 90 ml de NaCl 0,9% (p/v) a los cuales se le agregé 1 ml de
cicloheximida 100mg/ml (dilucién -1). A partir de la suspensién obtenida se realizaron diluciones seriadas
(10*y 10°) sembrandose 100ul de las mismas por triplicado, en placas conteniendo medio de cultivo minimo
LGl y medio de cultivo rico DYGs (ANEXO) (104, 105). Los aislamientos puros obtenidos fueron guardados
en tubos viales conteniendo glicerol 25% (v/v) a -80°C.

En la segunda aproximacion, se aislaron PEB a partir de tallos y raices de plantas de sorgo dulce provenientes
de parcelas de campo tratadas con o sin fertilizantes quimicos. En este caso el proceso de esterilizacion fue
el mismo empleado para las semillas, excepto que se incubd la suspensién 20 min en hipoclorito de sodio
4% (v/v). Asimismo el procedimiento para el aislamiento de cepas individuales de PEB fue el mismo que el
utilizado a partir de plantas trampa, con la excepcion de que en este caso el medio de cultivo rico utilizado
fue el TSA (Difco Laboratories).

Tanto las dos metodologias de aislamiento utilizadas asi como el crecimiento en los 3 medios de cultivo,
tuvieron como fin la obtencién de la mayor diversidad posible de bacterias asociadas al cultivo de sorgo

dulce

2.2 Extraccion de ADN genomico a partir de cultivos en medio liquido

En este caso, las cepas de interés se crecieron en tubos conteniendo medio de cultivo liquido rico TSB,
hasta alcanzar una densidad éptica a 620nm de 1,0 (D.O.s20= 1,0). Tres mililitros del cultivo bacteriano
obtenido se centrifugaron 2 veces, durante 10 min a 9.200g. El pellet obtenido se resuspendié en 740ul de
Tris10mM EDTA 1mM (T1oE1), se le agregd 20ul de lisozima (100 mg/ml) y se lo incubé por 10 min a 60°C,
mezcldndose por inversion. A la suspensién obtenida se le agregé 40pl de SDS 10%, luego 8ul de Proteinasa
K (10 mg/ml), incubdndose durante 1 hora a 37°C. Finalmente, a la suspensién se le agregé 100ul de NaCl
5My 100pl de CTAB/NaCl previamente calentado a 65°C, incubandose durante 10 min a 65°C.

A la suspension obtenida se le realizaron2 extracciones consecutivas con igual volumen de fenol. Entre
ambas extracciones se centrifugd durante 20 y 10 min consecutivamente a 13.300g. Posteriormente la fase
acuosa obtenida fue sujeta a 2 extracciones con igual volumen de cloroformo (ChCls). Finalmente, el ADN

se precipité con 0,1 volimenes de acetato de amonio 0,33My 0,6 volimenes de isopropanol incubandose a
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-20°C. Al dia siguiente la suspensiéon se centrifugé durante 30 min a 13.300g, lavandose con 500ul de
etanol (EtOH) 70%. El pellet obtenido se secé al vacio durante 20 min mediante speedvack Labconco,

resuspendiéndose finalmente en 50ul de TE (99ul T10E1)+1pul de ARNasa (10mg/ml).

2.3 Extraccion de ADN genomico a partir de lisado de colonia

Una colonia de la cepa de interés crecida en placas conteniendo medio sélido TSA, se resuspendié en 100pl
de H20 extra pura estéril. La suspension obtenida se centrifugd 2 min a 15.600g descartandose el
sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendié en 100ul de NaOH 0,05 M y se incub6é 4 min a 100°C
seguidos de 2 min en hielo. A la suspensién se le agregd 900ul de H20 extra pura estéril centrifugandose 2

min a 15.600g. La suspension de trabajo consistié en los 700ul de la capa superior obtenida.

2.4 Caracterizacion de la coleccion

2.4.1 Basqueda de aislamientos con caracteristicas PCV en la coleccién

2.4.1.1 Deteccion de aislamientos productores de AIA y con actividad ACC desaminasa

Para la determinacién de la produccién de la hormona acido indol-3-acetico(AIA) por parte de los
aislamientos de la coleccidn, se utilizé el método colorimétrico descripto por Sarwary colaboradores (106).
Brevemente, toda la coleccién se crecié en microplacas de 2 ml conteniendo medio de cultivo liquido DYGs
suplementado con 100 pg/ml de triptéfano. A las 72h, la D.O.s20 fue medida con el fin de normalizar los
cultivos, para luego centrifugarlos durante 5 min a 12.000g. Posteriormente 150ul del sobrenadante
obtenido fueron incubados en la oscuridad con 100ul de reactivo de Salkowski durante 30 min, y se midi6 la
absorbancia a 540nm. Previamente, se construyé una curva de calibracién en el rango de 0 a 100 pM/ml de
AlA sintético (78).

Con el fin de detectar aislamientos con actividad 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa, toda
la coleccién fué crecida durante 16h en placas de microtitulaciénconteniendo 2 ml de LGI+N. Posteriormente
los cultivos se centrifugaron a 4.000g durante 20min, resuspendiéndose el pellet obtenido en 150ul de LGI-
N. De esta suspension se tomd una alicuota de 5pl, la cual fue inoculada en placas de Petri conteniendo
medio de cultivo sélido LGI-N, suplementado con 30mMol/por placa de ACC. Las placas fueron incubadas a
30°C durante 5 dias(107). Aquellas que fueron capaces de crecer en el medio con ACC como Unica fuente de

N se consideraron positivas.

2.4.1.2 Deteccion de aislamientos solubilizadores de fosfato y productores de sideréforos

Con el fin de detectar aislamientos capaces de solubilizar fosfatos, toda la coleccion fue crecida en placas
conteniendo medio de cultivo sélido GL (ANEXO)(108). Las mismas se incubaron a 30°C durante 5 dias. Se
consideré positivo a aquellos aislamientos que presentaron un halo transparente alrededor de la colonia.

Por otra parte, para la deteccién de aislamientos con capacidad de producir sideréforos, toda la coleccion
fue crecida en placas conteniendo medio sélido CAS(109). Las mismas se incubaron a 30°C durante 5 dias.
Como control positivo se utilizé la cepa de referencia Herbaspirillum seropedicae 767 (110). Aquellos

aislamientos que presentaron un halo amarillo alrededor de la colonia fueron registrados como positivos.
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2.4.1.3 Deteccidn de aislamientos diazétrofos

AMPLIFICACION DEL GEN NIFH

Con el fin de identificar la presencia del gen nifH, en los aislamientos de la coleccién, se utilizaron 2 juegos
de cebadores. En el caso en el cual se emplearon los cebadores Eufornif (5-ATYGTCGGYTGYGAYCCSAARGC-
3") y Eurevnif (5-ATGGTGTTGGCGGCRTAVAKSGCC-3") (111), se utilizé la siguiente mezcla de reaccién: 2,5ul
de buffer de reaccién 10X, 1,5ul de MgCl; 25mM, 2,5ul de dNTPs 2mM, 2,0l de cada cebador 20 pM, 1,0pl
de BSA 1%, 0,2l de Taqg polimerasa (5Upl"), 4,0ul de lisis bacteriana y H20 c.s.p. 25pl. Asimismo para la
reaccion de amplificacién se utilizé el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizaciéon inicial de 2 min a
95°C, seguido de 30 ciclos de un min a 94°C, un min a 55°C y un min a 72°C., con un ciclo de extensién final
de 15 min a 72°C.

Para el caso en el cual se utilizaron los cebadores PolF (5-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3") y PolR (5°-
ATSGCCATCATYTCRCCGGA-37) (112) el programa empleado fue un ciclo de desnaturalizacién inicial de 5 min
a95°C, sequido de 30 ciclos de 45 seg a 95°C, 45 seg a 58°Cy 30 sega 72°C. Por ultimo, un ciclo de extensién
final de 5 min a 72°C.La mezcla de reacciéon utilizada fue: 2,5ul de buffer de reaccién 10X, 3,0ul de MgClz
25mM, 2,5ul de dNTPs 2mM, 1,0ul de cada cebador 20 uM, 1,0pl de BSA 1%, 0,18ul de Taq polimerasa (5Upl
"), 4,0ul de lisis bacteriana y H20 c.s.p. 25pl.

El tamano correcto del amplicon fue confirmado mediante electroforesis en gel de agarosa 0,9% (p/v)
utilizando buffer Tris-Acético-EDTA (TAE). La corrida se realizé durante 1 hora, a 100 V visualizdndose los
fragmentos al exponer el gel a la luz ultravioleta (U.V.). El agente intercalante utilizado fue el GoodView

(Beijing SBS. Genetech Co. Ltd.) en una relaciéon de 1ul/50ml (colorante:agarosa).

CAPACIDAD DE CRECER EN MEDIO DE CULTIVOS SEMISOLIDOS SIN N

Aquellos aislamientosque presentaron el gen nifH, fueron crecidos por duplicado en viales conteniendo los
medios semisoélidos sin N, LGI, LGI-P y JNFb. Para esto, células crecidas en tubos conteniendo medio TSA
liquido (D.O.s00=1,0), fueron lavadas con buffer PBS (ANEXO), inoculadas en los diferentes viales
(1x10%ufc/ml) e incubadas a 30°C. Siete dias luego de inoculadas se evalué la presencia de un halo de

crecimiento.

2.4.2 Busqueda de PMI en los aislamientos de la coleccion

Con el fin de detectarla presencia de aislamientos con PMI tales como las actividades
enzimaticashemicelulasas, celulasas, lignoliticas y proteasas; toda la coleccién fue crecida en placas
conteniendo medio de cultivo TSA suplementado con diferentes precursores. Para la deteccién de
aislamientos con actividad hemicelulasa, el medio de cultivo se suplementé con 0,5% (p/v) de Avicel(Sigma-
Aldrich, Alemania), mientras que para el caso en el cual se buscé detectar aislamientos con actividad
celulasas, se hicieron 2 ensayos. En el primero, el medio de cultivo se suplementé con 0,2% de celulosa
granulada y en el segundo con 0,2% de sal de celulosa (Sigma-Aldrich, Alemania). Asimismo, con el fin de
detectar aislamientos con actividad peroxidasa también se realizaron 2 ensayos en los cuales el medio de
cultivo se suplementé con 250 mg/l de ABTS 6 con 250mg/l de ABTS y 0,1 g/l MnCl24H20 (Sigma-Aldrich,

Alemania) para la deteccién de peroxidasa dependiente e independiente de manganeso respectivamente.



Caracterizacion de la poblacion enddfita bacteriana asociada a plantas de sorgo dulce | 22

Capitulo 1

Por Gltimo, para la deteccién de aislamientos con actividad proteolitica el medio de cultivo se suplementé
con 5% (p/v) de leche descremada(113-115).
En todos los casos, los aislamientos se incubaron a 30°C durante 5 dias momento en el cual se evalu6 el

crecimiento.

2.4.3 Deteccién de aislamientos con capacidad de formar biopelicula

El cristal violeta (CV), es una tincién basica la cual se une a moléculas de la superficie bacteriana cargadas
negativamente, asi como a los polisacaridos de la matriz extracelular por lo que es usado como indicador de
la fFormacion de biopeliculas (116, 117). Para la deteccién de las mismas, toda la coleccion fue crecida en
placas de microtitulacién de 96 pocillos conteniendo 200ul/pocillo de medio TSB, con agitacién durante 16-
18 horas a 30°C. Posteriormente la D.O.s20de todos los aislamientos fue determinada, igualandose la misma
a un valor de entre 0,1-0,2, e incubandose la placa sin agitaciéon durante 48 horas a 30°C. A continuacién, el
cultivo liquido se descarté y se anadié en cada pocillo 200ul de C.V. 0,1% (p/v) dejandolo actuar durante 20
min. Por Gltimo se descarté el CV de los pocillos, solubilizandose el que quedo adherido a la biopelicula con

EtOH95%, el cual se transfirié a una nueva placa para la medicién de la D.O.570 (118).

2.4.4 Caracterizacion fisioldgica de la coleccién

2.4.4.1 Determinacién de la capacidad de la coleccion de crecer en diferentes rangos de pH
Con el fin de determinar en qué rango de pH son capaces de crecer los aislamientos de la coleccién, los
mismos fueron crecidos en placas de Petri conteniendo medio TSA, cuyo pH se fij6 en un rango entre 5y 8.

Las placas se incubaron a 30°C, evaluandose el crecimiento a los 5 dias.

2.4.4.2 Determinacion de la capacidad de la coleccion de crecer en diferentes fuentes de
carbono y nitrogeno

Con el fin de determinarlas fuentes carbonadasy nitrogenadas en las que las PBE asociadas a sorgo dulce
son capaces de crecer, toda la coleccién se crecié en placas conteniendo mediolLGl al cual se le cambié las
fuentes de Cy N a evaluar (104). Las fuentes de C ensayadas fueron, Maltosa, Manitol, Etanol, Glucosa,
Sucrosa, Malato, Fructosa, Lactosa, Sacarosa, AzGcar cristal, 4cido mdlico,Vinaza y Glicerina.Estas 2 Gltimas
provenientes de desechos industriales. Por otro lado, las fuentes de N ensayadas fueron L-Tirosina, Nitrato
de Potasio, L-Aspargina, L-Glutamato, Urea, Sulfato de Amonio y Cloruro de Amonio. Las placas se incubaron

a 30°C, durante 5 dias momento en el cual se evalué el crecimiento bacteriano.

2.4.4.3 Determinacion de la resistencia intrinseca a antibiéticos por la colecciéon de PEB

Para determinar la presencia de resistencias intrinsecas a antibiéticos presentes en los aislamientos PEB de
la coleccién, los mismos fueron crecidos en placas conteniendo medio TSA a las cuales se las suplementé
con diferentes concentraciones del antibiético a ensayar (Tabla 1). Para esto se ensayaron antibiéticos del
grupo de los Aminoglucésidos: Gentamicina (Gm), Kanamicina (Km), Neomicina (Neo), Estreptomicina (Str);

del grupo de los Macrélidos: Espectinomicina (Spc); del grupo de las Penicilinas: Ampicilina (Amp); del grupo
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de los Polipéptidos: Polymixina B (Poly); del grupo de las Tetraciclinas: Tetraciclina (Tc) y del grupo de las

Quinolonas: el Acidonalidixico (Nal).

Tabla 1: Concentraciones de antibiéticos ensayadas

e Concentracion
Antibioticos

(ng/ml)

Str 2,5,10, 25,100
Spc 2,5,10, 25,100
Km 4,10,40,100
Tc 2,5,10, 25,100
Gm 2,5,10, 25,100
Nm 1,25,2,5,12,5,25
Amp 2,5,10,40,100
Poly 5,10,50,100
Nal 5,10,50,100

2.5 Identificacion de aislamientos de interés

2.5.1 Caracterizacién genética de aislamientos seleccionados mediante ERIC-PCR

Para determinar la diferenciar entre aislamientos que contaron con la presencia del gen nifH pertenecientes
a la coleccion, se utilizé la técnica de REP-PCR con los cebadores ERIC 1 (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-
3"y ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGT GAGCG-3') (119). Como molde se emple6 el ADN de toda la coleccién
extraido por el método de lisis celular (punto 2.2.1). La mezcla de reaccién utilizada fue: 2,5ul de buffer de
reaccion 10X, 2,0ul de MgClz 25mM, 2,5ul de dNTPs 2mM, 2,5ul de cada cebador 25 pM,1,0ul de BSA 1%,
1,25ul de DMSO 100%, 0,3pl de Taq polimerasa (5Upl"),2,0ul de la lisis bacteriana y H20 c.s.p. 25ul. Para la
reaccion de amplificacion se utilizé el siguiente programa: un ciclo dedesnaturalizacién inicial de 5 min a
94°C, seguido de 30 ciclos de 1 min a94°C, 1 min a 52°Cy 6 min a 65°C. Por ultimo se realizé unciclode
extension final de 16 min a 65°C. Cada aislamiento fue analizado por duplicado.

Los amplicones fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5% (p/v) en buffer Tris-
Borato-EDTA (TBE), durante 3 horas a 80 V visualizdndose los mismos al exponer el gel a luz U.V. El agente
intercalante utilizado fue el GoodView (Beijing SBS. Genetech Co. Ltd.) en una relacién de 1pl/50ml
(colorante:agarosa). Los patrones de bandas obtenidos fueron analizados con el programa GelComparll6.5
(AppliedMaths NV.). La similitud entre aislamientos se expres6 a través del coeficiente de Dice y el anélisis

de agrupamiento se realizé mediante el método de UPGMA con una similitud de 80%.

2.5.2 Amplificaciéon del gen ADNr 16S

El gen marcador ADNr 165, se empleé para la identificacién a nivel de género de aquellos aislamientos
seleccionados en base a sus caracteristicas PCV y PMI. Los cebadores universales 27f (5™
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492r (5-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3)(120) fueron utilizados para la
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reaccion de amplificacion de PCR. Para ello se utilizé la siguiente mezcla de reaccién 2,5ul de buffer de
reaccion 10X, 1,5yl de MgClz 25mM, 2,5ul de dNTPs 2mM, 2,0pl de cada cebador 20 pM, 1,0ul de BSA 1%,
0,2ul de Taq polimerasa (5Upl"), 4,0ul de lisis bacteriana y H20 c.s.p. 25ul. Mientras que para la reaccién de
amplificacion se utilizé el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 2 min a 95°C, seguido
de 30 ciclos de un min a 94°C, un min a 55°C y un min a 72°C., con un ciclo de extensién final de 15 min a
72°C.

El tamano correcto del amplicon fue confirmado mediante electroforesis en gel de agarosa 0,9% (p/v)
utilizando buffer Tris-Acético-EDTA (TAE). La corrida se realizé durante 1 hora, a 100 V visualizdndose los
fragmentos al exponer el gel a la luz ultravioleta (U.V.). El agente intercalante utilizado fue el GoodView

(Beijing SBS. Genetech Co. Ltd.) en una relaciéon de 1ul/50ml (colorante:agarosa).

2.5.3 Secuenciacién de los amplicones del gen ADNr 16S

Los productos de PCR obtenidos mediante la amplificacion del gen ADNr 16S se enviaron a Macrogen Inc.
Corea para su purificacién y posterior secuenciaciéon; la misma se realizé con ambos cebadores utilizados en
cada caso. La secuencias obtenidas fueron editadas con el programa DNA Baser Sequence Assembler v3.x
(2012) (HeracleBioSoft SRL Romania, http://www.DnaBaser.com) siendo cada una de 1400 pares de bases
aproximadamente y comparadas mediante Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), de la base de datos

del Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI).

