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resumen

La utilizacién de bacterias nativas promotoras del crecimiento vegetal para mejorar el rendimiento de
cultivos de interés agrondmico es una estrategia ambientalmente amigable que apunta a promover
practicas de produccion sustentable y disminuir la carga de agroquimicos agregados al suelo. La alfalfa
(Medicago sativa L.), también conocida como “la reina de las forrajeras”, se destaca por su valor
nutricional, su persistencia y su excelente rendimiento. Una implantaciéon exitosa del cultivo es
fundamental para obtener los beneficios que brinda esta forrajera. La cepa P. fluorescens C119, aislada
en el contexto de una prospeccion de bacterias nativas promotoras del crecimiento de la alfalfa, fue
analizada desde diferentes enfoques para consolidar su perfil como biopesticida y biofertilizante de

dicha forrajera.

Desde un enfoque agrobiotecnoldgico y medioambiental, se analizé la capacidad de la cepa C119 de
colonizar plantas de alfalfa y promover su crecimiento en condiciones de campo. Para ello, la cepa C119
se introdujo junto a Sinorhizobium meliloti mediante la inoculacidon de semillas utilizando una tecnologia
ya instaurada entre productores agropecuarios. El efecto sobre la implantacién y el rendimiento de la
alfalfa se comparé con un control inoculado Unicamente con el rizobio. También se analizé el impacto de
la presencia de la Pseudomonas sobre la estructura de la comunidad bacteriana de la rizésfera de alfalfa
a lo largo de todo el ensayo. Se pudo observar que la cepa C119 era capaz de colonizar eficientemente y
mantenerse en altos recuentos en las raices de alfalfa. Esto afecté transitoriamente la estructura de la
comunidad bacteriana en las primeras etapas del desarrollo de la planta, luego de lo cual no se
percibieron diferencias con el control. El rendimiento del cultivo se vio aumentado en un 40% cuando se

inoculd con la cepa C119.

Desde un enfoque gendmico se realizé la busqueda de genes involucrados en posibles mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal. Para ello el genoma de la cepa C119 fue secuenciado y sus genes
anotados. Se utilizaron diferentes herramientas bioinformaticas para identificar genes que codifican
para vias de sintesis de metabolitos secundarios, enzimas hidroliticas, fitohormonas, enzimas capaces de
solubilizar fosfato, entre otros. El analisis concluyd que la cepa C119 posee los genes de sintesis de un
lipopéptido ciclico no descripto en otras Pseudomonas spp. Ademas la cepa cuenta con los genes
necesarios para la sintesis de acido cianhidrico y genes que codifican para enzimas hidroliticas con alta
homologia a enzimas de actividad antifungica comprobada. El genoma contiene los genes para la
sintesis de un sideroforo de tipo pseudobactina. Se identificaron genes que codifican para una 1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa y para una glucosa dehidrogenasa. También genes que
podrian estar involucrados en una via de sintesis de 4cido indolacético independiente de triptéfano. El
genoma presentd una bateria de genes de resistencia a estreses bidticos y abidticos. Por otra parte, no
se identificaron genes relacionados con la patogenicidad hacia plantas y animales, lo cual es una prueba

de la inocuidad de la cepa en estudio.

Resumen



Finalmente se realizaron ensayos in vitro para determinar los compuestos antifungicos producidos por la
cepa C119. Se observé que el lipopéptido ciclico era el principal metabolito antifungico producido por
C119. Dicho compuesto fue purificado y analizado para confirmar su estructura. Se realiz6 una
mutagénesis al azar por inserciéon de un transposén con lo cual se obtuvieron mutantes incapaces de
producir el lipopéptido ciclico. A diferencia de la cepa salvaje, las mutantes no eran capaces de
antagonizar un aislamiento de Pythium debaryanum vy carecian de movilidad tipo swarming. Las
mutaciones se mapearon en el operdn de sintesis del lipopéptido cilcico y en un gen involucrado en la
produccion del flagelo bacteriano, cuya relacidn con la produccién de lipopéptidos ciclicos no ha sido

reportada.

En conclusion, la cepa P. fluorescens C119 presenta un gran potencial para su aplicacion como
inoculante de alfalfa, dado que es capaz de colonizarla de forma eficiente, aumenta significativamente
su rendimiento, no afecta a la microflora nativa, los metabolitos involucrados en el antagonismo hacia

patégenos fungicos fueron identificados y carece de factores de virulencia hacia plantas y animales.

Resumen
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introducciétn general

La intensificacion de la actividad agropecuaria debido a la creciente demanda del mercado internacional
tiene un fuerte impacto a nivel social, econémico y ambiental. Uruguay no escapa a esta realidad y
desde el afio 2002 viene experimentando dicha expansidon e intensificacion agricola. Este aumento en la
produccion se ha visto favorecido por cambios tecnoldgicos como la adopcidn de siembra sin laboreo, el
empleo de cultivos transgénicos, el cambio de una agricultura basada en cultivos de invierno a una
basada en cultivos de verano, fundamentalmente soja, la disminucién de pasturas dentro de la rotacién,
la implementacién de sistemas de agricultura continua y el desarrollo de sistemas agricolas en nuevas
zonas de produccidn, tradicionalmente no agricolas (Garcia Préchac et al. 2010). Estos cambios en los
sistemas de produccién van acompainados de un mayor uso de fertilizantes y pesticidas de sintesis
quimica (DIEA, Anuario 2013, MGAP). El agregado continuo de agroquimicos sobre los cultivos afecta la
calidad de suelos, agua y medio ambiente en general, lo cual incide finalmente sobre la salud humana.
Existe una preocupacion real a nivel de la opinién publica y una demanda por parte de productores de
alternativas que permitan mantener buenos niveles de rendimientos de los cultivos de manera mas

sustentable, evitando la erosion y empobrecimiento de los suelos y la contaminacién de cursos de agua.

Existen diversas estrategias que permiten lograr una disminucién en el impacto ambiental causado por
la utilizacién de agroquimicos. La biotecnologia vegetal ha contribuido al desarrollo de cultivares
resistentes a diversos estreses bidticos y abidticos y de mejor valor nutricional (Moose & Mumm 2008).
Por otra parte, ha habido un importante incremento en la aplicacién de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, principalmente en paises desarrollados, donde la demanda del publico por
alimentos libres de agroquimicos es mayor (Berg 2009). Esta estrategia, basada en microorganismos
benéficos para las plantas, se presenta como una alternativa para promover el crecimiento de los
cultivos y protegerlos del ataque de fitopatégenos complementando o sustituyendo la aplicacidon de

fertilizantes y pesticidas.
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1. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

En el suelo existe el mayor reservorio de biodiversidad conocido: las comunidades microbianas. En la
rizésfera, que es la estrecha zona de suelo que rodea las raices y estd bajo la influencia de los exudados
radiculares, pueden existir hasta 10™ células microbianas por gramo de suelo y mas de 30.000 especies
de procariotas (Mendes et al. 2011). En ese contexto, las plantas han evolucionado en estrecha relacion
con esas complejas comunidades de microorganismos de manera tal que el microbioma de las plantas,
al igual que el de los animales, les permite adaptarse y sobrevivir en diversas condiciones ambientales.
Tanto es asi, que el genoma colectivo de las comunidades microbianas presentes en la rizésfera es

referido como el “segundo genoma de las plantas”(Berendsen et al. 2012).

Existen muchas evidencias que indican que las plantas pueden moldear el microbioma de la rizdsfera.
Los microorganismos del suelo se encuentran con baja disponibilidad de nutrientes en comparacién con
la rizésfera donde las plantas depositan entre el 5 y el 21% de los fotosintatos (Lugtenberg & Kamilova
2009). Debido a esto, la densidad microbiana de la rizésfera es mucho mayor, determinando el
fendmeno conocido como “efecto rizdésfera”. Generalmente las comunidades microbianas de la rizésfera
son menos diversas que el suelo circundante y esto es debido a que las raices generan un ambiente mas
propicio para el establecimiento de algunos microorganismos, mientras que otros no logran prosperar
(Costa et al. 2006). Las plantas serian incluso capaces de reclutar microorganismos benéficos cuando

estan siendo atacadas por patégenos (Lee et al. 2012).