2.5.4 Analisis Filogenético de aislamientos seleccionados de la coleccidon
La secuencia del gen ADNr 16S obtenidas fueron utilizadas para realizar estudios filogenéticos. Para esto,
las mismas se alinearon con la base de datos de SILVA (121) construyéndose el arbol filogenético utilizando

el algoritmo Neighbour Joining, se utilizé un boostrap de 1000 réplicas con el programa ARB (122).
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2.6 Ensayos de promocion del crecimiento vegetal en condiciones gnotobioticas y de

inverndculo

Aislamientos seleccionados de acuerdo a sus caracteristicas PCV y PMI in vitro, fueron ensayados como
inoculantes en plantas de sorgo dulce de la variedad M81E en 3 condiciones diferentes: (1)gnotobidticas en
el cuarto de plantas; (2)en las mismas condiciones que el anterior con la variante de que a los 15 dias los
plantines se pasaron a macetas conteniendo arena:vermiculita (2:1) como soporte, siendo trasladadas al
invernaculo; y (3)en condiciones de invernaculo empleando suelo:arena (2:1) como soporte, con suelo
proveniente de la zona de Bella Unién.

En todos los casos, las semillas fueron esterilizadas en la superficie siguiendo el protocolo descripto (2.1),
inoculadas con una suspension bacteriana de 1x10° ufc/ml del aislamiento de interés y pre-germinadas en
placas de agar-agua 0,8% (p/v) a 30°C durante 48 h.

En los tres ensayos un tratamiento inoculado con la cepa Azospirillum brasilense Sp7 fue utilizado como
referencia (87). Como control negativo se emplearon plantas de sorgo dulce sin inocular ni fertilizar. En
todos los casos se utilizaron 10 réplicas por tratamiento.

En los ensayos (1) y (2), 4 semillas pre-germinadas fueron transferidas a frascos conteniendo 40 ml de medio
Jensen liquido (123) utilizando como soporte bolitas de polipropileno. Los ensayos se realizaron en
condiciones de luz y temperaturas controladas: fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad a 25°C. En el
ensayo gnotobiético-invernaculo (ensayo 2), a los 15 dias las plantas se trasladaron al invernaculo re-
inoculdandose con la misma suspension bacteriana. Una vez en condiciones de invernaculo, este ensayo fue
regado con agua corriente y cada 2 semanas con medio Jensen +N, dado que no todas las cepas ensayadas
presentaron capacidad FBN.

En el ensayo (3), los plantines fueron inoculados nuevamente a los 30 dias luego de la primera inoculacién.
En el caso del ensayo (1), las plantas se cosecharon a los60 dias midiéndose la altura asi como el peso seco
radicular y aéreo, mientras que en los ensayos (2) v (3) a los 60 y 90 dias post segunda inoculacién
respectivamente se realizaron las medidas de didmetro y altura del tallo ademas del peso seco radicular y

aéreo.

2.6.1 Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa Infostat. Aquellos que presentaron diferencia

significativa, se les realizé el test de LSD Fisher (p< 0.10) (124).
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3.0 Resultados

3.1 Aislamiento, caracterizacién e identificacion de PEB nativos asociados a la

variedad de sorgo dulce M81E.

3.1.1 Construccién de la coleccion de PEB asociadas a sorgo dulce.

Uno de los objetivos particulares planteados, fue la obtencién de una coleccién de PEB nativos asociada a
plantas de sorgo dulce de la variedad M81E. Para ello se emplearon 2 aproximaciones, en la primera se utilizé
como material de partida plantas trampas crecidas con tierra proveniente de Bella Unién donde
regularmente se planta sorgo dulce; mientras que en la segunda se utilizé el material vegetal traido
directamente de campo colectado a partir de parcelas que presentaron concentraciones de fertilizante
contrastantes (alta y baja). Los PEB obtenidos a partir de plantas trampas se aislaron a los 30 y 60 dias post
siembra.

Aplicando ambas metodologias de aislamiento, se construyé una coleccién de PEB nativos con 188
aislamientos, provenientes de raices y tallos de plantas de plantas de sorgo dulce (142 y 44
respectivamente), asi como de semilla (2). Dentro de estas, 106 fueron asiladas de plantas trampas (en los

medios de cultivo LGl y DYGs), mientras que 82 lo fueron de material de campo (medio de cultivo TSA).

Tabla 2: NGmero de PEB nativos obtenidos segin érgano o medio de cultivo empleado

Metodologia de i
Medio de cultivo Tallo Raiz Semilla Total

aislamiento
LGl 5 38 1 44
Plantas trampa
DYGs 10 51 1 62
Material de campo TSA 29 53 - 82
Total 44 142 2 188

Asimismo cuando se enumeran los aislamientos de acuerdo al érgano del cual se aislaron o el medio de
cultivo utilizado (Tabla 2), se observa que la cantidad de aislamientos provenientes de las raices (142), fue
mayor en todos los medios de cultivo empleados, en comparacion con los tallos (44) y las semillas (2). Por
otra parte, y en referencia al medio de cultivo empleado, se observa que la mayor cantidad de aislamientos
morfolégicamente diferentes provinieron de los medios ricos no definidos TSA (82) y DYGs (62) en

comparacién con el medio de cultivo minimo y definido LGI (44).

3.2.2 Caracterizaciéon de la coleccién de PEB

3.2.2.1 Busqueda de caracteristicas PCV y PMI en los aislamientos de coleccion

Caracteristicas probablemente involucradas en la PCV asi como PMI fueron buscados en todos los
aislamientos de la coleccion. Las caracteristicas PCV buscadas fueron: la capacidad de solubilizar Fosfato, de
producir sideréforos, de producir la fitohormona AIA, la capacidad FBN, asi como la presencia de actividad
ACC-desaminasa. Por otra parte los PMI buscados fueron: las actividades celulasas, hemicelulasas,

peroxidasas y proteasas, asi como la capacidad de formar biopeliculas. Asimismo y con el fin de estudiar los
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distintos requerimientos metabdlicos de las cepas en estudio, se realizaron ensayos para determinar la
capacidad de la coleccién de crecer en diferentes fuentes de C, N, rango de pH y antibidticos.

De los 188 aislamientos ensayados, 33 y 22 fueron capaces de producir AlA 'y sideréforos respectivamente,
25 de solubilizar fosfato, mientras que 130 presentaron la actividad ACC-desaminasa. Por otra parte, 72
aislamientos dieron positivos para la presencia del gen nifH. Los mismos fueron crecidos en viales
conteniendo medios de cultivo semisélido LGI, LGI-P y JNFb sin N, observandose que 46 aislamientos fueron
capaces de crecer formando una pelicula la cual es caracteristica de los organismos diazétrofos. En cuanto a
las enzimas relacionadas a la infeccidn, los resultaron mostraron la presencia de aislamientos en la coleccién
con actividad hemicelulasa, celulasa y proteasa (3, 5y 24 respectivamente), mientras que 41 aislamientos
presentaron la capacidad de formar biopelicula en las condiciones ensayadas (Tabla 3).

A modo de resumen, en la figura 4 se muestra el porcentaje de aislamientos que presenta al menos 1
caracteristica PCV. Como se observa, la coleccién obtenida tiene un amplio espectro de estas caracteristicas

las cuales le dan un potencial biotecnolégico muy importante.

1,6%
6,4% [

® 1 caracteristica PCV

m 2 caracteristicas PCV
3 caracteristicas PCV
4 caracteristicas PCV
5 caracteristicas PCV

Figura 4: Porcentaje de aislamientos PBE asociados a sorgo dulce con una o mas caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal.

Por otra parte en la Tabla 3, se presenta el listado de 45 aislamientos seleccionados de acuerdo a sus
caracteristica PCV o PMI, para su identificacién a nivel de género mediante la secuenciacion del gen ADNr

16S. En la misma se presenta también el grupo ERIC asi como el género al cual pertenecen.
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Tabla 3: Listado de 45 aislamientos seleccionados de la colecciéon en el que se presentan las caracteristicas PCV, PMI, asi como el género

bacteriano y el grupo ERIC al que pertenecen.

Aislamiento  Grupo Fitoestimulacién® Biofertilizacion® Infeccién ¢
Identificacién @
ERIC AIA ACC | nifH CP CasPOs SID  CE HC PROT Biopelicula
UYSBO1 2 Ralstonia - - + + - + = = - -
UYSB02 2 Ralstonia - + + - - + - - - -
UYSBO03 4 Staphylococcus - - + - - + = = - -
UYSB04 3 Bacillus - - + - - - - - + +
UYSBO5 2 Enterobacter - - + + - - = = - -
UYSB06 2 Bacillus - + + + - - - - - -
UYsBO7 2 Bacillus - + + - - = + = - -
UYsSBO08 1 Kocuria - + + + - - - - - -
UYSB09 1 Achromobacter - + - - E = = = - -
UYSB11 2 Rhizobium - + + + - - - - - +
uysB12 2 Rhizobium - + + + - - - - + +
uysB13 2 Rhizobium - + + + - - - - + +
uUYsB14 2 Ralstonia - - + - + + - = = -
UYSB15 2 Bacillus - + + + - - - - - -
uysB17 2 Rhizobium - + + - - - - = > +
UYSB18 3 Bacillus - - - - + - - - + R
UYSB19 2 Paenibacillus - + + + - = = = = +
UYSB20 2 Bacillus - + + ND - - - - - -
uUyYsB21 2 Pantoea + + + + - + = = - -
uyYsB22 2 Enterobacter + + + + - + - - - -
uysB23 2 Rhizobium - + + - - + - = + +
UYSB25 2 Rhizobium - + + - - - - - - -
UYSB26 5 Bacillus + - - - + - - = = +
UYSB27 2 Paenibacillus - - + - - - - - - +
UYSB28 2 Brevibacillus - + + + = = + + - -
UYSB29 2 Brevibacillus + + + - + - - - - -
UYSB30 2 Acidovorax + + - o o N - - - -
UYsB32 2 Stenotrophomonas - - + + + + - - + +
UYSB33 2 Stenotrophomonas + + + + - = = = = +
UYSB34 2 Enterobacter + + + + - - - - - -
UYSB35 2 Herbaspirillum - + - - + + - = = +
UYSB36 5 Brevibacillus + + + - - - - - - -
UYsB37 5 Pseudomonas + + - - + - - = = +
uUYsB38 2 Pantoea + + - - + - - - - -
UYSB39 2 Pantoea + - - - - - = = = +
UYsSB40 2 Stenotrophomonas + - + - - - - - + +
UYSB41 5 Acinetobacter - + 5 = S - + + - -
UYSB42 2 Acinetobacter + - + - + - - - - -
uYsB43 3 Pantoea + + - - + - - - 5 +
UYSB45 3 Pantoea + - + + + + - - - -
UYSB46 1 Chryseobacterium + + - 5 + + - = o 4
uysB47 2 Pantoea - + - - + - + - - +
UYSB48 3 Serratia ND ND + ND ND - ND ND + ND

?|dentificaciéon taxondmica obtenida en base a la similitud del gen ADNr16S (1400 pares de bases) . PAlA: produccién de acido indol-3-
acetico; ACC: actividad aminocyclopropane-1-arboxylate desaminase. ‘gen de la subunidad nitrogenasa (nifH) detectado por PCR; CP:
crecimiento en pelicula; CasPO4: solubilizacién de fosfato calcico inorgénico; SID: produccién de sider6foros. 9CE: actividad exo-celulasa;
HC: actividad hemicelulasa; PROT: actividad proteasa.
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Por otra parte, los resultados del estudio de la capacidad de la coleccion de crecer en distintas fuentes de C
y N mostraron una amplia versatilidad metabdlica de la misma (Figura 5). Es asi que entre el 92-97% de los
aislamientos fueron capaces de crecer en fructosa, lactosa,glucosa, maltosay azucar cristal; entre el 71-86%
lo hicieron en acido malico, manitol y glicerina, mientras que solamente entre el 19-38% de los aislamientos

fueron capaces de crecer en EtOH, acido pirGvico y vinaza como Gnica fuente de C (Figura 5a).

A 25,5% = Fructosa B .
mLactosa u Sulfato de amonio
96,8% " ELOH 89,2% = Nitrato de
® Ac piruvico potasio
Ac malico Tirosina
92,0% .
' Manitol
88,1% .
93 6% 37.7% . Glicerina ALUR Aspargina
o Glucosa 93.0% Glutamato
Azucar cristal 0%
9 [
82,4% 85,6% Maltosa AR Urea
Vinaza
19,1%

Figura 5: Porcentaje de los aislamientos PBE con crecimiento en las distintas fuentes de (A)Cy (B)N.

Con respecto a las fuentes de N ensayadas, entre el 93-99% de los aislamientos fueron capaces de crecer en
L-tirosina, KNOs y L-aspargina, mientras que entre el 88-89% lo hicieron en L-Glutamato y urea
respectivamente, el 63% en (NH4)2S04, no observandose crecimiento cuando se ensayé NH4Cl como Gnica
fuente de N (Figura 5b)

Por otra parte, en la figura 6 se muestran los resultados del estudio de la presencia de aislamientos con
resistencia intrinseca a diferentes antibiéticos en la coleccién. En este ensayo se evaluaron diferentes
concentraciones de antibidticos presentadndose la resistencia observada en la mayor concentracién. Como
se observa en la tabla 1 un rango de aislamientos de entre 96-100% fueron capaces de crecer en Spc, Nmy
Amp; entre 77-89% fueron capaces de crecer en presencia de Str, Tc y Gm; mientras que entre 43-66% lo

fueron en presencia de Km, Poly B y Nal (Figura 6).
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97,8% 77,4% Poly100
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62,9%
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Figura 6: Porcentaje de aislamientos de la coleccién PBE asociadas a sorgo dulce que presentaron resistencia a los distintos antibiéticos

ensayados en su maxima (25y 100pg/ml)

Los resultados mostraron un alto nimero de aislamientos con resistencias intrinsecas a los antibiéticos
ensayados. Sorprendentemente ningldn aislamiento fue sensible a todos los antibidticos; un dnico

aislamiento fue resistente a neomicinay sensible al resto de los antibidticos en las concentraciones maximas
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ensayadas. Asimismo se observé multirresistencia a diversos antibidticos; la maxima multirresistencia
obtenida fue a 8 antibidticos distintos (59 aislamientos), seguido en nimero por resistencia a 7antibioticos

distintos (44 aislamientos) (Figura 7).
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23%

Figura 7: Porcentaje de aislamientos con una o mas resistencia a los9 antibidticos ensayados en su maxima concentracion.

3.2.2.1 Estudio de la diversidad genémica entre los aislamientos PEB mediante la técnica
de ERIC-PCR

Con el fin de estudiar la similitud entre los aislamientos pertenecientes a la coleccién, las imagenes de los
geles en los cuales se analizaron los amplicones obtenidos a partir de la técnica ERIC-PCR, fueron analizados
con el programa GelComparll6.5 (Applied Maths NV). La similitud entre los aislamientos se expresé a través
del coeficiente de Dice (125) y el anélisis de agrupamiento se realizé mediante el método de UPGMA (126)

con una similitud de 80% (Figura 8).

uYsBos
uYSBa6
uYsSBO9
UYSB15
UYSB16
uUYSB20
uYsB23
uYsBo7
uYsB12
uYSBOS

uUYSBO6
uYsB31
uYsBo2
uUYSB19
UYSB44
uysBaz
uYsB32
uUYSB40
uUYSB34
UYSB3s
uYsSB17
uYsSB38
uUYsB20
uYsSB25
uUYSB33
uYsB13
uYsB14
UYSBO1
uYSB39
uysB27
uYsB28
uYsB29
uYSB4a7
uYsB43
uUYSB4s
uYsBas
uUYSBO4
uysB18
uUYSB03
uysB24
uUYSB26
uYSB36
uYsBa7
uYSB4a1
uYsSB10

Figura 8: Dendrograma obtenido a partir del analisis de imagen de los geles obtenidos a partir de la reaccion de ERIC-PCR. Las imagenes
obtenidas, se analizaron mediante la correlacién de Dice y el método UPGMA. Los cddigos de colores representan los distintos Filos
obtenidos por identificacion del gen ADNr 16S. En amarillo, Actinobacteria; en violeta Bacteroidetes; en rosado Proteobacteria 'y por

Gltimo en verde Firmicutes.
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En la figura 8, se observa el dendograma obtenido a partir del analisis de los aislamientos descriptos en la
tabla 4. Si se toma en cuenta una similitud de 80% entre los aislamientos, los resultados muestran la
formacién de 6 grupos. Con ese porcentaje de similitud, se observa que los grupos formados no siguen un

patrén de agrupamiento ni por Filos bacterianos ni por género.

3.2.3 Identificaciéon de PEB nativos seleccionados de la coleccién

Un grupo de aislamientos de la coleccién fueron seleccionados segln sus caracteristicas PCV y PMI, con el
fin de determinar su identidad. Para ello, 45 aislamientos fueron sujeto a amplificacién mediante PCR del
gen ADNr 16S y los amplicones obtenidos fueron secuenciados. Las secuencias fueron editadas con el
programa DNA Baser Sequence Assemmbler v3.x siendo las misas de 1400 pares de bases, comparadas con
la base de datos del NCBI mediante el algoritmo BLAST. Los resultados mostraron la presencia de 14 géneros

pertenecientes a 4 Filo distintos dentro del Dominio Bacteria en la coleccién (Tabla 5y 6).

Tabla 4: Porcentaje de Filos obtenidos a partir de los aislamientos PEB seleccionados, mediante secuenciacién del gen ADNr 168.

Filo Porcentaje
Bacteroidetes 2,2%
Actinobacteria 2.2%

Firmicutes 30,4%

Proteobacteria 65,2%

Asimismo, los aislamientos seleccionados y su identificacion se muestran en la tabla 5.
Tabla 5: Similitud de la secuencia nucloetidica de 1400 pares de bases del gen ADNr 165 en comparacién con el mejor candidato de la

base de datos NCBI, de los PEB nativos asociados a la variedad comercial M81E de sorgo dulce.