Las bacterias rizosféricas que ejercen efectos benéficos sobre la planta huésped se denominan
“rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal” (PGPR: plant growth promoting rhizobacteria)
(Kloepper, J W., Schroth 1978). Su efecto sobre las plantas puede ejercerse de forma directa mediante la
sintesis de compuestos similares a fitohormonas o favoreciendo la disponibilidad de nutrientes o
indirecta mediante el control biolégico de patdgenos del suelo y la proteccion frente a diversos tipos de
estreses abidticos (figura 1.1). Es condicion esencial para poder ejercer los efectos benéficos sobre la

planta hospedero, que las PGPR sean competentes colonizadoras de raiz, o sea que puedan colonizar la
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rizosfera y/o el rizoplano durante el tiempo necesario, lo cual logran mediante una fuerte competencia

con otros microorganismos rizosféricos (Compant et al. 2010). La produccién de diversos metabolitos

SEa@ -
e

Figura 1.1- Mecanismos de promocion del crecimiento vegetal mas importantes presentes en las PGPR
Diagrama indicando los diferentes mecanismos clasificados segun su aplicacién en 1) biofertilizacion y 2)
biocontrol de fitopatégenos. (tomado de Maheshwari, 2011)

secundarios con actividad antimicrobiana le confiere a la bacteria benéfica una ventaja selectiva frente a
otros microorganismos favoreciendo una colonizacion radicular exitosa (Raaijmakers et al. 2008),
ademas de mantener la salud de la planta hospedera. Varios metabolitos secundarios han sido
ampliamente caracterizados y se ha comprobado su participacién en la competencia por nichos en la
raiz. Algunos ejemplos son los siderdforos, las enzimas liticas y los antibidticos tales como fenazinas, 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG), acido cianhidrico (HCN), pioluteorina, pirrolnitrina, lipopeptidos ciclicos y
ramnolipidos (Nielsen et al. 2002; Cazorla et al. 2006; Lugtenberg & Kamilova 2009; D’aes et al. 2010;

Ghirardi et al. 2012).

Los microorganismos benéficos pueden ser aplicados en la promocion de plantas de interés agronémico
a modo de biofertilizantes, fitoestimuladores, biopesticidas y/o como fitoremediadores dependiendo
del tipo de mecanismo involucrado en la promocion (Glick et al. 2007; Berg 2009) (Figura 1.1). Los

biofertilizantes generan un aumento de la biodisponibilidad de nutrientes esenciales para la planta tales
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como nitrogeno, fosforo y hierro, mientras que los fitoestimuladores son capaces de sintetizar
compuestos similares a fitohormonas y modular el desarrollo de la planta hospedera. Los biopesticidas
presentan mecanismos de promocion indirectos, mediante el antagonismo de patdgenos del suelo, lo
cual favorece la salud de la planta. La promociéon del crecimiento de plantas que acumulan metales
pesados y otros contaminantes es realizada por microorganismos fitoremediadores, tolerantes a dichos

contaminantes, y que facilitan su remocién del suelo (Glick 2010).

La aplicacién de microorganismos benéficos tiene varias ventajas sobre los pesticidas y fertilizantes de
sintesis quimica: 1) son mas seguros, 2) el posible dafio ambiental y el riesgo para la salud humana son
mucho menores, 3) presentan actividad mas especifica contra el blanco, 4) son efectivos en pequefias
dosis, 5) pueden multiplicarse en el sitio de accidn pero son controlados por la planta y por la microflora
presente en la raiz, 6) se descomponen mas rapidamente que los agroquimicos, 7) dada la diversidad de
mecanismos, la aparicidn de resistencias se ve reducida y 8) pueden aplicarse en sistemas de manejo de

enfermedades convencional e integrado (Berg 2009).

1.1 Control biolbgico de patbgenos de plantas

El control biolégico fue definido en 1987 por la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos como
el uso de organismos naturales o modificados, genes o sus productos, para reducir los efectos de
organismos indeseables (pestes) y favorecer el desarrollo de organismos deseables tales como cultivos,

arboles, animales, insectos y microorganismos benéficos.

Un ejemplo donde el antagonismo frente a patdgenos vegetales se expresa notablemente son los suelos
supresivos. Estos son suelos donde hongos fitopatdégenos son incapaces de persistir, o estando
presentes no alcanzan a inducir sintomas severos de enfermedad en el cultivo susceptible. Este inusual
fendmeno ha sido bien caracterizado por métodos convencionales y métodos moleculares, llegandose a
la conclusién de que la supresion es el resultado de la presencia de ciertas rizobacterias con actividad
antifungica (Mendes et al. 2011). Se ha demostrado que algunas cepas de Pseudomonas spp.

productoras de antibidticos son frecuentemente aisladas de estos suelos (Mazzola et al. 2009). Algunos
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ejemplos de ello son la supresion del take-all del trigo (Raaijmakers & Weller 1998), la podredumbre

negra de raiz del tabaco (Keel et al. 1996) o el marchitamiento inducido por Fusarium spp. en tomate

(Haas & Défago 2005).