Numero de acceso en

e- Identidad
Aislamiento la base de datos del Mejor hit Cobertura .
NCEI value maxima
UYSBO1 NR_043152.1 Ralstonia pickettii ATCC 27511 100% 0.0 99%
UYSB02 NR_043152.1 Ralstonia pickettii ATCC 27511 99% 0.0 99%
UYSBO3 NR_036904.1 Staphylococcus epidermidis 100% 0.0 99%
uUYSB04 NR_074290.1 Bacillus megaterium QM B1551 99% 0.0 98%
UYSBO5 NR_028912.1 Enterobacter cloacae 279-56 100% 0.0 98%
UYSBO06 NR_024695.1 Bacillus niacin IFO15566 99% 0.0 99%
UYSBO07 NR_043774.1 Bacillus acidiceler CBD 119 99% 0.0 99%
uUYSBO08 NR_026451.1 KocuriapalustrisTAGA27 100% 0.0 100%
UYSBO09 NR_025686.1 Achromobacterspanius LMG 5911 100% 0.0 98%
uyYsSB11 NR_074266.1 Agrobacterium fabrum C58 100% 0.0 99%
UYSB12 NR_074266.1 Agrobacterium fabrum C58 100% 0.0 99%
uUYSB13 NR_041396.1 Rhizobium radiobacter |AM 12048 100% 0.0 99%
uUYSsB14 NR_043152.1 Ralstonia pickettii ATCC 27511 99% 0.0 99%
uUYSB15 NR_043242.1 Bacillus pumilus ATCC 7061 100% 0.0 99%
UYSB17 NR_041396.1 Rhizobium radiobacter IAM 12048 100% 0.0 98%
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Numero de acceso en
e- Identidad
Aislamiento la base de datos del Mejor hit Cobertura ..
NCBI value maxima

UYSB18 NR_043401.1 Bacillus megateriumAM 13418 100% 0 99%
uYsB19 NR_040853.1 Paenibacillus pabuliHSCC 492T 99% 0.0 99%
UYSB20 NR_029002.1 Bacillus drentensis IDA1967 100% 0.0 99%
UYSB21 NR_043883.1 PantoeadispersaLMG2603 100% 0.0 99%
uyYsB22 NR_028912.1 Enterobacter cloacae 279-56 100% 0.0 98%
uUYSB23 NR_041396.1 Rhizobium radiobacter 1AM 12048 100% 0.0 99%
UYSB25 NR_042687.1 Rhizobium alamiiGBV016 99% 0.0 99%
UYSB26 NR_074290.1 Bacillus megateriumQM B1551 100% 0.0 99%
uUYsB27 NR_024759.1 Paenibacillus glycanilyticus DS-1 99% 0.0 99%
uyYsB28 NR_037005.1 Brevibacillus laterosporus IAM 12465 100% 0.0 99%
uUYSB29 NR_037005.1 Brevibacillus laterosporus IAM 12465 100% 0.0 99%
UYSB30 NR_102856.1 Acidovorax avenae ATCC 19860 100% 0.0 99%
uUYSB32 NR_041577.1 Stenotrophomonas maltophilia |AM 12423 100% 0.0 99%
UYSB33 NR_041577.1 Stenotrophomonas maltophilia|AM 12423 100% 0.0 99%
UYSB34 NR_028912.1 Enterobacter cloacae 279-56 99% 0.0 98%
UYSB35 NR_028656.1 Herbaspirillum huttiense 7-2 100% 0.0 99%
UYSB36 NR_037005.1 Brevibacillus laterosporus 1AM 12465 100% 0.0 99%
UYSB37 NR_074596.1 Pseudomonas putidaKT2440 100% 0.0 99%
UYSB38 NR_103927.1 Pantoea ananatis LMG 20103 100% 0.0 99%
UYSB39 NR_103927.1 Pantoea ananatis LMG 20103 99% 0.0 95%
UYSB40 NR_041577.1 Stenotrophomonas maltophilia |AM 12423 99% 0.0 99%
UYSB41 NR_026208.1 Acinetobacter junii DSM 6964 100% 0.0 99%
uUYSB42 NR_102814.1 Acinetobacter oleivorans DR1 100% 0.0 99%
UYSB43 NR_043883.1 Pantoea dispersaLMG2603 98% 0.0 98%
UYSB45 NR_043883.1 Pantoea dispersa LMG2603 96% 0.0 99%
UYSB46 NR_036872.1 Chryseobacterium formosense CC-H3-2 100% 0.0 98%
UYSB47 NR_043883.1 Pantoea dispersa LMG2603 100% 0.0 92%
UYSB48 NR_102509.1 Serratia marcescensWW4 100% 0.0 99%

Todos los géneros bacterianos presentados en la tabla 5, que pertenecen a los PEB nativos, estan
relacionados a diferentes géneros bacterianos previamente descriptos como asociados a plantas.

Los géneros identificados pertenecen a la «clase Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gamaproteobacteria; asi como a los filos, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes (Chryseobacterium).
Como muestra la tabla 5, las Alfaproteobacteria se encontraron representadas por los géneros
Agrobacterium (UYSB11, UYSB12, UYSB13, UYSB17 y UYSB23) y Rhizobium (UYSB25). Mientras que las
Betaproteobacteria estuvieron representadas por los géneros Acidovorax (UYSB30), Achromobacter,
(UYSB09), Herbaspirillum (UYSB35) y Ralstonia (UYSBO1, UYSB02 y UYSB14). Por su parte las
Gamaproteobacteria  estuvieron bien representadas en la coleccion identificdndose los géneros

Acinetobacter (UYSB41 y UYSB42), Enterobacter (UYSBO5, UYSB22 y UYSB34), Pantoea (UYSB21, UYSBA43,
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UYSB38, UYSB39, UYSB45 y UYSB47), Pseudomonas (UYSB37), Stenotrophomonas (UYSB32, UYSB33,
UYSB40) y Serratia (UYSB48).

El Filo Firmicutes también tuvo un nimero alto de representantes incluyendo los géneros Brevibacillus
(UYSB28, UYSB29 y UYSB36), Bacillus (UYSB04, UYSB06, UYSB0O7, UYSB15, UYSB18, UYSB20 y UYSB26),
Paenibacillus (UYSB19, UYSB27) y el género Staphylococcus (UYSBO03).

Por dltimo los filos Actinobacteria y Bacteroidetes estuvieron representados por un Unico aislamiento cada
uno perteneciente a los géneros Kocuriay Chryseobacterium (UYSB08 y UYSB46 respectivamente).

Para inferir las relaciones filogenéticas entre las cepas estudiadas y entre las cepas de referencias, se
construyé un arbol filogenético en base a la secuencia del gen ADNr 16S. Para ello, las secuencias se
alinearon utilizando la base de datos de SILVA (121) y el posterior arbol se construy6 con el programa ARB
(122).

Junto al filo Firmicutes, la clase Gammaproteobacteria fueron los 2 grupos que presentaron mas
representantes (Figura 9). Como se observa, las Gamaproteobacteria se dividieron en 2 grandes grupos, por
un lado el representado por los géneros Enterobacter, Pantoeay Serratiay por el otro el representado por
los géneros Acinetobactery Pseudomonas. Asimismo, el grupo de las Pantoea se dividié en 2 ramas, por un
lado se agruparon, los aislamientos UYSB39, UYSB43 y UYSB45. Los dos primeros no se agruparon con
ninguna cepa de referencia, mientras que el aislamiento UYSB45 se relacioné con la cepa de referencia P.
dispersa’. En la otra rama del grupo de las Pantoeas, el aislamiento UYSB38 se agrup6 con las cepas de
referencia P. stewartii’y P. ananatis'. En el caso de los aislamientos pertenecientes al género Enterobacter,
los mismos Formaron un grupo robusto que incluye los aislamientos UYSBO05, UYSB22 y UYSB34 relacionados
con las cepas referencias E. oryzae' y E. radicincitans'. Mientras que compartiendo el mismo nodo, el
aislamiento UYSB48 se agrup6 con un boostrap de 100 con la cepa de referencia Serratiamarcescens’. El
grupo de Pseudomonas también estuvo representado en la coleccién por el aislamiento UYSB37, el cual se
agrup6 con las cepas referencia P.fulva' y P. putida’. Asimismo, el grupo de los Acinetobacter estuvo
representado por el aislamiento UYSB41, agrupdndose con la cepa referencia A. parvus' y UYSB42 con A
pittl'y A. calcoaceticus™. Por Gltimo, los aislamientos pertenecientes al género Stenotrophomonas UYSB32 y
UYSB33, se agruparon en un nodo separado de los grupos antes mencionados pero relacionados con la cepa
de referencia S. maltophilia’. Por su parte, la clase Alfaproteobacteria (Figura 9) estuvo representada por los
aislamientos UYSB11, UYSB12, UYSB13 y UYSB25, los cuales pertenecieron al género Rhizobium (Tabla 5).
Estos se dividieron en 2 ramas, en una de ellas el aislamiento UYSB13 se agrupé junto a la cepa referencia
R.radiobacter’, mientras que los aislamientos que compartieron el mismo nodo, UYSB11 y UYSB12,se
agruparon con la cepa referencia R. pusense'. En la otra rama de los rizobios, el aislamiento UYSB25 se
agrupé con la cepa de referencia R. mesosinicum’. El grupo de las Betaproteobacteria, formé 3 ramas, las
cuales definieron a los grupos de los géneros, Ralstonia, Herbaspirillumy Achromobacter. En una de las ramas
se ubicé el aislamiento UYSBO09, perteneciente a el género Achromobacter, el cual no se agrup6 con ninguna
de las cepas referencia, pero si en el mismo nodo que las cepas de referencia A. xylosoxidans' y
A.marplatensis'. En la otra rama, se ubicaron los aislamientos UYSB01y UYSBO2 los cuales se agruparon con
las cepas de referencia R. pickettii" (Figura 9). Por Gltimo, en la tercer rama se ubicé el aislamiento UYSB35,

el cual comparte nodo con las cepas referencias H. seropedicae’ y H. frisingensi'.
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Figura 9: Filogenia construida a partir de la secuencia del gen ADNr 765 de los aislamientos seleccionados. El arbol filogenético muestra
a las asociaciones de 34 de los aislamientos obtenidos de sorgo dulce. Las secuencias se alinearon utilizando la base de datos de SILVA
(121)y el arbol se construyé con el programa ARB(122) vy el algoritmo NeighbourJoining. Se utilizé un boostrap de 1000 réplicas. La
escala representa el nimero de sustituciones de nucleétidos por base y como grupo referencia externo se utiliz6 Thermaero

bacterlitoralis.
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Como se menciond, se obtuvieron un gran nimero de secuencias pertenecientes al Filo Firmicutes en la
coleccién de PEB asociados a sorgo dulce (Figura 9). Dentro de este filo, el arbol filogenético formé 2grandes
ramas, las cuales se subdividen a su vez enla s4 ramas que representaron a los géneros Bacillus,
Staphylococcus, Brevibacillus 'y Paenibacillus. El género Bacillus estuvo representado por los
aislamientosUYSBO06, UYSBO7, UYSB15, UYSB18, UYSB20 y UYSB26. El aislamiento UYSB26 se agrupd junto
con la cepa de referencia B. megaterium', mientras que la cepa UYSB18, quien compartié el mismo nodo, se
agrupd aparte y sin ninguna cepa de referencia. Por su parte el aislamiento, UYSB20 se agrupé junto con la
cepa de referencia B. niacin', mientras que el aislamiento UYSBO06, el cual comparti6 el mismo nodo que la
cepa mencionada, se agrupé sola sin ninguna cepa de referencia. Asimismo el aislamiento UYSBO7 se agrupé
en otra rama diferente, con la cepa de referencia B.acidiceler’; mientras que el aislamiento UYSB15 lo hizo
en otra rama pero con la cepa de referencia B.pumilus’. Por otro lado, el Unico representante
delgéneroStaphylococcus, el aislamiento UYSBO3, se agrup6 con la cepa referencia S. epidermidis’. Los
aislamientos UYSB29 y UYSB36 pertenecientes al género Brevibacillus (Tabla 6), se agruparon junto a
B.laterosporus’. Por ultimo y en grupo distinto, el género Paenibacillus se dividié en 2 ramas, por un lado se
agrup6 el aislamiento UYSB19 junto a las cepas de referencia P. pabuli"y a P. taichungensis’y por otro
UYSB27 junto a la cepa P. glycanilyticus’. En el caso del Unico aislamiento perteneciente al Filo
Actinobacteria, UYSB0S, el mismo se agrupé junto a la cepa K. palustris™; asi como el Gnico aislamiento

perteneciente al Filo Bacteroidetes UYSB46, lo hizo junto a la cepa referencia C. formosense' (Figura 9).

3.2 Promocién del crecimiento vegetal en condiciones gnotobiédticas y de
inverndculo por parte de PEB seleccionadas
Con el fin de evaluar la respuesta de las plantas de sorgo a la inoculaciéon con distintos aislamientos

bacterianos, seleccionados segln sus géneros y caracteristicas PCV in vitro, se realizaron 3 ensayos

diferentes. Los aislamientos utilizados como inoculantes y sus caracteristicas se muestran en la tabla 6.

Tabla 6: Cepas utilizadas como inoculantes en los ensayos de promocion del crecimiento vegetal de plantas de sorgo dulce (variedad

MS81E) con sus caracteristicas PCV y PMI correspondientes asi como los géneros bacterianos a los que pertenecen.

Cepas nifH Sider6foros Fosfato Hemicelulasas Celulasas Proteasas AIA Biopelicula Genero
UYSB12 + - - - + - ++ Rhizobium
UYSB13 + - + - + Rhizobium
UYSB18 - - + - + - Bacillus
UYSB21 + + - + Pantoea
UYSB28 + - - + + - - Brevibacillus
UYSB30 + - - Acidovorax
UYSB32 + + + - + - + Stenotrophomonas
UYSB34 + - - + Enterobacter
uUYSB35 - + + - - - + Herbaspirillum
uUYsB39 - - - + Pantoea
UYSB41 - - - + + + - Acinetobacter
uUYSB45 + + + - + + Pantoea
UYSB46 - + + - = + + Chryseobacterium
UYSB48 + - ND ND ND + ND ND Serratia

Sp7 + ND ND ND ND ND + ND Azospirillum brasilense
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En la figura 10 se muestran los tres ensayos de promocién del crecimiento vegetal realizados con sus

tiempos de cosecha correspondientes, momento en el cual se midieron los parametros a estudiar en cada

caso.
A a2 B . C . )
Ensayo gnotobiético (1) Ensayo gnotobiético (2) Ensayo invernaculo (3)
60 dias ler etapa 2da etapa 90 dias
15 dias 60 dias

Figura 10: Vista de los distintos ensayos en los que se determinaron la PCV en plantas de sorgo dulce inoculadas con los aislamientos

de interés.

En una primerainstancia, al realizar los analisis estadisticos se compararon los resultados de los aislamientos
ensayados en relacién al control negativo (Tabla 7). Los resultados de las medidas biométricas evaluadas
(altura y didmetro del tallo, peso seco aéreo y radicular), mostraron que en los 2 primeros ensayos no se
observaron diferencias significativas al compararse los tratamientos con el control negativo. Sin embargo
se observé una tendencia en algunos de los aislamientos los cuales fueron seleccionados para su evaluacion
en el ensayo de invernaculo utilizando suelo-arena como soporte (Tabla 6). Por otra parte, en este Gltimo
ensayo (3), si se observaron diferencias significativas, para algunos de los tratamientos en los pardmetros

antes mencionados (Tabla 7).

Tabla 7: Efecto de la inoculacién de PEB nativos en plantas de sorgo dulce de la variedad M81E

Altura Tallo DiametroTallo Pesoseco (g planta™)

Aislamiento

(cm) (mm) Raiz Tallo

Control Negativo? 13,50 a 4,84 a 0,74 a 0,86 a
Rhizobium sp. UYSB12 14,44 ab 490 a 1,05 ¢ 0,95 abc
Rhizobium sp. UYSB13 16,00 b 4,44 a 1,09 c 1,07 cd
Enterobactersp. UYSB34 14,95 ab 4,73 a 0,93 abc 1,02 bed

Pantoea sp. UYSB45 16,25 b 4,79 a 1,01 bc 1,15d
Azospirillum brasilense Sp7 14,30 ab 4,90 a 0,77 ab 0,94 ab

3El control negativo: plantas sin inoculacién ni fertilizaciéon nitrogenada. Medias entre 2
tratamientos que poseen la misma letra no son significativamente diferentes (test de LSD
0.10)

Como se observa en la tabla 7, ningln tratamiento presenté diferencia significativa en sus valores cuando
se compard el diametro del tallo de las plantas inoculadas con el control negativo.

Sin embargo, cuando se estudiaron las variables altura del tallo y ambos pesos secos, los aislamientos
Rhizobium sp. UYSB13 y Pantoea sp. UYSB45 mostraron diferencias significativas en relacién al control
negativo. Asimismo, los aislamientos Rhizobium sp. UYSB12 y Enterobacter sp. UYSB34 también mostraron
diferencias significativas en los pesos secos de raiz y tallo respectivamente. Sin embargo, la cepa referencia

A. brasilense Sp7, no mostro diferencia significativa en ninguno de los pardmetros estudiados.
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4. Discusion

4.1 Probables enddfitos bacterianos nativos asociadas a la variedad M81E de sorgo

dulce

4.1.1 Construcciéon de una coleccién de PBE asociadas a sorgo dulce

Las plantas constituyen un nicho vasto y diverso para las bacterias endéfitas. Estas han sido aisladas a partir
de una gran diversidad de plantas en bajo ndmero (en relacién a las bacterias del suelo), posiblemente
debido a que las condiciones dentro del interior de las mismas son dificiles de imitar y de ahi su dificultad en
el aislamiento (14).El aislamiento de bacterias end6fitas asociadas a plantas, es de gran interés debido a que
las mismas presentan un gran potencial biotecnolégico ya que se pueden emplear como inoculantes para la
promocion del crecimiento vegetal y control biolégico; siendo también fuente novedosa de metabolitos
secundarios (127, 128).

Teniendo en cuenta esto, en el presente trabajo se construyé una coleccion de probables endéfitos
bacterianos a partir de raices y tallos esterilizados en la superficie de plantas sorgo dulce de la variedad
comercial M81E, cultivada en Uruguay. Con el fin de obtener el mayor rango posible de bacterias asociadas
a sorgo dulce, se realizaron aislamientos a partir de plantas trampa (con suelo proveniente de la zona de
cultivo), asi como a partir de material vegetal directamente de campo. Se eligieron ambos 6rganos para el
aislamiento de bacterias posibles endéfitas, dado que la raiz es la mayor fuente de entrada de las bacterias
enddfitas y algunas son capaces de seguir su camino mediante los vasos de xilema y colonizar el tallo. Al
aislar de ambos érganos, se amplia el rango de aislamientos a aquellos endéfitos “oportunistas” que
ingresan por las roturas de la raizy también a aquellos que son capaces de adaptarse a las condiciones de la
plantay colonizar el tallo.