Tabla 1.1. Agentes de control bioldgico (ACB) y patosistemas sobre los que actian a través de diversos

mecanismos.
ACB / Patégeno / Modo de Mecanismo Referencia
Hospedero accion especifico
Paenibacillus sp./Fusarium Hiperparasitis- Desorganizacion de (Budi et al. 2000)
oxysporum/Sorgo mo /predacion pared celulary

contenido
Lysobacter enzymogenes/ Enzimas liticas Quitinasas, B-1,3- (Li et al. 2008)
Fusarium graminearum/trigo Glucanasas
Serratia plumuthica/Botrytis Enzimas liticas Quitinasas (Frankowski et al. 2001)
cinerea/varios hospederos
Stenotrophomonas maltophilia/ Enzimas liticas Proteasas (Dunne et al. 2000)

Pythium ultimum/Cafia de azlcar

Bacillus amyloliquefaciens/ Antibioticos Bacillomicina, fengicina (Koumoutsi et al. 2004)
Fusarium oxysporum/maiz

Agrobacterium radiobacter/ Antibioticos Agrocina 84 (Vicedo et al. 1993)
Agrobacterium tumefaciens/varios

hospederos

Pseudomonas fluorescens/Pythium Antibioticos 2,4- (Shanahan et al. 1992)
spp./Cafia de azucar diacetilfluoroglucinol

Pseudomonas fluorescens/Pythium Antibioticos Pioluteorina, (Howell & Stipanovic 1980)
ultimum/cafa de aztcar pirrolnitrina

Pseudomonas fluorescens/ Antibioticos 2-hexil, 5-propil (Cazorla et al. 2006)
Rosellinia necatrix/palta resorcinol

Pseudomonas chlororaphis/ Antibioticos Fenazinas (Chin-A-Woeng et al. 2001)
Fusarium oxysporum/tomate

Streptomyces violaceusniger/Pythium Antibioticos Polienos (Trejo-Estrada et al. 1998)
ultimum/cafa de aztcar

Pseudomonas sp./Phytophthora Antibioticos Lipopeptidos ciclicos (Raaijmakers et al. 2006)
infestans/tomate

Enterobacter cloacae/Pythium spp./ Desechos Amoniaco (Howell et al. 1988)

cafia de azlcar metabdlicos

Pseudomonas fluorescens/ Desechos Acido cianhidrico (Voisard et al. 1989)
Phytophthora infestans/tomate metabdlicos

Pseudomonas fluorescens/
Fusarium oxysporum/trigo

Interferencia
quimica y fisica

Desorden del didlogo
molecular

(Duffy et al. 2003)

Collimonas fungivorans/Fusarium
oxysporum/tomate

Competencia

Consumo de exudados y
lixiviados

(Kamilova et al. 2007)

Pseudomonas pseudoalcaligenes/
Rosellinia necatrix/palta

Competencia

Ocupacion de nicho

(Pliego et al. 2008)

Pseudomonas putida/diferentes
patégenos/pepino

Competencia

Captura de sideréforos y
hierro

(Loper & Henkels 1999)

Varias combinaciones IRS Deteccidn de patrones (Nurnberger & Lipka 2005)
moleculares asociados a
patdgenos
Pseudomonas putida/Phytophthora IRS Induccién mediada por (van Loon 2007)
infestans/papa fitohormonas

adaptado de Pliego et al. 2010
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El efecto biocontrolador puede ser directo o indirecto, aunque ambas acciones biocontroladoras pueden
expresarse simultdaneamente. El antagonismo directo requiere del contacto fisico entre los
microorganismos involucrados y utiliza mecanismos especificos de inhibicién del patégeno tales como
parasitismo y depredacidn, produccién de antibiéticos e interferencia de sefales de comunicacion. El
antagonismo indirecto no involucra una agresion directa hacia el patdgeno sino que se da mediante
competencia por nutrientes y nicho, y mediante activacion de la respuesta sistémica en la planta (Tabla
1.1). La mayoria de estos mecanismos de biocontrol han sido descriptos para Pseudomonas
fluorescentes (Walsh et al. 2001; Lugtenberg et al. 2002). La presencia de varios de estos mecanismos
en un mismo microorganismo hace factible el control de mas de una enfermedad vy dificulta la aparicion

de resistencia en el organismo blanco (Whipps 2001).

1.2 Mecanismos de biocontrol

1.2—1 Parasitismo y depredacidon

Diversas bacterias y hongos del suelo son capaces de sintetizar enzimas hidroliticas extracelulares tales
como quitinasas, 8-1-3 glucanasas, lipasas, celulasas y proteasas, las cuales hidrolizan una gran variedad
de polimeros. La degradacion enzimatica de quitina, celulosa, glucanos y proteinas presentes en las
paredes celulares de hongos y oomicetes, con la finalidad de obtener nutrientes, es un mecanismo de
biocontrol dado que inhibe el crecimiento o elimina completamente al patdégeno (Markovich &
Kononova 2003). Dentro de las bacterias, los actinomicetes son quienes presentan mas frecuentemente
la capacidad de parasitar y degradar patdgenos fungicos (Crawford 1995; Frées et al. 2012). La
participacion de las enzimas hidroliticas en el biocontrol de patdgenos en la rizésfera ha sido dificil de
comprobar ya que generalmente las bacterias biocontroladoras son capaces de sintetizar diferentes
antibidticos de forma simultdnea. Las enzimas hidroliticas y los antibidticos pueden actuar
sinérgicamente como en el caso de la cepa Pseudomonas syringae pv. syringae B359. Dicha cepa es

capaz de sintetizar varios antibiéticos lipopeptidicos y cuatro tipos de enzimas hidroliticas, los cuales
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actuando en conjunto tienen un efecto sinérgico en la inhibicién de diversos hongos patdgenos

(Fogliano et al. 2002).

1.2—2 Competencia por nicho y nutrientes

Una colonizacién radicular exitosa depende de la capacidad de competir por nutrientes en la raiz. La
competencia entre microorganismos benéficos y patdgenos por nichos en la raiz puede resultar en una
disminucidn en la severidad de enfermedades de los cultivos (Kamilova et al. 2005). Un microorganismo
altamente competitivo puede desplazar a los patdgenos del sitio de infeccion, logrando asi una menor
incidencia de la enfermedad. Es importante que el microorganismo benéfico sea capaz de colonizar las
mismas zonas de la raiz por donde el patdgeno se introduce en la planta (Pliego et al. 2010). En un
trabajo reportado por Pliego y colaboradores (2008), se seleccionaron dos cepas de Pseudomonas
pseudoalcaligenes AVO110 y P. alcaligenes AVO73 por su excelente capacidad colonizadora de raiz de
palta y por su antagonismo frente a Rosellinia necatrix. Sin embargo, sélo una de las cepas fue capaz de
proteger a la planta del ataque del patégeno. Se observé que las cepas colonizaban diferentes sitios de
la raiz y que la cepa biocontroladora se ubicaba en el mismo sitio que el patdégeno utilizaba para

introducirse en la planta.

La competencia por hierro, un nutriente esencial para todos los seres vivos, ha sido ampliamente
documentada. En el suelo, la disponibilidad de hierro en su forma soluble, Fe3+, generalmente es
limitada. Para acceder al nutriente, muchos microorganismos producen compuestos quelantes de alta
afinidad por el hierro denominados sideréforos. La competencia por hierro como mecanismo de control
bioldogico fue inicialmente reportada por Kloepper y colaboradores (1980). Los sideréforos son
estructuralmente diversos y se clasifican de acuerdo al grupo funcional en catecoles (enterobactina,
vibriobactina, yersiniabactina y pioquelina), hidroxamatos (alcaligina y desferroxamina B) y carboxilatos
(stafiloferrina A y acromobactina) (Miethke & Marahiel 2007). Las Pseudomonas fluorescentes secretan
un tipo de sideréforo denominado pioverdina que es de tipo hidroxamato-catecolato (Botelho &
Mendonga-Hagler 2006) y es el responsable de la fluorescencia de las cepas bajo luz UV. Las pioverdinas

son los principales sideréforos utilizados por las Pseudomonas spp. debido su mayor afinidad por el ion
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férrico (Youard et al. 2011). Un ejemplo de competencia por hierro como mecanismo de control
bioldgico es el de P. putida WCS358 la cual es capaz de controlar enfermedades causadas por Fusarium
en clavel y rabano (Botelno & Mendoncga-Hagler 2006). Algunas Pseudomonas son capaces de
internalizar el ion férrico utilizando sideréforos heterdlogos, sintetizados por microorganismos que
cohabitan la rizésfera, lo cual aumenta la carencia del nutriente en los microorganismos competidores

(Loper & Henkels 1999; Saharan & Nehra 2011).