A partir de estas aproximaciones, se generé una coleccién de 188 aislamientos morfolégicamente diferentes
empleando medios ricos no definidos, los cuales favorecen el crecimiento rapido de bacterias heterétrofas,
asi como medios de cultivos minimos definidos. Al igual que lo reportado en trabajos previos (129), los
resultados obtenidos mostraron que el 6rgano a partir del cual se obtuvo un mayor nimero de aislamientos
fue en la raiz (107 aislamientos), en comparacién con el tallo (79 aislamientos). Este factor, se puede explicar
porque las raices son la principal via de entrada de las bacterias a la planta y dependiendo de la interaccién
planta-bacteria, solo algunos grupos bacterianos son capaces de adentrase en la planta (Seccién 1.3.1).
Como era de esperarse, se obtuvo un 54% mas de aislamientos cuando se emplearon medios ricos de cultivo
no definidos (144 aislamientos), que cuando se empleé un medio de cultivo minimo (44 aislamientos)
(Seccién 3.1.1). Esta tendencia también se observé en los trabajos donde aislaron donde aislaron endéfitos
asociados a arveja (130), mientras que en el caso de maiz dulce y algodén (131) los resultados fueron
opuestos.

A modo de resumen, en este trabajo donde se obtuvo un mayor nimero de aislamientos fue en el 6rgano

raizy en el medio de cultivo rico no definido.
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4.1.2 Caracterizacién de la coleccion de PBE asociadas a sorgo dulce.

4.1.2.1 Busqueda de aislamientos con caracteristicas PCVy con PMI|
La totalidad de la coleccidon fue caracterizada in vitro buscando caracteristicas probablemente involucradas
en la PCV asi como enzimas relacionadas con los PMI.
De los 188 aislamientos PBE obtenidos, 35% presentaron al menos 1 caracteristica PCV mientras que el 44%
al menos 1 posible mecanismo de infeccién. Dentro de los que presentaron caracteristicas PCV, los
aislamientos productores de AIA representaron el 69% del total de los aislamientos obtenidos en la
coleccién de PBE. Mientras que los posibles diazétrofos representaron un 38% de los aislamientos obtenidos
en la coleccién de PBE, y de estos el 65% fué capaz de crecer en medio semisélido sin N. Previamente nuestro
grupo de trabajo realiz6 una coleccién de endéfitos-diazétrofos asociados a cafa de azlcar. En dicha
coleccién los diazétrofos obtenidos representaron el 17%del total de los aislamientos mientras que en el
presente trabajo son el 38% (78). La diferencia podria radicar en los medios de cultivos empleados para la
obtencion de ambas colecciones, dado que en la primera los medios de cultivos utilizados fueron semi-
selectivos y no tenian como objetivo obtener la totalidad de los heterétrofos como lo fue en el presente
trabajo.
Segun lo expresado en el parrafo anterior, las caracteristicas PCV mas frecuentemente encontradas en la
coleccién fueron la capacidad de producir la fitohormona AlA, asi como la capacidad de fijar biolégicamente
el N2 atmosférico, al igual que lo reportado para colecciones similares en los cultivos de interés agronémico
como mijo, sorgo dulce, cana de azlcary maiz (71, 78, 132). Asimismo los efecto benéficos en la promocién
del crecimiento vegetal, de ambas caracteristicas PCV, han sido ampliamente reportados (75, 133).

Por otra parte, cuando se buscaron aislamientos con resistencias intrinsecas a diferentes antibiéticos en la
coleccidn, los resultados obtenidos mostraron que sorprendentemente todos los aislamientos presentaron
al menos resistencia a un antibidtico ensayado en su maxima concentracion. Estos resultados son diferentes
a los obtenidos en los trabajos reportados por otros investigadores donde al menos 20% de los aislamientos
asociados a sorgo y maiz fueron sensibles a algln tipo de antibiético ensayado (71, 84). Este resultado refleja
los diferentes microbiomas asociados a las diferentes plantas, los cuales estan fuertemente influenciados

por las variedades asi como por el tipo de suelo.

4.1.3 Identificacién de PBE asociadas a sorgo dulce.

Diferentes Filos bacterianos fueron identificados en la coleccién de PBE asociados a plantas de sorgo dulce
incluyendo Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. De la totalidad de aislamientos
identificados en la coleccion, las bacterias Gram negativas fueron aisladas en mayor nimero (67%). Trabajos
similares en los cuales se aislaron bacterias endéfitas asociadas a sorgo dulce mostraron resultados diversos,
reportandose tanto unigual nimero de aislamientos Gram negativos y positivos, asi como un mayor nimero
de aislamientos Gram negativos (71, 84)

Los dos Filos que presentaron mayor nimero de aislamientos fueron, Proteobacteria y Firmicutes. Dentro
de las Proteobacteria, la clase con mayor representacion fue el de las Gamaproteobacteria, al igual que lo

observado para una colecciéon de PEB asociados a variedades de cafna de azlcar (78). Por otro lado, dentro
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del Filo Firmicutes, el género Bacillus fue el mas representado en la coleccién, al igual que lo reportado en
trabajos donde aislaron endéfitos de varios cultivos de interés agronémico (84, 134).

En relacién a los géneros bacterianos asociados a sorgo dulce identificados en la coleccién, los mismos
incluyen al género Rhizobium (Alfaproteobacteria), los géneros Achromobacter, Herbaspirillum y Ralstonia
(Betaporteobacteria) y los géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Pantoea, Enterobactery Stenotrophomonas
(Gamaproteobacteria), siendo el grupo con mayor nimero de aislamientos. Asimismo y siguiendo con las
bacterias Gram negativas, un Gnicoaislamiento perteneciente al filo Bacteroidetes, fue identificado el cual
estuvo relacionado con el género Chryseobacterium. Por otra parte, dentro de las bacterias Gram positivas,
también se obtuvo un Unico aislamiento perteneciente al Filo Actinobacteria, el cual estuvo relacionado al
género Kocuria, asi como 13 aislamientos pertenecientes al Filo Firmicutes. Dentro de este Gltimo Filo, los
géneros identificados fueron Brevibacillus, Paenibacillus, Staphylococcus y Bacillus.

Estos resultados fueron diferentes a los obtenidos para una coleccién de posibles endéfitos asociados a
cafna de azlcar, generada en nuestro laboratorio, donde la diversidad de géneros bacterianos fue menory
mayoritariamente pertenecientes a las Gamaproteobacteria.

La mayoria de los géneros bacterianos encontrados en este trabajo han sido previamente asociados a
cultivos de importancia agronémica, incluyendo al sorgo dulce (14, 43). Es interesante resaltar que aunque
se partio6 de plantas saludables, se identificaron géneros bacterianos descriptos como patégenos vegetales
tales como Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens) causante de las agallas en tallos asi como
patégenos potenciales de humanos como Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas putida,
Staphylococcus epidermis y Ralstonia spp. Sin embargo estos géneros han sido también, previamente
descriptos como asociados a diferentes plantas de interés agronémico (14, 43, 135).

Como previamente se destacd, la clase mds abundante y diversa dentro de las bacterias Gram negativas fue
el de las Gamaproteobacteria. Dentro de esta clase, aislamientos pertenecientes a los géneros Enterobacter,
Pantoea, Pseudomonas, Acinetobactery Stenotrophomonas han sido reportados como asociados o endéfitos
de diferentes cultivos de Poaceas (14, 43, 136). Especificamente, aislamientos pertenecientes a los géneros
Enterobactery Pseudomonas se han reportado asociados a sorgo dulce en regiones de Nebraska en Estados
Unidos (84), pero no se han descripto aislamientos pertenecientes a estos géneros clase asociados a sorgo
dulce en laregién de Kavango en Namibia nitampoco en el trabajo de Zinniely colaboradores donde también
estudiaron los endéfitos de sorgo dulce (71, 84).

Segun la bibliografia consultada, este es el primer trabajo en el cual se reportan aislamientos pertenecientes
a los géneros Pantoea, Acinetobactery Stenotrophomonas asociados a plantas de sorgo dulce. Por su parte,
las Betaproteobacteria estuvieron representadas en la coleccién por los géneros Ralstonia, Achromobacter
y Herbaspirillum. El género Ralstonia ha sido previamente descripto como asociado a raices de sorgo dulce
asi como endéfitos de plantas de soja (71, 137). En el caso del género Achromobacter, existen reportes de
representantes de este género como asociados a plantas de Citrussp., girasol (Helianthus annuus), cafia de
azlcar asi como asociados a la rizésfera de canola (Brassica napus) (78, 138, 139). Asimismo el género
Herbaspirillum, ha sido aislado y reportado como asociado a distintos tipodecultivos, tales como el de arroz
(Oryza sativa) y el de la cafa de azlcar; asi como endéfito de plantas de sorgo dulce (14, 140, 141). Por otro
lado, no se han encontrado en la bibliografia consultada reportes de aislamientos asociados a sorgo dulce

pertenecientes al género Achromobacter.
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El género Rhizobium fue el Unico representante de la clase de las Alfaproteobacteria. Dentro de este género,
los aislamientos se agrupan en el arbol filogenético basado en el gen de la subunidad ADNr 76Sen 2 grupos,
uno relacionado al fitopatogeno R. radiobactery a la cepa de referencia no nodulante R. pusense; mientras
que el otro grupo se asocia a especies de rizobios noduladores o previamente descriptos como asociados a
plantas tales como R. mesosinicum, R.alamii y R. sullae. Especies pertenecientes a este género han sido
previamente asilados como asociados o endéfitos de distintos cultivos (14, 43, 78, 136), pero no asociados a
sorgo dulce.

En referencia a los Bacteroidetes, los resultados mostraron la obtencién de un Gnico aislamiento
pertenciente al género Chryseobacterium. Aislamientos pertenecientes a este género han sido previamente
reportados como endéfitos de diversas plantas incluyendo al pepino (Cucumis sativus), la papa (Solanum
tuberosum), la canola y el tomate (Solanum lycopersicum)(43), pero no como asociados a plantas de sorgo
dulce.

En relaciéon a los aislamientos bacterianos identificados como Gram positivos, los mismos se relacionaron
con el Filo Actinobacteria (Kocuria spp.) asi como con el Filo Firmicutes (Paenibacillus, Brevibaccillus,
Staphylococcusy Bacillus spp.). El genero Bacillus, ha sido ampliamente reportado como endéfito o asociado
a diversos cultivos(14, 43). Aislamientos pertenecientes a este género se han aislado de la rizésfera de sorgo
dulce y descripto como agentes biocontroladores pero no como endéfitos o bacterias PCV en este cultivo
(85, 86). En relacion a los aislamientos identificados como relacionados al género Paenibacillus spp., diversos
trabajos los han reportado como endéfitos de pepino, boniato (/[pomoea batatas), granos de café y sorgo
dulce (14, 43, 71, 142); asi como asociados a la rizosfera de sorgo dulce (143). Por otra parte y en referencia
al género Staphylococcus, trabajos previos han reportado aislamientos de éste género asociados a diferentes
cultivos incluyendo la zanahoria (Daucuscarota), la cana de azlcar, el Alyssum bertolonii, asi como a granos
de café del sur de Brasil (142, 144-146). Asimismo, se han aislados endéfitos pertenecientes al género
Brevibacillus como asociados a plantas de maiz (Zea mays), algodén (Populus deltoides) y de campanilla china
(Platycodon grandiflorum)(71, 147, 148). Sin embargo, no se han encontrado reportes de este género
asociado a plantas sorgo dulce.

Por Gltimo, y en referencia al Filo Actinobacteria, el mismo estuvo representado por el género Kocuria.
Aislamientos pertenecientes a este género han sido aislados de plantas de claveles (Tagetes spp.) y
reportados como agentes biocontroladores de los mismos (149). Segun la bibliografia consultada, este es el
primer reporte de aislamientos posibles endéfitos pertenecientes a este género asociados a plantas de
sorgo dulce.

En resumen, este trabajo revela algunos aislamientos novedosos asociados a plantas de sorgo dulce con
caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal, los cuales los convierte en excelentes candidatos para

un posible desarrollo de un bioinoculante para este cultivo.
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4.2Promocion del crecimiento vegetal de la variedad M81E de sorgo dulce, por
posibles bacterias endodfitas

Con la finalidad de estudiar el efecto de la inoculacién de los PEB nativos sobre plantas de la variedad de
sorgo dulce M81E, se realizaron ensayos de promocién del crecimiento vegetal en condiciones gnotobidticas
asi como de invernaculo. Para esto diferentes aislamientos, fueron seleccionadas de acuerdo a sus
caracteristicas PCV determinadas in vitro, asi como por su relacién filogenética, determinada por la
secuenciacion del gen ADNr 168S.

En estos ensayos se utilizaron diferentes sustratos de crecimiento (arena:vermiculita y suelo:arena) asi
como diferentes condiciones (gnotobidticas e invernaculo).

En los ensayos (1) y (2) (Seccién 2.5 de Materiales y métodos), se evalué la PCV utilizando como sustrato
arena-vermiculita (2:1), en condiciones de cuarto de plantas (15 dias) y luego en invernaculo (60 dias). Los
resultados no mostraron diferencias significativas con el control negativo (sin Fertilizacién ni inoculacién
bacteriana). Esto puede deberse a las condiciones de crecimiento de las plantas asi como a la metodologia
utilizada para la inoculacién de las semillas. Con respecto a las condiciones ensayadas, muchos de los
aislamientos estudiados presentaron in vitro, la capacidad de solubilizar fosfato asi como de producir
sider6foros. Sin embargo en el medio Jensen empleado para crecer las plantas en los ensayos de promocioén,
éstos elementos estan disponibles por lo que su probable efecto promotor no se podria evaluar en estas
condiciones. En cuanto a la inoculacién de las plantas ensayadas, la misma fue realizada en la semilla, pre-
germinado en placas de agar-agua y sembradas. Para evaluar si el método de inoculacién fue efectivoy si el
mismo tiene algin efecto sobre la PCV, deberian ensayarse distintas metodologias de inoculacién y
compararlas entre si.

Sin embargo, en estos ensayos se observé una tendencia de PCV por algunas de las cepas ensayadas, lo que
permitié la seleccion de las mismas para su evaluaciéon como inoculante en ensayos de invernaculo.

En condiciones de invernaculo, con sustrato suelo:arena, los resultados mostraron que los aislamientos
Rhizobium sp. UYSB13 y Pantoea sp. UYSB45 tuvieron un efecto PCV en las condiciones antes mencionadas
(Tabla 7). En este ensayo, la cepa Azospirillum brasilense Sp7 previamente descripta como PCV en plantas de
sorgo (150-152),fue empleada como cepa referencia, no observandose diferencias significativas con el
control negativo, en las condiciones ensayadas. Esto puede estar debido a la especificidad del genotipo de
la planta con las bacterias asociadas o a una mala competencia para la colonizacién de las raices, con la
microbiota nativa presente en el suelo (153).

Aislamientos pertenecientes al género Rhizobium, tales como R. leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum
y Sinorhizobium meliloti, han sido reportados como PCV en plantas no leguminosas como maiz, arroz y sorgo
dulce (154). Entre las caracteristicas PCV detectadas en estas cepas, la FBN asi como la produccion de
fitohormonas han sido propuestos como los mecanismos PCV responsables (154-156). En el caso del
aislamiento nativo Rhizobium sp. UYSB13, el mismo posee la capacidad in vitro de fijar biolégicamente el N2
atmosférico asi como la presencia de la enzima ACC desaminasa. Dichos mecanismos podrian estar
involucrados en los mecanismos PCV observados, sin embargo para afirmar esto se necesitan realizar
mutantes en los genes involucrados en dichos procesos y probar su fenotipo en planta. Lo interesante de
este aislamiento, es que filogenéticamente esta relacionado con cepas tipos relacionadas a fitopatégenos
y no a cepas asociadas que nodulan plantas (Figura 9).
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Por otra parte, aislamientos relacionados al género Pantoea han sido descriptos como PCV de diversos
cultivos tales como el maiz, el arroz, la cafna de azlcar, la canola, la lenteja (Lens culinaris) y la arveja (Pisum
sativa)(132, 157-159). En varios de estos casos, la producciéon de AIA ha sido también propuesta como el
mecanismo PCV involucrado (158). El aislamiento nativo Pantoeasp. UYSB45 se agrupa con la cepa referencia
Pantoea dispersa y los analisis de BLAST muestran un 98% de identidad con Pantoea dispersa LMG2603
(Figura 8 y Tabla 6). En un trabajo similar con un aislamiento de la zona sub-alpina del noroeste del Himalaya
Indio, la cepa P. dispersa 1A mostré efectos PCV en trigo en condiciones de invernaculo (160). Esta cepa
mostré varias caracteristicas PCV, entre ellas produccion de AIA. Dado que el aislamiento UYSB45 es
diazétrofo y productor de AIA, podemos manejar la posibilidad que algunos de estas caracteristicas pueden
ser las causantes del efecto PCV observado en las condiciones ensayadas.

En caso que se quiera determinar exactamente el mecanismo involucrado en la PCV por estos 2 aislamientos,
son necesarios estudios adicionales.

Segln nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en el que se describe un aislamiento PCV
perteneciente al género Pantoea en plantas de sorgo dulce.

Teniendo en cuenta lo antes expuesto, estos 2 aislamientos nativos PCV (Rhizobium sp. UYSB13 y Pantoea
sp. UYSB45), obtenidos de la variedad de sorgo dulce que se comercializa en Uruguay, presentan un gran
potencial para su uso como inoculantes; por lo que amerita la realizacién de su evaluacién como inoculante

en condiciones de campo.



Capitulo 2: Diversidad bacteriana endofitica y endofitica-diazotrofica
asociada a plantas sorgo dulce crecidas en condiciones de fertilizacion

quimica contrastantes

Objetivo general:

Determinar los efectos de la fertilizacién quimica en la estructura de la comunidad bacteriana endéfita y

endéfita-diazétrofa, asociada a la variedad M81E.

Objetivos particulares:
1- Determinar la diversidad bacteriana endofitica en condiciones contrastantes de fertilizacién quimica
2- Determinar la diversidad bacteriana endofitica-diazotréfica en condiciones contrastantes de fertilizacion

quimica

Estrategia:

En una primera instancia, se puso a punto la técnica de aislamiento de ADN bacteriano endofitico a partir de
raices y tallos de plantas de sorgo dulce, colectadas en Bella Unién (Departamento de Artigas), crecidas en
parcelas con fertilizacién quimica contrastantes (100 y 0 kg/ha). El ADN obtenido fue empleado como molde
para la amplificacion de los genes ADNr 16Sy nifH, con el fin de estudiar la diversidad endéfita total asi
como la diversidad endéfita-diazotréfica respectivamente, mediante la técnica de PCR-DGGE. Para esto se
realizaron PCR anidadas, con cebadores especificos para cada uno de los genes mencionados. Los perfiles
de los geles obtenidos fueron analizados mediante el software Gel Compar Il para determinar si existé algdn
efecto de la fertilizacién quimica nitrogenada sobre la poblacion bacteriana endéfita y endéfita-diazotrofa.
En la figura10, se muestra un esquema de la estrategia general utilizada en la determinacién de la diversidad

bacteriana y la diversidad bacteriana-diazétrofa mediante el empleo de la técnica de PCR-DGGE.
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Figura 11: Estrategia utilizada para el estudio de la diversidad bacteriana y bacteriana-diazétrofa mediante PCR-DGGE.
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2.0 Materiales y Métodos

2.7 Obtencion de ADN endofitico

Plantas de sorgo dulce crecidas en condiciones contrastantes de fertilizacién quimica (100 y 0 kg/ha), la cual
se utiliza un mezcla de fertilizante NPK y urea, fueron colectadas en Bella Unién (Artigas) (30°37'56.0"S
57°21'18.0"W). Las muestras vegetales fueron seccionadas en raiz, tallo superior e inferior. Se realizaron 3
réplicas por cada muestra, siendo cada replica 1 planta distinta. A partir de las mismas se extrajo el ADN
bacteriano endofitico para lo que se realizaron diferentes metodologias segun el 6rgano en estudio. Para el
caso de las raices, las mismas fueron primero lavadas con abundante agua de la canilla y agitadas con vortex
durante 1 min en tubos tipo Falcén estériles con H20 deisionizada estéril. Posteriormente la superficie del
material fue esterilizada, para esto se incub6 primero 10 min con EtOH 70% (v/v), posteriormente 30 min
con hipoclorito de sodio 4%, enjuagadndose en ambos casos con agua desionizada estéril. Con el fin de liberar
las bacterias adheridas a las raices, las muestras se trataron 15 min con sonicador y 1 min con vortex.
Posteriormente con un bisturi estéril, se descartaron los extremos del material y se cortaron en trozos
pequeios hasta obtener un material de partida de 1,5 gramos(161).

Para el estudio la poblacion endofitica de los tallos, los mismos fueron lavados con EtOH 70% (v/v), pelados
con bisturi estéril descartandose las capas mas externas y los extremos, el material obtenido se corté en
trozos pequenos hasta obtener un material de partida de 1,5 gramos.

En ambos caso la extraccion de ADN se realizé usando PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories,
Inc.) y se purificé mediante el Kit Wizard® DNA Clean-Up System (PROMEGA).

El tamano correcto del amplicon fue confirmado segin la metodologia explicada en el Capitulo 1, punto 2.5.
La cuantificacion de ADN se obtuvo mediante la medicién con espectrofotémetro Thermo Scientific
NanoDrop™1000. El ADN obtenido fué utilizado como molde para cada reaccion de PCR a una

concentracién de 16 ng/ul.

2.8 Amplificacion de genes de interés mediante PCR anidada

Dado que se trabajé con ADNde bacterias endéfitasy el nimero de endéfitos o endéfitos-diazétrofos en
relacion al ADN de la comunidad total bacteriana asi como al ADN de planta es significativamente menor, en
todos los casos se realizaron PCR anidadas.

Esta técnica es una modificacién de la técnica de PCR convencional que busca reducir la unién no especifica
enproductos de PCR. Para ello, se realizan dos rondas de amplificacién con distintos pares de cebadores. En
la primera, se realizdé una reaccion con los cebadores para amplificar la regién especifica deseada. Con el
producto de amplificacién obtenido,se realizé un segunda PCR con cebadores generales para amplificar una
regién de ADN mas extensa, que contiene el segmento de interés.

Las segundas reacciones de las PCR anidadas se realizaron con el cebador F968-GC (ADNr 16S) y PolF-GC
(gen nifH), que tienen unido en su extremo una secuencia rica en GC. De esta manera los productos de PCR
tienen una abrazadera que evita la disolucién durante la separacién en el gradiente desnaturalizante(162).
Para el estudio de la diversidad total bacteriana, se utilizaron cebadores universales en base al gen ADNr16S,

mientras que para el estudio de filos o géneros especificos de interés (Actinobacteria, Bacteroidetes,
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Firmicutes y Proteobacteria), se utilizaron cebadores especificos listados en la Tabla 8. Por otro lado, para
el estudio de la comunidad diazétrofa, se empled el mismo procedimiento mencionado utilizando cebadores

para el gen nifH (Figura 12).

Grupo objetivo Primer ciclado Segundo ciclado
a amplificar de PCR de PCR
ADNr 16S 799F + R1401
= Actinobacterias F243HGC  + R1401
Ext i6n de ADN .
xeraceion €8 AEN | ADNr16S Bacteroidetes R1401-1b  + 799F
endofitico de raiz F968-GC + R1401
Firmicutes BacF + R1401 e

—7 F203a
[ ~ + R1401
== Proteobacteria — = Fo48p

iy =
R1401-1a + 799F

v

. Extraccién de ADN
Sorgo dulce

- endofitico de tallo
crecido en i .
condicicnesde - nifH Diazétrofos FGPH19 + PolR PolF-GC + AQER
fertilizacién
contrastante

Figura 12: Cebadores empleados para el estudio de la diversidad bacteriana y bacteriana-diazétrofa mediante PCR-DGGE de plantas de

sorgo dulce crecidas en condiciones de fertilizacién quimica contrastantes.

2.8.1 Amplificacion mediante PCR del gen ADNr 16S utilizando cebadores universales

Con el fin de poder determinar el efecto de la fertilizacién quimica en la estructura de la comunidad
bacteriana, el ADN obtenido en el punto 2.6, se analiz6 mediante la técnica DGGE en base al gen ADNr 1685.
Para esto, en la primera reaccién se utilizaron, los cebadores 799F y 1492R (Tabla 8)(163) y la siguiente
mezcla de reaccién: 5,0ul de buffer de reaccién 5X, 1,5ul de MgCl; 25mM, 1,0ul de dNTPs 10mM, 1,0ul de
cada cebador 10 pM, 0,05ul de BSA 1%, 0,2ul de Taq polimerasa (5Upl™), 1,0ul de ADN molde y H20 c.s.p.
25ul. Para la reaccién de amplificacién se utilizé el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacién inicial
de 3 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 20 segundos a 94°C, 40 segundos a 53°Cy 40 segundos a 72°C. Por
Gltimo un ciclo de extensién final de 7 min a 72°C.

En la segunda reaccién se utilizaron los cebadores F968-GC y L1401(Tabla 8)(164), en la mezcla reaccién:
10,0l de buffer de reaccién 5X, 5,0ul de MgClz 25mM, 1,0ul de dNTPs 10mM, 1,0ul de cada cebador 10 pM,
0,25ul de Taq polimerasa (5Upl™), 1,0ul de la reaccién de PCR anterior y H20 c.s.p. 50ul. Para la reaccién de
amplificacion se utilizé el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 2 min a 95°C, seguido
de 35 ciclos de un 1 min a 94°C, 90 segundos a 48°Cy 90 segundos a 70°C. Por Gltimo un ciclo de extensién

final de 10 min a 70°C.
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2.8.2 Amplificacién mediante PCR del gen ADNr 16S de filos o grupos bacterianos

especificos

En este caso la variacion con respecto al punto 2.7.1 fue la eleccién de los cebadores asi como el tipo del
programa de ciclado empleado en la primera reacciéon de PCR, los cuales fueron reportados como especificos
para determinados grupos bacterianos (Tabla 8) (163-168). Por otra parte, la mezcla de reaccién y las

condiciones del segundo ciclado, asi como los cebadores fueron los mismos en todos los casos.

Tabla 8: Cebadores utilizados para la amplificacién del gen ADNr 16S

Nombre Objetivoa amplificar Secuencia (5°-3') Referencia
ADNr 16S bacteriano
799F AACMGGATTAGATACCCKG (163)
(excluyendo el cloroplasto)
1492R ADNr 165 universal TACGGYTACCTTGTTACGACTT (163)
R1401 ADNr 16S universal CGGTGTGTACAAGACCC (165)
. CGCCCGGGGLGLGrCcccaaaraaaaraaaanac
F968-GC ADNr 16S universal (164)
ACGGGGGGAACGAAGAACCTTAC

F203a AlfaProteobacteria CCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGATTTAT (166)
F948p BetaProteobacteria CGCACAAGCGGTGGATGA (166)
F243HCG Actinomicetes GGATGAGCCCGCGGCCTA (165)
BACF Genero Bacillusy relacionados GGGAAACCGGGGCTAATACCGGAT (167)
R1401_1aR Gamaproteobacteria CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG (168)
R1401_1bR Flavobacterias CGGTGTGTACAAGACCCGGGAACG (168)

2.8.3 Amplificacion mediante PCR del gen nifH

Con el fin de determinar el efecto de la fertilizacién quimica sobre la diversidad bacteriana endofitica-
diazotrofa, el ADN aislado (2.6) se analizé mediante la técnica DGGE en base al gen nifH. Para esto se realizé
un primer ciclado con los juegos de cebadores FGPH19 y PolR (Tabla 9)(112, 169). La mezcla de reaccién
utilizada fue la siguiente: 10,0ul de buffer de reaccién 5X, 3,0ul de MgCrp 25mM, 4,0ul de dNTPs 10mM, 1,0pl
de cada cebador 10 pM, 0,5ul de Taq polimerasa (5Upl"), 1,0ul de ADN molde y H20 c.s.p. 50pl. Para la
reaccion de amplificacién se utilizé el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 3 min a
94°C, seguido de 30 ciclos de un 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 2 min a 72°C. Por ultimo un ciclo de
extension final de 5 min a 72°C. Como control negativo se utiliz6 en la primera reaccién una mezcla en la

cual no se agreg6 ADN.

Tabla 9: Cebadores utilizados para la amplificacién del gen nifH

Nombre Secuencia (5-3") Referencia
FGPH19 TACGGCAARGGTGGNATHG (169)
PolR ATSGCCATCATYTCRCCGGA (112)
AQER GACGATGTAGATITCCTG (112)
PolF-GC CGCCCGCCGCGCCCLGLareeaarcecaecec (112)

CCGCCCCTGCGAYCCSAARGCBGACTC
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En este caso, en la seqgunda reaccién de PCR se utilizaron los cebadores PolF-GC y AQER (Tabla 9) (112). La
reaccion utilizada fue la misma que la empleada en la primera reaccién, utilizando como molde 1,0ul de la
reaccion de PCR anterior, incluyendo una alicuota del control negativo. Para este caso el programa utilizado
fue el mismo que en la primera etapa, varidndose a 50°C, la temperatura de hibridacién entre los cebadores
y el ADN molde.

2.9 Analisis de los amplicones obtenidos mediante la técnica Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis (DGGE)

Los productos de PCR obtenidos anteriormente, se analizaron mediante la técnica DGGE, utilizando una cuba
de eletroforesis modelo DCode™ Universal Mutation Detection System (BioRad). Para esto 20ul de los
productos de PCR obtenidos en los pasos 2.7 y 2.8 fueron sembrados en geles de poliacrilamida de 8% (p/v).
Los mismos fueron armados con un rango de gradiente de agentes desnaturalizantes (formamida y urea) de
40-65%, para el analisis del gen ADNr 16S general, Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gamaproteobacteria, Flavobacterias y Firmicutes; 45-75% para el analisis de Actinobacteria y 20-70% para
el anélisis del gen nifH.

La corrida electroforética se realizé durante 16 horas a 60 volts y 60°C utilizando buffer 1X TAE (Tris-acetato
20mM, EDTA 0,5mM; pH 9). Como marcador de la migraciéon se utiliz6 el GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher ScientificInc.). Los geles se revelaron con SYBR® Green (Invitrogen™) y se fotografiaron bajo

luz UV para su posterior analisis

2.10 Anadlisis informadtico de las imdgenes obtenidas a partir de los geles DGGE

Los patrones de bandas de los geles de DGGE obtenidos, fueron analizados con el programa GelCompar |l
6.5 (Applied Maths NV.). En el mismo se utilizé el coeficiente de Dice para comparar la similitud entre las
muestras y el algoritmo UPGA (Unweighted Pair-Group Average) para construir los dendogramas

correspondientes.

2.11 Secuenciacion de las bandas de interés seleccionadas

Con el fin de poder identificar a nivel de género a aquellos grupos bacterianos que estan presentes o
ausentes en una condicién especifica, asi como para confirmar la especificidad de los cebadores, diferentes
bandas de los geles fueron seleccionadas en base a los anélisis informaticos segin fueran Gnicas para algun
tratamiento asi como especificas a un érgano en particular. Las mismas fueron seccionadas y luego eluidas
durante 24 horas a 4°C en agua estéril ultra pura. Posteriormente una alicuota de 1pl de la elusién de la
banda se usé como ADN molde para repetir el segundo ciclo de PCR (secciéon 2.7.1). Los amplicones
obtenidos fueron analizados segln la metodologia detallada en el punto 2.5. El producto de PCR obtenido
se envié a Macrogen Inc., Corea para su secuenciacion. La secuencias obtenidas fueron editadas con el
programa DNA Baser Sequence Assembler v3.x (2012) (HeracleBioSoft SRL Romania,
http://www.DnaBaser.com) y comparadas mediante Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), de la base

de datos del Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI).
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2.12Calculo de los indices de diversidad alfa

La diversidad alfa se define como la diversidad media de las especies por subunidad en el conjunto de datos
deinterés. En nuestro caso, la diversidad estructural de la comunidad se calculé por los indices de diversidad
alfa; Shannon-Weinery Simpson. Estos indices se calcularon a partir de los patrones de bandas observados,
utilizando las curvas densitométricas. La informacién obtenida fue exportada en forma de matriz numérica

cuantitativa (en relacién a la superficie de cada banda).

La ecuacion del indice de Shannon-Weiner empleado es la siguiente
H' = Z(ni/N)log(ni/N)

La ecuacion del indice de Simpson empleada es la siguiente
1-D= 1- X Pi ;Pi=ni(ni-1)/N(N-1)

Donde ni, es presencia o ausencia de banda/relacion de superficie de cada banda

N, es la suma de todas las bandas
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3.0 Resultados

3.3 Obtencion de ADN endofitico a partir de plantas de sorgo dulce crecidas en

condiciones contrastantes de fertilizacion quimica

Para el estudio del efecto de la fertilizacion quimica sobre la estructura de la comunidad bacteriana, se
utilizé una metodologia independiente de cultivo basada en la técnica de DGGE. Para esto en primera
instancia, se puso a punto la técnica de extraccién de ADN bacteriano endofitico, a partir de muestras de
tallos y raices de sorgo dulce traidas de campo, crecidas en condiciones contrastantes de fertilizacién

quimica (Figura 13).

Figura 13: Electroforesis en gel de agarosa de extracciones de ADN bacteriano obtenido a partir de muestras de raices y tallos de
sorgo dulce. Carriles: 1 MPM, GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 2 y 3, muestras de raiz; 4 y 5, muestras de tallo. La banda sefalada

corresponde a 20.000 pares de bases.

El ADN obtenido y purificado en el punto 2.6 (figura 13), fue el utilizado como molde para los anélisis de
PCR-DGGE basado en los genes ADNr 16Sy nifH.

3.4 Andlisis del efecto de la fertilizacion quimica sobre la estructura de la
comunidad endofitica del Dominio Bacteria de plantas de sorgo dulce (var. M81E)

3.4.1 Analisis de la estructura de la comunidad endofitica bacteriana basado en el
gen ADN 16Smediante PCR-DGGE

Para determinar la diversidad del dominio Bacteria en condiciones de fertilizacién quimica contrastantes, se
realizé una PCR anidada en base al gen ADNr16S. Los productos de PCR, obtenidos a partir de muestras de
ADN de la raiz, asi como del tallo inferior y superior, en los dos tipos de parcelas, fueron analizados en geles
de poliacrilamida desnaturalizante (Figura 14).

En la Figura 14 se muestra el gel obtenido a partir de muestras de ADN de raiz, asi como del tallo inferiory
superior, en los dos tipos de parcelas analizadas. Cada carril corresponde al analisis de los amplicones
obtenidos a partir de una muestra de ADN extraida de una planta diferente. En la misma se observa la misma
cantidad de bandas en tallo y en raiz, asi como bandas comunes entre los 6rganos estudiados que varian en
intensidad. El patrén de bandas obtenido en tallo se mantiene entre los tratamientos (+/- F), observandose
una intensidad menor de las bandas comunes en el tratamiento sin fertilizacién (-F). Asimismo, en la zona
superior del gel, se observaron bandas Gnicas, muy tenues, en los tallos del tratamiento +F. Sin embargo, en

el caso de raiz se observé que el patréon de bandas no se mantuvo entre ambos tratamientos (+/-F), tal y
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como lo hizo en tallo y que la intensidad de las bandas comunes entre tratamientos disminuyé (bandas 2 y

14, bandas 5y 18) o aumentd (bandas 3 y 4 y sus comigrantes en raiz) en el tratamiento -F.

+ Fertilizacion - Fertilizacién
3 Tallo Tallo Raiz Tallo Tallo
Raiz inferior superior inferior  superior
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Figura 14: Anélisis mediante DGGE de los productos de amplificacion por PCR del dominio Bacteria. +Fertilizacién: parcela tratada con
alta dosis de fertilizante quimico. -Fertilizacion: parcela tratada con baja dosis defertilizante quimico.Aquellas bandas marcadas con
ndmeros a la izquierda, fueron seleccionadas para su identificacién mediante secuenciacion del gen ADNr 16S.

En la Figura 15 se muestra el dendograma resultante del anélisis del gel anterior, con el programa Gel

Compar Il 6.5.

Tallo Inferior 3
Tallo Superior 1
Tallo Inferior 1
Tallo Inferior 2
Tallo Superior 3
Tallo Superior 2
Tallo Inferior 1
Tallo Inferior 3
Tallo Superior 1
Tallo Superior 2

Tallo Superior 3

Tallo Inferior 2
Raiz 1
Raiz 2
Raiz 3
Raiz 1
Raiz 2
Raiz 3

Figura 15:Dendograma resultante del analisis del gel en el cual se estudié la estructura de la comunidad del dominio Bacteria, de raices
y tallos de plantas de sorgo dulce (variedad M81E), crecidas en parcelas tratadas con fertilizacién quimica contrastante. Los nimeros
1, 2 y 3 hacen referencia a las repeticiones de los tratamientos. El color verde hace referencia a la parcela con poca fertilizacién y el
color rosa a la parcela con mayor cantidad. El programa utilizado fue Gel Compar Il 6.5y el dendograma construido segin el coeficiente
de Dice y el algoritmo UPGMA
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El dendrograma obtenido mostré que las comunidades bacterianas se agruparon segln el 6rgano en estudio
(raiz o tallo) con una similitud de 50,5%. A su vez, dentro de cada 6rgano, las comunidades se agruparon de
acuerdo al tratamiento (+/-), con una similitud de 52,5% (tallo) y un 66,4% (raiz). En este caso no se
observaron diferencias en la estructura de la comunidad cuando se comparé el tallo inferior o el tallo
superior. Cabe resaltar que la réplica 1 de la raiz +F se agrupé junto a las réplicas de raiz -F y la réplica 2 del

tallo inferior -F, se agrupo por fuera de los 2 grandes grupos de tallo.