1.2—-3 Metabolitos secundarios con accioén antimicrobiana

Varios antibiéticos producidos por microorganismos han demostrado ser muy efectivos en la supresién
de patdgenos de plantas. Algunos ejemplos que han sido bien caracterizados son los derivados
fenazinicos (Phz), fluoroglucinol (Phl), pioluteorina (PIt), pirrolnitrina (Prn), acido cianhidrico (HCN), y
lipopeptidos ciclicos (LPC), zwitermicina A y kanosamina (Milner et al. 1996; Haas & Keel 2003; Emmert
et al. 2004; Raaijmakers et al. 2006; Perneel et al. 2008). También se han descripto otros metabolitos
involucrados en el biocontrol como por ejemplo 2-hexil-5-propil resorcinol (HPR) (Cazorla et al. 2006).
En general la sintesis de metabolitos secundarios antimicrobianos es muy sensible a las condiciones
ambientales de la rizosfera tales como contenido de minerales del suelo, tensién de oxigeno,
condiciones osmdticas, contenido de carbono orgdnico y la presencia de metabolitos provenientes de

otras bacterias, hongos y plantas que pueden interferir con la sintesis de los mismos (Pliego et al. 2011).

1.2—4 |nduccibdn de respuestas de defensa en las plantas

Algunos rizobacterias no patdgenas interactlan con las plantas hospederas estimulando un estado de
alerta que las protege frente a un posterior ataque de patégenos, fendmeno conocido como respuesta
sistémica inducida (ISR de: Induced Systemic Response). Este estado de preparacion para un posible
ataque hace que las respuestas de defensa se activen aceleradamente y se extiendan a todos los
érganos de la planta en presencia de un patdgeno. Si bien se conocen varias moléculas sintetizadas por

la bacteria inductora capaces de estimular la ISR, existe muy poca informacién disponible acerca de los
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mecanismos moleculares que regulan el reconocimiento de dichos elicitores por parte de las células
vegetales. Los determinantes bacterianos involucrados en la ISR son lipopolisacaridos (Leeman et al.
1995), siderdéforos (Maurhofer et al. 1994), flagelos (Meziane et al. 2005), 2,4-diacetilfloroglucinol
(Weller et al. 2012), piocianina (Audenaert et al. 2002), biosurfactantes (Ongena & Jacques 2008) y
compuestos organicos volatiles (Ryu et al. 2004). Ante esta enorme variedad de elicitores y la enorme
diversidad de microorganismos que habitan la rizosfera, cabria esperar que todas las plantas estuvieran
en estado de defensa inducido. Sin embargo los estudios en campo han determinado que para obtener
una ISR efectiva se requiere de una densidad poblacional de al menos 10’ UFC/g de raiz de la bacteria
inductora. Los estudios de dosis respuesta han determinado que un agente de control biolégico debe
estar presente en al menos 10° UFC/g raiz para Pseudomonas ya sean productoras de antibidticos o
inductoras de ISR (Raaijmakers et al., 1995). Dado que es muy poco probable que exista una densidad
poblacional de ese tamafio para un genotipo bacteriano especifico, es muy dificil encontrar un

fendmeno de ISR naturalmente, salvo en suelos supresivos (Bakker et al. 2013).

1.3 Mecanismos de promocion directa del crecimiento vegetal

1.3—1 Aporte de nutrientes hacia la planta hospedera

Muchas bacterias incluyendo a las Pseudomonas fluorescentes pueden promover el crecimiento de las
plantas directamente mediante el aporte de nutrientes o de hormonas del crecimiento. Las bacterias
que facilitan la adquisicion de nutrientes por la planta se denominas biofertilizantes. Un ejemplo
ampliamente estudiado es el aporte de nitrégeno por bacterias fijadoras de N, atmosférico, las cuales
pueden vivir colonizando diversos tejidos de la planta o formando nédulos en la raiz. Estas bacterias
sintetizan un complejo enzimatico denominado nitrogenasa el cual cataliza, mediante un proceso
energéticamente muy costoso, la reduccion del N, a amonio. Ambas partes, planta y microorganismo, se
benefician ya que a su vez la planta aporta al simbionte compuestos carbonados (Pliego et al. 2011). La
interaccién rizobio—planta es, en la mayoria de los casos, altamente selectiva. Azospirillum es un