3.4.2 Andlisis de la estructura de la comunidad endofitica por filos bacterianos,
basado en el gen ADN 716Smediante PCR-DGGE

Con el fin de estudiar la estructura de las comunidades de diferentes grupos (Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes) dentro del dominio Bacteria, se realizaron reacciones de PCR
anidada en base al gen ADNr16S empleando cebadores especificos segin los filos o clases a analizar. Los
productos de PCR obtenidos fueron analizados en geles de poliacrilamida desnaturalizante (figuras 16y 17).
En la figura 16Ase muestra el gel obtenido mediante DGGE cuando se emplearon los cebadores especificos
para Alfaproteobacteria.En el mismo se observa que en ambos tratamientos (+/-), las muestras de raiz
presentaron un mayor nimero de bandas que las de tallo. Asimismo, al compararse los diferentes érganos
entre los tratamientos, se observé que la raiz presenté una menor intensidad de las bandas comunes enel

tratamiento -F.
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Figura 16: Andlisis mediante DGGE de los productos de amplificacion por PCR del Filo Proteobacteria (A)Alfaproteobacteria
(B)Betaproteobacteria (C)Gamaproteobacteria. +Fertilizacion: parcela tratada con alta dosis de fertilizante quimico. -Fertilizacién:
parcela tratada con baja dosis defertilizante quimico. Aquellas bandas marcadas con ndmeros a la izquierda, fueron las seleccionadas

para su identificacion mediante secuenciacion del gen ADNr 168S.

Asimismo en la figura 16B, se muestra el gel obtenido mediante DGGE cuando se empelaron los cebadores
especificos para Betaproteobacteria. En el mismo se observa la misma cantidad asi como intensidad de
bandas en todos los tratamientos y 6rganos analizados.

Por otro lado, cuando se analizaron los geles obtenidos a partir del analisis de Gamaproteobacteria (figura

16C), también se observé una cantidad igual de bandas en los tratamientos. Sin embargo, las bandas del
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tallo presentaron una mayor intensidad que las observadas en raiz. Asimismo, en este caso se observan
patrones de bandas Gnicas en la raiz en el tratamiento +F.

Al estudiar el gel obtenido a partir del andlisis de las Actinobacteria mediante DGGE (Figura 17A), se observo
que el mismo presenta pocas bandas asi como muy poco intensas. En este caso no se observé ningln patrén

de banda en particular.

A B C
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Figura 17: Andlisis mediante DGGE de los productos de amplificacion por PCR de los Filos (A)Actinobacteria (B)Firmicutes
(C)Bacteroidetes.+Fertilizacion: parcela tratada con alta dosis de fertilizante quimico. -Fertilizacién: parcela tratada con baja dosis
defertilizante quimico. Aquellas bandas marcadas con nimeros o * a la izquierda, fueron las seleccionadas para su identificacién

mediante secuenciacion del gen ADNr 16S.

Por otra parte, en la figura 17B, se muestra el gel obtenido para el caso en el cual se estudi6 el Filo
Firmicutes. En este caso, se observé una mayor cantidad de bandas en el tallo que en la raiz. A su vez, al
analizarselas bandas de la raiz, se observé que las mismas no varian entre los diferentes tratamientos.Sin
embargo, la banda 10 aumenté su intensidad en el tratamiento -F, en relacién a las comigrantes en raiz +F.
En el caso del tallo, se observaron diferencias en el nimero de bandas entre los diferentes tratamientos
estudiados. Por otra parte, al compararse los 6rganos, se observé que las bandas 1, 2 y 3 presentes en la raiz
del tratamiento +F y sus comigrantes presentes en raiz -F, son (nicas a este érgano.

En el estudio de la diversidad del Filo Bacteroidetes se utilizaron cebadores especificos para la clase
Flavobacteria(Figura 17C). Entérminos generales se observé una mayor cantidad de bandas en las raices en
comparacion con los tallos, no observandose bandas Gnicas a ningln 6rgano o tratamiento. Sin embargo, en
la zona inferior del gel, se observé la ausencia de bandas comigrantes a las presentes en raiz y tallo inferior

en ambos tratamientos, en el tallo superior en ambos tratamientos.

Con el patrén de bandas obtenido a partir de los geles DGGE (Figuras 16 y 17), se realiz6 un andlisis de
agrupamiento de los patrones de bandas de las distintas muestras,el cual se presenta en forma de
dendogramas (Figuras 18y 19).

En la figura 18 se muestran los dendogramas obtenidos a partir del analisis de los geles del Filo

Proteobacteria.



Caracterizacion de la poblacién bacteriana endofitica asociada a plantas de sorgo dulce | 53

Capitulo 2

El dendrograma obtenido a partir del analisis de los geles de DGGE delas AlfaProteobacteria (Figura 18A),
mostré que la comunidad bacteriana se agrupé segln el 6rgano analizado (tallo o raiz) con una similitud de
37,9%. A su vez, las réplicas 2 y 3 del tallo superior -F, asi como las réplicas 3 y 1 del tallo inferior y superior
-F respectivamente, se agruparon por fuera de los 2 grupos principales. Por otra parte, dentro del 6rgano
raiz, las bandas seagruparon por tratamiento (+/-F) con un 41,9% de similitud. Cabe resaltar que la réplica 1

del tallo inferior +F se agrupo dentro del grupo antes mencionado.
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Figura 18: Dendogramas obtenidos a partir del anélisis de los geles en los cuales se estudié la estructura de la comunidad de los Filos
Proteobacteria:(A) Alfaproteobacteria; (B) Betaproteobacteria (C) Gamaproteobacteria, de raices y tallos de sorgo dulce (variedad
MB81E), crecidas en parcelas tratadas con fertilizacién quimica contrastante (+/-). Los nimeros 1, 2y 3 hacen referencia a las repeticiones
de los tratamientos. El color verde hace referencia a la parcela con poca fertilizaciény el color rosa a la parcela con mayor cantidad. El

programa utilizado fue Gel Compar Il 6.5 y el dendograma construido segun el coeficiente de Dice y el algoritmo UPGMA

Cuando se analizé el dendograma obtenido a partir del gel de DGGE de las Betaproteobacteria (Figura 18B),
no se observé ningln patrén de agrupamiento ni por tratamiento, érgano o réplicas.

Por ultimo, al analizar el dendograma generado a partir del gel de Gamaproteobacteria (Figura 18C), se
observé que las diferentes muestras se agruparon seg(n el tratamiento analizado (+/-F) con una similitud
de 26,1%. Asimismo dentro de estos, las muestras se agruparon segin los érganos analizados con una
similitud de 31,6% (+F) y 40,6% (-F). Cabe resaltar que la réplica 3 del tallo superior -F no se agrup6 con
ninguna muestra mientras que la réplica 3 del tallo superior +F se agrupo junto a las muestra de raiz +F y no

con el grupo de muestras del tallo +F.
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Por otra parte, en la figura 19 se muestran los dendogramas obtenidos a partir del anélisis de los geles de
los filos Actinobacteria, Firmicutes y Flavobacteria. En estos casos, no se detecté ninglin tipo de

agrupamiento en los patrones de bandas obtenidos en estos 3 filos mediante la metodologia empleada.
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Figura 19: Dendogramas obtenidos a partir del anélisis de los geles en los cuales se estudié la estructura de la comunidad de los Filos
(A) Actinobacteria (B) Firmicutes (C) Bacteroidetesde raices y tallos de sorgo dulce (variedad M81E), crecidas en parcelas tratadas con
fertilizacién quimica contrastante (+/-). Los nimeros 1, 2 y 3 hacen referencia a las repeticiones de los tratamientos. El color verde hace
referencia a la parcela con poca fertilizaciény el color rosa a la parcela con mayor cantidad.El programa utilizado fue Gel Compar Il 6.5

y el dendograma construido segin el coeficiente de Dice y el algoritmo UPGMA

3.5 Andlisis del efecto de la fertilizacion quimica sobre la estructura de la
comunidad endofitica-diazétrofa de plantas de sorgo dulce (var. M81E)

Con el fin de estudiar la diversidad de la comunidad endofitica-diazétrofa, asi como el efecto de la
fertilizacién quimica sobre la misma, en una primera instancia se realizé una PCR anidada en base al gen nifH,
a partir del ADN endofitico extraido de raices y tallos de sorgo dulce. Posteriormente, los productos de PCR
obtenidos fueron analizados en geles de poliacrilamida desnaturalizante (DGGE) y las imagenes obtenidas a
partir de los mismos, analizados mediante el programa GelCompar Il 6.5.

En la figura 20 se muestra el andlisis mediante DGGE de los productos de amplificacién por PCR de la
comunidad endofitica-diazétrofa. El analisis de la misma mostré un mayor nimero de bandas en el tallo
(inferior ysuperior), en comparacién con el de las raices, asi como bandas especificas en cada érgano
mencionado. Por otra parte cuando se analiz6 el 6rgano tallo, se observé que la intensidad delas bandas
comunes pertenecientes a la condicién -F, son menos intensas que en la condicién +F. Asimismo cuando se
comparan los tratamientos en este érgano, se observan bandas Unicas al tratamiento +F. Sin embargo,
cuando se comparan los tratamientos en la raiz (+/- F) se observé que los mismos comparten la mayoria de

las bandas.
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Figura 20: Analisis mediante DGGE de los productos de amplificacion por PCR de la comunidad endofitica-diazétrofa, de muestras de
raicesy tallos de sorgo dulce (variedad M81E). +Fertilizacién: parcela tratada con alta dosis de fertilizante quimico-Fertilizacion: parcela
tratada con baja dosis de fertilizante quimico. Aquellas bandas marcadas con * a la izquierda, fueron las seleccionadas para su

identificacién mediante secuenciacion del gen nifH.

La imagen del gel de la figura 20 fue analizada mediante el programa Gel Compar 11 6.5 y como resultado del

andlisis del mismo se obtuvo el dendograma que se muestra en la Figura 21.
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Figura 21:Dendograma resultante del anélisis del gel en el cual se estudi6 la estructura de la comunidad endofitica-diazétrofa, de raices
y tallos de plantas de sorgo dulce (variedad M81E), crecidas en parcelas tratadas con fertilizacién quimica contrastante. Los nimeros
1, 2y 3 hacen referencia a las repeticiones de los tratamientos. El color verde hace referencia a la parcela con baja fertilizaciéon quimica
y el color rosa a las parcela con alta fertilizacion quimica. El programa utilizado fue Gel Compar Il 6.5y el dendograma construido segin

el coeficiente de Dice y el algoritmo UPGA.



Caracterizacion de la poblacién bacteriana endofitica asociada a plantas de sorgo dulce | 56

Capitulo 2

El andlisis del dendograma de la comunidad endofitica-diazétrofa, mostré que la misma se agrupé segin el
tratamiento (+/-F) con una similitud de 34,7%. Asimismo, en ambos tratamientos analizados, las muestras se
agruparon segln el 6rgano en estudio con un 51,2 y 37,8% de similitud para el tratamiento +F y -F
respectivamente. Cabe resaltar que la réplica del tallo inferior 2 del tratamiento (+F), se agrupé por fuera
de los 2 grandes grupos formados.

Por su parte en el tratamiento -F, se observé un agrupamiento entre la comunidad del tallo superior e
inferior con un 47,5% de similitud. En este caso, la réplica de raiz 2 quedé por fuera de los 2 grupos formados

y en otra rama que el tallo inferior 2 +F.

3.6 Identificacion de las bandas seleccionadas a partir de los geles DGGE

De acuerdo al resultado de los analisis obtenidos, bandas de interés fueron recortadas de los geles DGGE en
los cuales se analizé la comunidad endofitica. A partir de las mismas se eluyé el ADN para su posterior
secuenciacion. Una vez obtenidas las secuencias de los amplicones, las mismasfueron editadas con el
programa DNA Baser Sequence Assemmbler v3.x y comparadas con la base de datos del NCBI mediante el
algoritmo BLAST.

3.6.1 Identificacién de las bandas seleccionadas a partir de los geles DGGE en los que

se analizé el dominio Bacteria

A partir de los geles DGGE en los cuales se analiz6 el dominio Bacteria, se recortaron 39 bandas (B1-B39), las
cuales fueron eluidas y secuenciadas. El andlisis de las secuencias de 460 pares de bases mostré altas
homologia con el filo Proteobacteria (Tabla 10A). Este Gnico filo bacteriano estuvo representado por
géneros pertenecientes a las clases Betaproteobacteria (Duganella, Aquabacterium, Thiomonas, Bordetellay
Herbaspirillum) 'y Gamaproteobacteria (Pantoea, Salmonella, Kluyvera, Klebsiella, Cronobacter,
Achromobacter, Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas y Stenotrophomonas).Asimismo, mediante esta
aproximaciéon fueron identificadas 2 bandas cuya secuencia presento alta similitud de secuencia al
cloroplasto de Sorghum timorense (Tabla 10A, B39).

Cabe destacar que los géneros Duganella, Aquabacterium, Thiomonas, Bordetella, Salmonella, Klebsiella,
Cronobacter y Escherichia, identificados mediante esta aproximacion, no fueron detectados en la

aproximacion cultivable (Tablas 3y 10A).

Tabla 10A: Identidad de secuencia nucleotidica de 460 pares de bases del gen ADNr16S de las bandas obtenidas de los geles de DGGE

del Dominio Bacteria

Bandas  Numero de acceso NCBI Mejor hit Cobertura e-value Iﬁ;::::d
B1 NR_041973.1 Pantoeacypripedii DSM 3873 91% 0.0 99%
B2 NR_041973.1 Pantoeacypripedii DSM 3873 90% 0.0 99%
B3 NR_041973.1 Pantoeacypripedii DSM 3873 83% 0.0 99%
B4 NR_074910.1 Salmonella enterica serovar Typhimurium LT21 92% 0.0 99%
B5 NR_074910.1 Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 1 89% 0.0 99%
B6 KF_998272.1 Sorghum timorense cloroplasto 88% 0.0 99%
B7 NR_025770.1 Duganella violaceinigra YIM 31327 91% 0.0 99%
B8 NR_103936.1 Klebsiella pneumoniae HS11286 81% 0.0 99%

B9 NR_043883.1 Pantoea dispersaLMG 2603 93% 0.0 99%
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Bandas | Numero de acceso NCBI Mejor hit Cobertura e-value Icllne;:ii:‘:d
B10 NR_104980.1 Cronobacter helveticusLMG 23732 83% 0.0 98%
B14 NR_108739.1 Aquabacterium limnoticumABP-4 89% 0.0 97%
B16 NR_041628.1 Thiomonas cuprinaHoe5 84% 0.0 92%
B18 NR_103933.1 Bordetella pertussis CS 91% 0.0 95%
B19 NR_103933.1 Bordetella pertussis CS 86% 0.0 93%
B20 NR_027537.1 Bordetella hinzii LMG 13501 100% 0.0 97%
B21 NR_042021.1 Achromobacter denitrificans DSM 30026 100% 0.0 96%
B22 NR_102490.1 Cronobacter sakazakii ATCC BAA894 68% 0.0 88%
B23 NR_103936.1 Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 92% 0.0 100%
B24 NR_043883.1 Pantoea dispersaLMG 2603 91% 0.0 99%
B25 NR_042982.1 Kosakonia radicincitans D5 92% 0.0 99%
B26 NR_114420.1 Klebsiella pneumoniae NCTC5046 84% 0.0 91%
B27 NR_102966.1 Pantoea vagans C9-1 92% 0.0 99%
B28 NR_074598.1 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A 93% 0.0 94%
B29 NR_041973.1 Pantoea cypripedii DSM 3873 87% 0.0 98%
B30 NR_041973.1 Pantoea cypripedii DSM 3873 89% 0.0 99%
B31 NR_074910.1 Salmonella enterica serovar Typhimurium LT2 1% 0.0 7%
B32 NR_114108.1 Kluyvera cryocrescens NBRC 102467 84% 0.0 98%
B33 NR_043883.1 Pantoea dispersa LMG 2603 86% 0.0 99%
B34 NR_103927.1 Pantoea ananatis LMG 20103 89% 0.0 99%
B35 NR_024804.1 Herbaspirillum chlorophenolicum CPW301 66% 0.0 94%
B36 NR_074875.1 Stenotrophomonas maltophilia R551-3 93% 0.0 98%
B37 KF998272.1 Pantoea ananatis LMG 20103 2% 0.0 99%
B38 NR_102966.1 Pantoea vagans C9-1 91% 0.0 99%
B39 KF_998272.1 Sorghum timorense cloroplasto 88% 0.0 99%
Tabla 10B: Tabla comparativa de bandas comigrantes del gel de DGGE del Dominio Bacteria
+ Fertilizacion (+F) - Fertilizacion (-F)
Raiz Tallo Inferior Tallo Superior Raiz Tallo Inferior Tallo Superior
B2 B9 kd B14 B24y B30 B33
(Pantoea) (Pantoea) (+) (Aquabacterium) (Pantoea) (Pantoea)
B8 * * B23 B32
i (Klebsiella) (+) (<) (Klebsiella) (Kluyvera)
B> A ¥ B18 B26 B36
(Salmonella) (Cronobacter) (+) (Bordetella) (Klebsiella) (Stenotrophomonas)
* * B20 B27 B38
) (=) (=) (Bordetella) (Pantoeaq) (Pantoeq)
B6 . . . B39 B28
(Cloroplasto) (Cloroplasto) (Pseudomonas)

(*)Presencia de banda (-) Ausencia de banda (+,=,<) Mayor, igual y menor intensidad respectivamente.

En referencia a la identidad asi como a la intensidad y presencia diferencial de las mismas; se observé que
en el caso de las bandas comigrantes B2B9, B24, B30 y B33, las mismas presentaron secuencias con alta
homologia de secuencias que pertenecieron al género Pantoea. Sin embargo, la banda comigrante con las
mencionadas B14, pertenecié al género Aquabacterium (Tabla 10B). De este grupo de bandas, las bandas B9,
B24, B30y B33, estan presentes en el tallo de ambos tratamientos (+/-F) con igual intensidad, mientras que

en la raiz solo se observé la misma intensidad en unas de las réplicas ensayadas.
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En referencia a las bandas comigrantes B8 y B23, los resultados mostraron que las mismas pertenecieron al
género Klebsiellay estan presentescon la misma intensidad en el tallo de ambos tratamientos. Sin embargo,
la banda B32, comigrante con las antes mencionadas y de igual intensidad, pertenecié al género Kluyvera.
Por su parte, en la raiz de ambos tratamientos, solo se observé una banda comigrante a las mencionadas,
pero menos intensa, en el tratamiento con menor fertilizaciéon quimica (-F).

En cuanto a las bandas comigrantes B5, B10, B18, B26 y B36, los resultados mostraron que las secuencias de
dichas bandas pertenecieron a diferentes géneros dentro de las clases Gama- y Betaporteobacteria (Tabla
10A). Cabe destacar que una banda comigrante al conjunto de bandas anteriores y de igual intensidad, se
observé en el tallo superior en el tratamiento +F.

Por otra parte y en relacién al conjunto de bandas comigrantes B20, B27 y B38, los resultados mostraron
que la primer banda pertenecié al genero Bordetella (Betaproteobacteria), mientras que las 2 Ultimas
pertenecieron al género Pantoea (Gamaproteobacteria). Bandas comigrantes a las previamente
mencionadas se observaron en el tallo con la misma intensidad (tratamiento +F), a excepcién de la raiz.

Por dltimo, y con respecto a las bandas comigrantes B6, B28 y B39, los resultados mostraron que las
secuencias de las bandas B6 y B39 tienen una alta similitud con el cloroplasto de Sorghum timorense;

mientras que la banda comigrante (B28) presenté una alta similitud con el género Pseudomonas (Tabla 10B).

3.6.2 Identificacién de bandas de interés obtenidas a partir del gel DGGE de la clase

Alfaproteobacteria

De las bandas seleccionadas y secuenciadas a partir del gel de DGGE en el que se estudi6 la diversidad de la
clase Alfaproteobacteria, el 45% de las mismas presenté identidad con secuencias pertenecientes a la clase
esperada. Del conjunto de bandas identificadas segln la clase esperada, se obtuvieron los siguientes
géneros; Agrobacterium, Ancylobacter, Mesorhizobium, Brevundimonas, Blastochloris, Pleomorphomonas
yCaulobacter. De los mismos, el Unico género obtenido en la aproximacién cultivable fue Agrobacterium
(Tablas 3y 11A).

Tabla 11A: Identidad de secuencia nucleotidica del gen ADNr16S de las bandas obtenidas de los geles de DGGE de Alfaproteobacteria

Bandas Numero de acceso NCBI Mejor hit Cobertura vael:le Ir;;ii;:d
B5a NR_074136.1 Brevundimonas subvibrioides ATCC 15264 87% 0.0 86%
B12a NR_026519.1 Agrobacterium larrymoorei AF3.10 90% 0.0 99%
B13a NR_044393.1 Ancylobacter oerskovii NS05 98% 0.0 94%
B14a NR_042358.1 Mesorhizobium thiogangeticum SJT 63% 0.0 90%
B15a NR_041712.1 Blastochloris viridis DSM 133 43% 0.0 91%
B16a NR_042358.1 Mesorhizobium thiogangeticum SJT 63% 0.0 88%
B17a NR_037106.1 Brevundimonas variabilis CB17 93% 0.0 99%
B18a NR_114056.1 Pleomorphomonas oryzae NBRC 102288 91% 0.0 98%
B19a NR_114056.1 Pleomorphomonas oryzae NBRC 102288 92% 0.0 99%

B20a NR_074208.1 Caulobacter segnis ATCC 21756 50% 0.0 91%
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Tabla 11B: Tabla comparativa de bandas comigrantes del anélisis del gel de DGGE de las Alfaproteobacteria
+ Fertilizacion (+F) - Fertilizacién (-F)
Raiz Tallo Inferior Tallo Superior Raiz Tallo Inferior Tallo Superior
B5 B12 B16 * *
(Brevundimonas) i (Agrobacterium) (Mesorhizobium) (<) (<)

Las letras contiguas al nGmerohacen referencia al grupo bacteriano en estudio(a) Alfaproteobacteria. (*)Presencia de banda (-)
Ausencia de banda (+,=,<) Mayor, igual y menor intensidad respectivamente

En relacién a la presencia diferencial de algdn género en un tratamiento u 6rgano determinado, los
resultados mostraron que en los geles DGGE de las Alfaproteobacteria no se observaron bandas Unicas. Sin
embargo, se detectd una disminucion de la intensidad de las bandas comigrante del tallo en el tratamiento
—-F, al compararse las con las bandas comigrantes B5a, B12a y B16a del tratamiento +F, las cuales

pertenecieron a géneros distintos y presentaron igual intensidad entre ellas (Tabla 11B).

3.6.3 Identificacién de bandas de interés, obtenidas a partir del gel DGGE de la clase

Betaproteobacteria

Cuando se analizaron las secuencias de las bandas seleccionadas a partir del gel de la clase
Betaproteobacteria, los resultados mostraron que el 100% de las mismas pertenecieron a géneros de la
clase esperada. En este caso se identificaron Gnicamente los géneros Massiliay Methyloversatilis, los cuales
no fueron identificados mediante la aproximaciéon cultivable (Tablas 3 y 12A). Como se mencioné
anteriormente, el perfil de bandas en este caso fue similar para cada tratamiento y érgano sin embargo las
bandas presentaron estar relacionadas con diferentes géneros bacterianos, Massilia(bandas B1b-B5b y B8b-
B11b) y Methyloversatilis (bandas B6b y B7b)

Tabla 12A: Identidad de secuencia nucleotidica del gen ADNr16Sde las bandas obtenidas de los geles de DGGE de Betaproteobacteria

Bandas  Numero de acceso NCBI Mejor hit Cobertura e-value k:;:ii;:d
B1b NR_043308.1 Massilia albidiflava 45 92% 0.0 99%
B2b NR_043308.1 Massilia albidiflava 45 83% 0.0 98%
B3b NR_043310.1 Massilia lutea 101 93% 0.0 98%
B4b NR_043308.1 Massilia albidiflava 45 91% 0.0 98%
B5b NR_043308.1 Massilia albidiftava 45 81% 0.0 98%
B6b NR_043813.1 Methyloversatilis universalis FAM5 35% 0.0 92%
B7b NR_043813.1 Methyloversatilis universalis FAM5 53% 0.0 97%
BSb NR_042653.1 Massilia niastensis 55165-1 91% 0.0 97%
B9b NR_044570.1 Massilia niastensis 55165-1 84% 0.0 96%

B10b NR_044570.1 Massilia niastensis 55165 44% 0.0 90%
B11b NR_044570.1 Massilia niastensis 5516S 88% 0.0 97%

La letra contigua al nimero hacen referencia al grupo bacteriano en estudio; (b) Betaproteobacteria



Caracterizacion de la poblacién bacteriana endofitica asociada a plantas de sorgo dulce | 60

Capitulo 2

3.6.4 Identificacion de bandas de interés obtenidas a partir del gel DGGE del filo

Actinobacteria

Por otra parte, cuando se identificaron las bandas seleccionadas del gel en el cual se estudié la diversidad
del filo Actinobacteria, los resultados mostraron una gran diversidad de géneros pertenecientes a este filo
incluyendo  Streptoalloteichus, Catenulispora, Frigoribacterium, Cryobacterium, Sediminihabitans,
Acidothermus, Curtobacterium, Microbacterium, Actinokineospora y Williamsia, ninguno de los cuales fue
identificado mediante la aproximacion cultivable (Tablas 3y 13A).

Los resultados obtenidos en este gel mostraron que las bandas comigrantes y exclusivas del tallo (B6ac,
B7ac y B11ac), pertenecieron a géneros bacterianos diferentes. Lo mismo ocurrié con las bandas

comigrantes B2ac y B8ac, asi como las bandas comigrantes B3acy B9ac, exclusivas de la raiz (Tabla 13B).

Tabla 13A: Identidad de secuencia nucloetidica del gen ADNr16S de las bandas obtenidas de los geles de DGGE de Actinobacteria

Numero de acceso e- Identidad

Bandas NCBI Mejor hit Cobertura value maxima
B1ac NR_041652.1 Streptoalloteichus tenebrarius NBRC 16177 49% 0.0 96%
B2ac NR_109018.1 Catenulispora acidiphila DSM 44928 39% 0.0 94%
B6ac NR_104994.1 Cryobacterium luteum Hh15 70% 0.0 95%
B7ac NR_114322.1 Sediminihabitans luteusH97-3 98% 0.0 96%
B8ac NR_074501.1 Acidothermus cellulolyticus 11B 63% 0.0 94%
B9ac NR_104839.1 Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317 84% 0.0 99%

B10ac NR_041099.1 Microbacterium hominis DSM 12509 87% 0.0 88%
B11ac NR_044544.1 Actinokineospora enzanensis |IFO 16517 74% 0.0 89%
B12ac NR_041199.1 Williamsia marianensis MT8 78% 0.0 93%
B13ac NR_112004.1 Microbacterium hominis IFO 15708 84% 0.0 99%
B14ac NR_040872.1 Actinokineospora enzanensis |IFO 16517 88% 0.0 93%
B15ac NR_043263.1 Williamsia marianensis MT8 87% 0.0 98%

Tabla 13B: Tabla comparativa de bandas comigrantes del gel de DGGE de Actinobacteria

+ Fertilizacion (+F) - Fertilizacion (-F)
Raiz Tallo Inferior Tallo Superior Raiz Tallo Inferior Tallo Superior
B6 B7 B11 =

(Cryobacterium) (Sediminihabitans) (Actinokineospora) (+)

B2 B8

(Catenulispora) (Acidothermus)
: ) ) B9 ) )
(+) (Curtobacterium)

Las letras contiguas al nGmerohacen referencia al grupo bacteriano en estudio; (ac) Actinobacteria (*) Presencia de banda (-) Ausencia

de banda (+,=,<) Mayor, igual y menor intensidad respectivamente



Caracterizacion de la poblacién bacteriana endofitica asociada a plantas de sorgo dulce | 61

Capitulo 2

3.6.5 Identificacion de las bandas obtenidas a partir del gel DGGE del filo Firmicutes
Finalmente, al analizar los géneros obtenidos a partir de las bandas extraidas del gel de DGGE en el cual se
estudié la diversidad dentro del filo Firmicutes, los resultados mostraron que las mismas pertenecieron a
los géneros relacionados con este filo incluyendo: Bacillus, Staphylococcus, Macrococcus 'y Exiguobacterium.
Dentro de estos géneros, unicamante los 2 primeros fueron identificados mediante la aproximaciéon
cultivable (Tablas 3y 14A).

En este gel, las bandas B1f, B2f y B3f asi como sus bandas comigrantes, estan presentes exclusivamente en
la raiz en ambos tratamientos estudiados y fueron identificados como pertenecientes al género Bacillus. Por
otro lado, el gel mostré la presencia de un conjunto de bandas comigrantes a B10fy B11f, pertenecientes a

diferentes géneros bacterianos, en todos los érganos y tratamientos estudiados (Tabla 14B).

Tabla 14A: Similitud de secuencia nucloetidica del gen ADNr16S de las bandas obtenidas de los geles de DGGE de Firmicutes

Bandas Numer;gglacceso Mejor hit Cobertura vael;e I‘:ne;;ii::‘d
B1f NR_074290.1 Bacillus megaterium QM B1551 100% 0.0 98%
B2f NR_036766.1 Bacillus bataviensis IDA1115 90% 0.0 98%
B3f NR_036766.1 Bacillus bataviensisIDA1115 93% 0.0 98%
B4f NR_036847.1 Macrococcus brunensis CCM 4811 29% 0.0 99%
BSF NR_043478.1 Exiguobacterium aurantiacum DSM 6208 28% 0.0 99%
B6F NR_074995.1 Staphylococcus epidermidis RP62A 30% 0.0 99%
BSf NR_042347.1 Exiguobacterium indicum HHS 31 28% 0.0 99%
B10f NR_036766.1 Bacillus bataviensis IDA1115 28% 0.0 97%
B11Ff NR_036828.1 Staphylococcus aureus subsp. anaerobiusMVF-7 28% 0.0 98%

Tabla 14B: Tabla comparativa de bandas comigrantes del gel de DGGE de Firmicutes entre tratamientos y sus intensidades
+ Fertilizacion (+F) - Fertilizacion (-F)
Raiz Tallo Inferior Tallo Superior Raiz Tallo Inferior Tallo Superior

*

B1, B2y B3 (Bacillus) - - o -

(+)
: * * B10 B11 *
(+) (+) (+) (Bacillus) (Staphylococcus) (+)

Las letras contiguas al nGmerohacen referencia al grupo bacteriano en estudio; (F) Firmicutes. (*)Presencia de banda (-) Ausencia de

banda (+,=,<) Mayor, igual y menor intensidad respectivamente
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3.7 Anadlisis del efecto de la fertilizacion quimica sobre la diversidad bacteriana
endofitica y endofitica-diazotrofa asociada a sorgo dulce segun los indices de

diversidad alfa

Para evaluar el impacto de la fertilizacion quimica sobre la diversidad bacteriana endofitica y endofitica-
diazétrofa asociada a sorgo dulce se calcularon los indices de diversidad alfa (Simpson 1-D y Shannon H).
Para esto, a partir de los geles de DGGE obtenidos y utilizando las curvas densitométricas, se obtuvieron
matrices numéricas cuantitativas las cuales fueron empleadas como base para el calculo de los indices
mencionados (Tabla 15). De esta manera, se obtuvo informaciéon sobre la presencia de una banda en
particular, en relacién a la totalidad de las bandas presentes. Esto permite determinar que érgano es mas

diverso en relacién al tratamiento en estudio (+/- F).

Tabla 15: indices de diversidad alfa calculados para los 6rganos en condiciones contrastantes de Ffertilizacién quimica

Poblacién bacteriana Poblacién bacteriana
Tratamiento endofitica endofitica-diazétrofa
Simpson 1-D ShannonH Simpson1-D ShannonH
R+F* 0,87 a 2,33a 0,71a 1,51a
R-F 0,91a 2,69a 0,62 a 1,44 a
T+F 0,88a 2,54 a 0,81a 1,93 a
T-F 0,87 a 2,44 a 0,75a 1,69 a

*+F/-F: alta o baja fertilizacién quimica. R: raiz, T: tallo. Medias entre 2 tratamientos que

poseen la misma letra no son significativamente diferentes por el test de LSD 0.10.
Con respecto a la poblacién bacteriana endofitica, valores maximos para ambos indices, fueron observados
en la raiz, en el tratamiento con menor dosis de fertilizacién (R-F). Mientras que en el caso en el que se
analizé la poblaciéon bacteriana endofitica-diazétrofa, valores maximos para ambos indice Ffueron
observados en el tallo del tratamiento con mayor dosis de fertilizacién (T+F).
Segun ambos indices, la diversidad de la poblacién bacteriana endofitica asociada a sorgo dulce de las raices
asi como de los tallos, no varia significativamente cuando se comparan los tratamientos (+/-). Por otro lado,
tampoco se observaron diferencias significativas en estos indices al comprarse los diferentes érganos (raiz
y tallo).
La diversidad de las poblaciones bacteriana endofitica y endofitica-diazétrofa no se ve afectada segun la
dosis de fertilizacion utilizada; sin embargo los resultados mostraron una tendencia para ambos indices
calculados en la poblacién bacteriana endofitica-diazétrofa en raiz y tallo, la cual es menos diversa cuando

la fertilizacién quimica es menor.
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4.0 Discusion

4.3 Andlisis de la comunidad bacteriana endofitica y endofitica-diazétrofa
asociada a plantas de sorgo dulce (variedad M81E), mediante PCR-DGGE

4.3.1 Andlisis del efecto de la fertilizacion quimica en la comunidad bacteriana

endofitica asociada a sorgo dulce

Con el fin de determinar el efecto de la fertilizacion quimica en la estructura de la comunidad bacteriana
asociada a sorgo dulce, se aislé6 ADN bacteriano a partir de plantas de sorgo dulce crecidas en parcelas con
fertilizacién quimica contrastante (alta y baja). EL ADN obtenido se usé como molde para la amplificacién por
PCR de una regién del gen ADNr 16S bacteriano, para estudiar la diversidad del Dominio Bacteria. Los
amplicones obtenidos fueron analizados mediante la técnica de DGGE, analizdndose los geles resultantes
con el software Gel Comprar Il 6.5. Bandas de interés de los diferentes tratamientos fueron recortadasy el
ADN contenido en las mismas identificado por secuenciacion.

Cuando se analizaron los patrones de banda, las comunidades bacterianas se agruparon segun el 6rgano en
estudio (raiz o tallo) y dentro de cada érgano segun tratamiento.

Los resultados de esta aproximaciéon mostraron que las bandas secuenciadas, a partir del gel en el cual se
estudié la diversidad bacteriana total, presentaron identidad con géneros bacterianos pertenecientes a las
clases Betaproteobacteria y Gamaproteobacteria del filo Proteobacteria. Una situacion similar se observé
cuando se estudié la diversidad endofitica bacteriana asociada a plantas de sorgo dulce pero empleando un
juego de cebadores diferentes. Al igual que aqui, en el trabajo mencionado se describié una baja diversidad
de filos (Cianobacteria, Proteobacteria y Firmicutes), identificAndose solamente un Gnico género en cada
uno de los mismos (170).

Por otro lado, cuando se estudi6 la diversidad bacteriana endofitica de plantas de pasto elefante
(Pennisetum purpureum Schum.) empleando los mismos cebadores que en esta tesis, los resultados
mostraron la identificaciéon de 9 filos bacterianos diferentes (171). Asimismo, cuando los mismos cebadores
fueron empleados para el estudio de la diversidad bacteriana asociada a maiz, los resultados mostraron la
identificacién de distintos filos bacterianos los cuales contenian a una amplia gama de géneros,
destacdndose una alta proporcién de Proteobacteria (163).

Los resultados obtenidos en esta tesis y teniendo en cuenta que no todas las bandas fueron secuenciadas,
mostraron un sesgo en los cebadores generales empleados. Esto se refleja en el hecho de que se logré la
amplificacién dnicamente del filo Proteobacteria y que por otro lado, al emplearse cebadores especificos
para filos, si se logré identificar filos bacterianos no obtenidos con los cebadores generales. También puede
ser atribuido a la limitacién de la técnica de PCR.

Cuando se analizé al detalle los patrones de bandas de los geles obtenidos, se observé la presencia o
ausencia de diferentes géneros bacterianos segln el érgano o la dosis de fertilizacion quimica estudiada.
Por ejemplo, a partir de los resultados obtenidos, se puede especular que la fertilizacion quimica estaria
afectando la presencia delos géneros Pantoea, Klebsiellay Kluyveraen la raiz. Sin embargo, para confirmar

esta afirmacion, seria necesario contar con la identidad del resto de las bandas comigrantes en este érgano.
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Es interesante resaltar todos los géneros identificados mediantes esta aproximacién han sido identificados
como asociados a plantas (Seccién 4.1.3). Asimismo, cabe resaltar que mediante esta aproximaciéon también
se pudieron identificar los géneros Klebsiella, Duganella, Thiomonas Bordetella, Cronobacter, Salomenlla,
Escherichia y Aquabacterium, los cuales no fueron detectados mediante la aproximacién cultivable. Es
interesante notar que diversos reportes han descripto a los mismos como asociados a diferentes plantas de

interés agricola incluso como endéfitos(14, 42, 98, 172-175).