ejemplo de fijadora libre y se ha aplicado como fertilizante de trigo, sorgo y maiz (Berg 2009). Hasta
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hace unos afios se pensaba que el género Pseudomonas no estaba involucrado en la fijaciéon de
nitrogeno atmosférico. Sin embargo, luego de la secuenciacion del genoma entero de la cepa
Pseudomonas stutzeri A1501, se pudo comprobar que poseia los genes necesarios para fijar N,,
organizados dentro de una isla gendmica y por ende posiblemente obtenidos por transferencia
horizontal (Yan et al. 2008). Dicha regién del genoma de P. stutzeri A1501 fue utilizada para transformar
la cepa de P. protegens Pf-5, la cual es una excelente biocontroladora de enfermedades de plantas. La
cepa transformada fue capaz de promover el crecimiento de Arabidopsis thaliana, y plantas de interés
agronémico como alfalfa, festuca y maiz en condiciones de deficiencia de nitrégeno, abriendo una

nueva perspectiva para la produccién de inoculantes modificados genéticamente (Setten et al. 2013).

Otro ejemplo de biofertilizantes son las bacterias solubilizadoras de fosfato, las cuales estan tomando
gran relevancia debido a la gran demanda de este nutriente. El fosforo es el segundo elemento limitante
del crecimiento vegetal, después del nitrégeno (Gyaneshwar et al. 2002). La mayoria de los suelos
agricolas poseen grandes reservas de fosforo debido a la repetida aplicacion de fertilizantes quimicos.
Sin embargo, los iones fosfatos reaccionan con numerosos componentes del suelo siendo rapidamente
inmovilizados en formas organicas mediante reacciones metabdlicas o en particulas del suelo por
adsorcidén y precipitacion. Estas formas de fosfato son inaccesibles para las plantas y sélo una pequeiia
fraccion del fosfato agregado al suelo se encuentra disponible para su absorcidon por las raices
(Gyaneshwar et al. 2002). Entre el 30 y 70 % del fésforo presente en el suelo puede encontrarse en
forma organica (Shang et al. 1996). Los microorganismos del suelo juegan una importante funcion en el
ciclo del fésforo ya que son capaces de convertirlo en formas asimilables para las plantas (Richardson &
Simpson 2011). La movilizacion de fosfatos por los microorganismos del suelo involucra dos procesos: la
solubilizacidn del fésforo a partir de fuentes inorgdnicas y la mineralizacidon de fésforo orgdanico. Varias
enzimas tales como fosfatasas no especificas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas pueden liberar el fésforo
contenido en la fraccién orgdnica, mientras que el fésforo inorganico es liberado principalmente por
acidos orgéanicos como el acido glucénico (Berg 2009; de Werra et al. 2009). Las bacterias solubilizadoras
de fosfato (PSB: phosphate solubilizing bacteria) pueden aumentar el contenido de fésforo en los tejidos

vegetales (Awasthi et al. 2011). Entre las mas conocidas PSB, se encuentran especies pertenecientes a

Capitulo 1 11



los géneros Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus, Escherichia, Acinetobacter, Enterobacter y

Burkholderia (Collavino et al. 2010).

1.3-2 Sintesis de fitohormonas

Las hormonas vegetales gobiernan el crecimiento de las plantas mediante el control espacial y temporal
de la division, crecimiento y diferenciacion celular. Las fitohormonas juegan un papel esencial en las
respuestas a estreses bidticos y abidticos (Peleg & Blumwald 2011). Los microorganismos productores
de compuestos similares a fitohormonas pueden aportarlos al pool/ de hormonas de la planta hospedera,
interviniendo en la fisiologia de la planta y favoreciendo su supervivencia (Dodd et al. 2010). Las
fitohormonas actuan a bajas concentraciones y pueden ser de tres tipos: auxinas, citoquininas y
giberelinas. Dentro de las auxinas, el acido indolacético (AlIA) es el mas encontrado entre las
rizobacterias. Existen varias vias de sintesis de AIA, las cuales en su mayoria utilizan triptéfano (Trp)
como precursor. Las plantas cuyos exudados radiculares son ricos en triptéfano son mds propensas a la
promocion del crecimiento por bacterias productoras de AIA que las que no excretan el aminoacido
precursor. Por ejemplo, en plantas de rabano, que excretan grandes cantidades de Trp, se pudo
observar el efecto promotor de la cepa productora de AIA P. fluorescens WCS365, mientras que no se
observd en plantas que excretan 10 veces menos Trp como tomate, pepino y pimiento (Kamilova et al.
2006). La presencia de AlA en la rizésfera estimula la formacidn de raices laterales y pelos radiculares, lo

cual aumenta enormemente la superficie de absorcidn de las raices.