4.3.2 Efecto de la fertilizacién quimica en la comunidad bacteriana endofitica
pertenecientes a los filos Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes asociada a

sorgo dulce

Por otra parte, se estudié especificamente el efecto de la fertilizacién quimica sobre las clases Alfa, Betay
Gamaproteobacteria, mediante la amplificacién degen ADNr 7165con cebadores reportados como especificos
para estas clases (166, 168).

Los resultados mostraron que los cebadores utilizados para la clase Alfaproteobacteria, no fueron
especificos dado que el 55% de las bandas secuenciadas no mostraron identidad con géneros pertenecientes
a esta clase (Tabla 11A) como lo reportado (166, 168).Al analizarse la presencia diferencial de las bandas y
segln los resultados obtenidos, se podria especular que la fertilizacién quimica estaria afectando la
presencia del género Agrobacteriumen tallo. Sin embargo para confirmar esta afirmacién, es necesario
contar con la secuencia de las bandas comigrantes presentes en el otro tratamiento. Por otra parte, cabe
destacar que todos los géneros identificados mediante secuenciacion de las bandas del gel de las
Alfaproteobacteria, han sido previamente descriptos como asociados a plantas (Tabla 11Ay Seccién 5.1.3 en
discusion)(134, 176-179).

En referencia al estudio de la diversidad de la clase de las BetaProteobacteria, los resultados mostraron que
los cebadores utilizados fueron especificos, dado que el 100% de las secuencias obtenidas pertenecieron a
géneros dentro de esta clase. Es interesante el observar que los resultados mostraron la identificaciéon de
Unicamente 2 géneros, Massilia yMethyloversatilis (Tabla 12A). Ambos géneros identificados, han sido
previamente descriptos como endéfitos asociados a plantas de interés incluyendoarroz, maiz y dlamo(176,
177, 179).

Por otro parte, otro de los filos estudiado mediante el empleo de cebadores especificos fue el de
Actinobacteria. Los resultados obtenidos a partir de la secuenciaciéon de bandas seleccionadas mostraron
que el 100% de las mismas presentaron similitud con géneros pertenecientes al filo bacteriano en estudio
(Tabla 13A). Estos resultados demostraron la especificidad de los cebadores empleados para el filo
Actinobacteria como ha sido reportado en otros trabajos (165, 166). En relacién a la presencia diferencial de
bandas y su identidad, los resultados mostraron que los géneros Cryobacterium, Sediminihabitans y
Actinokineospora resultaron ser especificos de tallo, no encontrandose en raiz. Por otro lado, también se
observaron bandas exclusivas en raiz correspondientes a los géneros Catenulispora, Acidothermus y
Curtobacterium (Tabla 13B). De los géneros mencionados, Cryobacterium, Actinokineospora, Catenulisporay
Curtobacterium, han sido previamente descriptos como asociados tanto a la filésfera como a la rizésfera de

diversas plantas (180). De la totalidad de los géneros obtenidos en esta aproximacién perteneciente a
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Actinobacteria (Tabla 13A) y de acuerdo a la bibliografia consultada, este seria el primer reporte de los
géneros Streptoalloteichus, Sediminihabitansy Acidothermus como asociados a planta.

Por dltimo, y con respecto al filo Firmicutes, el 100% de las bandas seleccionadas del gel para su
identificacién, dieron identidad con secuencias pertenecientes a géneros de este filo (Tabla 14A) hecho que
valida los cebadores empleados tal como lo fue para el trabajo original en el que fueron reportados (167).
En relacion a las bandas identificadas, se pudo observar que la localizacién del género Bacillus fue exclusiva
de raiz (Tabla 14B).Tal como fue expuesto en la seccién 4.1.3, el genero Bacillus, ha sido previamente
reportado como asociados a la rizésfera de sorgo dulce y descripto como biocontrolador pero no como
endofitos asociado a este cultivo (85, 86). Por otro lado, del resto delos géneros identificados,
Staphylococcus, Macrococcus y Exiguobacterium; los mismos han sido previamente reportados como

endofitos de pasto elefante, dlamo y papa respectivamente (171, 181, 182).

4.3.3 Andlisis del efecto de la fertilizacién quimica en la comunidad bacteriana

endofitica-diazétrofa asociada a sorgo dulce

La misma aproximacion empleada para el estudio de la diversidad bacteriana (Seccién 5.2.1) fue utilizada
para el estudio de la estructura de la comunidad endofitica-diazétrofa, asi como para el estudio de cémo la
misma es afectada por la fertilizacion quimica. Para esto, en la técnica de DGGE se utilizaron cebadores
especificos para el gen codificante de la subunidad alfa de la enzima nitrogeneasa, nifH.

La FBN ha sido demostrada como una fuente de entrada de N muy importante en el suelo (183). Los
diazétrofos estan adaptados a suelos con distintas condiciones fisicas y quimicas siendo poco dominantes
en los ecosistemas terrestres. Teniendo en cuenta lo anterior, los resultados demostraron que la PCR
anidada es necesaria para el estudio de la diversidad de esta poblacién, dado que el nimero de diazétrofos
en relacién a la comunidad total es menor.

Los resultados mostraron que las comunidades diazotréfas se estructuraron segun la dosis de fertilizacién
quimica empleada (+/-F). Asimismo, dentro cada dosis de fertilizacion empleada, las comunidades se
agruparon segun los 6rganos (raiz/tallo). En este caso, es interesante el hecho de que en el tratamiento con
baja fertilizacién quimica (-F), la comunidad del tallo se agrup6 de acuerdo a si era la parte superior o inferior.
Segun lo antes expuesto, en las condiciones estudiadas en nuestro trabajo y los resultados obtenidos a partir
del dendograma, se puede concluir que la comunidad bacteriana endéfita-diazétrofa asociada a sorgo dulce
se ve afectada por la dosis de fertilizacién quimica utilizada.

Nuestros resultados concuerdan con trabajos previos los cuales estudiaron el efecto de la fertilizacién
quimica en la comunidad diazétrofa asociada a diferentes variedades de sorgo dulce (184). Sin embargo, en
unreporte en el cual se estudié la expresién y actividad de la enzima nitrogenasa en la comunidad rizosférica
asociada a cultivos de arroz, los resultados mostraron que no hubieron diferencias significativas entre
tratamientos con dosis contrastante de fertilizante quimico (185). Teniendo en cuenta lo antedicho se puede
concluir que las comunidades diazétrofica asociadas a estos 2 cultivos, son influenciadas distintamente por

la Fertilizaciéon quimica hecho que probablemente dependa del tipo de planta asi como de la variedad.
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4.4 Efecto de la fertilizaciéon quimica sobre la diversidad de las comunidades

bacterianas endofita y endofitica-diazétrofa asociadas a sorgo dulce

Con la finalidad de estudiar el efecto de la fertilizacién quimica sobre ambas comunidades, se emplearon los
indices de diversidad alfa de Shannon y Simpson. Esto nos permitié evaluar si la diversidad bacteriana
observada, es afectada por la fertilizacion quimica empleada.

En ambas poblaciones estudiadas, se obtuvieron valores de H (indice de Shannon) que pueden estar
explicados por la gran cantidad de bandas obtenidas y la ausencia de pocas bandas pertenecientes a
bacterias dominantes.

En conjunto, los resultados del andlisis mostraron que no hubo diferencias significativas entre los 2
tratamientos (+/-F) ni entre 6érganos en ninguna de las 2 poblaciones endofitica bacteriana y bacteriana
endofitica-diazétrofa. Por el contrario, si se reportaron diferencias significativas cuandose estudi6 el efecto
de la fertilizacién quimica nitrogenada en la comunidad rizosférica asociada a pepino y cebada (186). La
diferencia con los resultados obtenidos en esta tesis, podrian estar explicados en base a la comunidad
bacteriana en estudio (rizosférica/endofitica). En el caso de la poblacién rizésfera, la misma esta
constantemente expuesta a fluctuaciones de nutrientes presentes en el suelo asi como a los exudados de
las plantas, mientras que por otro lado el ambiente dentro de la planta es mas estable en relacién a las
fluctuaciones nutricionales, lo cual no afectaria notoriamente a la comunidad.

Por otro lado, el andlisis del efecto de la fertilizacién quimica sobre la poblacién bacteriana endofitica-
diazétrofa, asociada a la variedad M81E de sorgo dulce, mostré resultados similares a los obtenidos cuando
se determiné el impacto de la fertilizacion quimica nitrogenada, en condiciones de invernaculo, sobre la
comunidad diazétrofa asociada a variedades de sorgo dulce cultivadas en Brasil (187). Sin embargo, estudios
similares en plantas de arroz, pero empleando la técnica TRFLP, mostraron que la aplicacién de fertilizante
nitrogenado conlleva a la disminucién de la diversidad bacteriana diazétrofa (188). Una posible explicacion
a la diferencia en los resultados obtenidos, podria radicar en el cultivo estudiado asi como en las diferentes
técnicas utilizadas.

A modo de resumen, en las condiciones estudiadas y con la metodologia utilizada no se pudo determinar
estadisticamente un efecto de la fertilizacién quimica sobre la diversidad de la comunidad bacteriana

endofitica o endofitica-diazétrofa.
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Construccion y caracterizacion de una coleccion de probables endéfitos bacterianos nativos

asociados a la variedad comercial M81E de sorgo dulce (Sorghum bicolor).

En el presentetrabajo se construyd y caracterizé una coleccion de probables endéfitos bacterianos
asociados a la variedad de sorgo dulce comercial M81E cominmente utilizada en Uruguay. La misma
presenta una amplia variedad de caracteristicasPCV las cuales hacen a esta coleccién de gran interés. Mas
aun, los aislamientosRhizobium sp. UYSB13 y Pantoea sp. UYSB45, mostraron ser PCV cuando se utilizaron
como inoculantes en plantas de sorgo dulce, en condiciones de invernaculo.

Es interesante destacar que muchos de los aislamientos obtenidos en este trabajo han sido descriptos por
primera vez como posibles endéfitos asociados a sorgo dulce, asi también como promotores del crecimiento
vegetal. La coleccion construida posee un gran potencial biotecnolégico por lo que se continuara con su
caracterizaciéon en sistemas mas complejos con el objetivo final de producir un bioinoculante para las

variedades de sorgo dulce de interés nacional.

Efecto de la fertilizacién quimica sobre la estructura de la comunidad bacteriana

endofiticay endofitica-diazotrofica asociada a plantas de sorgo dulce

Los resultados obtenidos mediante la aproximacion independiente de cultivo de esta tesis, mostraron que
la comunidad endofitica se estructura segln el érgano, mientras que la comunidad endofitica-diazétrofa se
estructura segun fertilizacién asociadas a plantas de sorgo dulce de la variedad en estudio.

Mediante esta aproximacién se pudieron identificar géneros bacterianos no detectados en la aproximacién
cultivable los cuales en su mayoria han sido previamente descriptos como asociados a plantas, ya sea como
rizosféricos o como endéfitos. Por Gltimo, los andlisis estadisticos mediante el empleo de los indices de
diversidad, concluyeron que en las condiciones ensayadas y mediante la metodologia empleads, la
fertilizacién quimica no afecta la diversidad alfa de las comunidades endofitica y endofitica-diazétrofa en
ninguno de los casos estudiados.

Se debe considerar la fertilizacién quimica a la hora de modular el microbioma asociado con el fin de obtener

el efecto benéfico através de lainoculacion bacteriana.
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A: Con respecto al capitulo 1 se plantea:

(1)Realizar estudios de infeccion de plantas de sorgo dulce inoculadas con los aislamientos PCV Rhizobium
sp. UYSB13 y Pantoea sp. UYSB45, con la finalidad de definirlos como endéfitos verdaderos. Para ello es
necesario utilizar técnicas de microscopia, partiendo de plantas esterilizadas superficialmente y crecidas en
condiciones gnotobidticas. Las técnicas a considerar serian:
(i) Microscopia de trasmisiéon y marcaje con anticuerpos especificos contra los aislamientos Rhizobium
sp. UYSB13 y Pantoea sp. UYSB45. De esta manera se confirmaria que los aislamientos sean los de
interés y no bacterias presentes dentro de la semilla, estudidndose la colonizacién tanto exterior
como interior a distintos tiempos.
(ii) Microscopia de barrido, mediante esta se visualizarian los primeros estadios de la colonizaciéon
exteriory;
(iii) Microscopia de fluorescencia y técnicas moleculares utilizando cepa bacterianas marcadas con un

gen reportero, con el fin de estudiar la colonizacién exterior e interior de las plantas.

(2)Ensayar los aislamientos con capacidad PCV Rhizobium sp. UYSB13 y Pantoea sp. UYSB45 en condiciones

de campo y concluir si los mismos son capaces de PCV en dichas condiciones
B: Con respecto al Capitulo 2, se plantea:

(1) Identificar las bandas extraidas del gel obtenido en el estudio dela comunidad endofitica-diazétrofa,
mediante secuenciacién del gen nifH. Con los resultados que se obtendran, se podra detectar sialgin género

diazétrofo en particular es afectado por la fertilizacién quimica.

(2)Realizar estudios filogenéticos a partir de las secuencias obtenidas de ambas comunidades (endofitica
general y endofitica-diazétrofa). De esta manera se podra inferir las relaciones filogenéticas entre los

géneros obtenidos en este trabajo asi como con trabajos previos.

(3)Realizar estudios empleando la técnica de PCR cuantitativa (QPCR) utilizando ambos genes (ADNr 16Sy
nifH). De esta manera se podra relacionar la diversidad obtenida mediante la metodologia de PCR-DGGE con

la abundancia obtenida a partir de qPCR en ambas comunidades
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Medio para evaluar cepas solubilizadoras
Anexo de Fosfatos

1. Medios de cultivo para bacterias A 1 litro de medio GL a una temperatura de 50 °C

se le agrega 50 ml de wuna solucién
Medio DYGs estérildeK2HPO4 10 % y de una solucién estéril de
100 ml CaCl2 10 %.

Componentes Cantidad
Glucosa 2,049
Acido mélico 2049 Medio GL
Peptona bacteriolégica 15¢g Componentes Cantidad
Extracto de levadura 2,049
KoHPO4 059 Glucosa 10,09
Mg504.7H20 059 Extracto de levadura‘ 2,0g
Acido glutamico 1,59 H20 c.s.p. 1 litro

H20 c.s.p. 1 litro
pH5,8. Para solidificar el medio, se utilizé agar a
pH6,5.Para solidificar el medio, se utiliz6 agar a una concentraciénde 15 g/l.
una concentracién de 18 g/l.

2. Medio de cultivo para plantas

Medio LGI .
. Medio Jensen
Componentes Cantidad Componentes Cantidad
Az(car cristal 509 CaHPO. 1,0g
K2HPO4 02g K2HPO4 02g
KH2POa 0,69 MgS04.7H,0 029
MgS0.4.7H.0 02g NacCl 02g
cacl, 0,015 g FelCls_, , , 0,019
Solucién FeEDTA1,64% | 4,0mL Solucién de szlgznsUtrlfTii?cs) 1,0mL
FeCls.6H.0 0,01g ==
Na:Mo004.2H20 0,002 g
Sol de vitaminas 1,0 mL 3. Otras SOlUCiODGS
Extracto de levadura* 0,05g :

Azul de bromotimol 0,5 % 1,0 mL

H20 c5.p. 1 litro Buffer Tris-Acético-EDTA (TAE)

Componentes Concentracion
. . e, Tris-Acetato 0,04 M
pH 6,0-6,2 . Para solidificar el medio, se utiliz6 agar EDTA 0001 M
a una concentraciéonde18 g/l. *Solo para medio
sélido.
Solucién de micronutrientes Buffer Tris-Borato-EDTA (TBE)
. Componentes Concentracion
Componentes Cantidad -
. Tris 0,089 M
H3BOs 2,869 Acido Bérico 0,089 M
MnSO4.H20 2,089 EDTA 0,002 M
ZnS04.7H20 0,22¢
Mo0s.H20 0,09¢
CuS04.5H,0 0,08¢
H20 c.s.p. 1 litro
Buffer PBS
Componentes Cantidad
Solucién de vitaminas NaCl 804
NaH2PO4 0,36g
Componentes Cantidad Na2HPO4 0,99¢g
Biotina 0,01g H20 c.s.p. 1 litro

Pyrodoxal-HCl 0,029
H20 c.s.p. 1 litro pH 7,2
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Abstract Sweet sorghum (Sorghum bicolor) s cultivated in
Uruguay n complementation with sugreane (Saccharuom
officiarum) as a feedstock for bioethanol production. It me-
quires the application of high levels of chemical fertilizer for
optimal growth, which causes environmental degradation.
Plant groywth-promoting (PGP ) bactena are of biotechnologm-
cal interest smee they can improve the gmowth of several
importmt agronomical crops, OF particulbr nterest are endo-
phytes, which are those bactena that can be detected at a
particular moment within the nternal tissues of healthy
plants from where they can promote their growth The
wims of this work weme to isolate and chamcterize, as
well as identify putatively endophytic bacteria associat-
ed with sweet sorghum (cv-MEBIE), and also to study
the noculation effects of selected isolates on sorghum
growth. A collection of 188 putative endophytes from
surface-sterilized stems and roots was constructed and
characterized. Bacterial isolates weme shown to belong
to different genera including Pantoea, Enterobacter,
Pseudomonas, Acinetobacter, Stenotrophomonas,
Ralstonia, Herbaspirillum, Achromobacter, Rhizobinm,

Electromic aupple mentary material The online version of this anticle
(v 101 0F T2 13213401 4005 1-T) containg supplemenlary maierial
which is available o auhorized users.

Chryvseabacterium, Kocuria, Brevibacillus,
Paenibacillus, Bacillus and Staphylococcus. PGP and
infection features were investigated m vitro, and re-
viealed some pmomising biotechnological candidates. In
addition, solates UYSBI13 and UYSB45 showed PGP
effects in greenhouse assayvs. This work provides the
basis for further studies under field conditions, with
the final aim of developing an effective inoculant for
somzhum.

Keyvwords Endophytes - Sweet sorghum - Plant growth
promation

I ntroduction

Fossil energy resources are depleting dramatically i
order to mest the increasing world enengy demands.
Moreover, climate change caused by carbon emissions
from fossil fuels reinforces the need to search for alter
natively energy sourmces. Crop plants are one of the best
sources of renewable energy, as they can be used as
feedstock for biofuel production. With this aim, several
complementary crops are cultivated in Uruguay, such as
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