Las citoquininas intervienen en la division celular y actian a nivel de raices, hojas, flores, frutos y
semillas. El dpice de las raices y las semillas en germinacién son sitios de alta concentracion de esta
hormona (Pliego et al. 2011). Dentro de las bacterias productoras de citoquininas se encuentran los
géneros Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas, Paenobacillus, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, y
Rhizobium, los cuales son capaces de promover el crecimiento de las plantas (Garcia de Salamone et al.

2001).
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Las giberelinas intervienen en diversos procesos fisioldgicos de las plantas superiores, favoreciendo en
especial la elongacidn de las raices (Pliego et al. 2011). Estas hormonas, de las cuales se conocen mas de
130 tipos, son diterpenoides y pueden ser sintetizadas también por hongos y bacterias (Dodd et al.
2010). El primer reporte de una via biosintetica bacteriana para giberelinas fue en una cepa de B.

japonicum (Morrone et al. 2009).

Algunas bacterias son capaces de disminuir la formacidn de etileno por las plantas mediante la
produccion de la enzima la 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminasa. Esta enzima hidroliza
el ACC, un intermediario en la sintesis de etileno, con la formacidn de a-cetobutirato y amonio y esta
presente en una gran diversidad de organismos tales como levaduras, hongos y bacterias. Las PGPR son
capaces de disminuir los niveles de etileno producidos por la planta frente a un estrés ambiental
(Penrose et al. 2001). En estas situaciones las plantas producen dos picos de etileno: un pequefio
aumento inicial a pocas horas de sufrido el estrés, que posiblemente active genes de defensa y un
segundo incremento mas intenso unos pocos dias mds tarde, que genera efectos negativos sobre la
planta tales como senescencia, clorosis y abscision (Glick et al. 2007). Se ha propuesto un modelo que
explica el efecto promotor de las bacterias productoras de ACC desaminasa (Glick et al. 2007). Las
bacterias productoras de AIA estimulan en las plantas la sintesis de ACC sintasa, la cual convierte S-
adenosil metionina (SAM) en ACC. El ACC es en parte exudado por las raices donde es hidrolizado por las
bacterias productoras de ACC desaminasas. Para mantener el equilibrio entre la concentracién de ACC
dentro y fuera de las raices, la planta secreta mas ACC, disminuyendo el ACC disponible para producir
etileno, y de esta forma disminuyendo el efecto inhibidor del etileno producido frente a un estrés.
También disminuye la represién del etileno sobre la sintesis de AlA, lo cual resulta en un aumento de
esta hormona y por ende en un efecto promotor. Los genes para la sintesis de ACC desaminasa han sido

caracterizados en varias cepas de Pseudomonas spp. (Klee et al. 1991; Cheng et al. 2007).
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1.4 Pseudomonas fluorescentes

Varios géneros bacterianos han sido ampliamente estudiados debido a que suelen presentar
caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal. Bacterias del género Azospirillum y Rhizobium son
clasicos ejemplos de promotores directos del crecimiento vegetal, mientras que bacterias de los géneros
Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas y Streptomyces y hongos del género Ampelomyces,

Coniothyrium y Trichoderma estan asociados al control bioldgico de patégenos (Berg 2009).

Dentro de estos género, las Pseudomonas spp. se caracterizan por ser excelentes colonizadoras de raiz y
se han reportado frecuentemente como excelentes agentes de control biolégico. Las Pseudomonas
fluorescentes presentan una amplia bateria de mecanismos de promocién directa e indirecta del
crecimiento vegetal. Este grupo constituye una coleccién heterogénea de cepas no entéricas, Gram
negativas, quimioheterdtrofas, generalmente aerobias, no fermentativas y maoviles, las cuales presentan
un flagelo polar (Dwivedi & Johri 2003). Comprende las especies P. aeruginosa, P. aureofaciens, P.
chlororaphis, P. fluorescens, P. putida y las especies fitopatdgenas P. cichoriiy P. syringae. Se diferencian
del resto de las Pseudomonas por su caracteristico pigmento soluble de color amarillo-verdoso, el cual
fluoresce cuando es observado bajo luz ultravioleta (Meyer & Abdallah 1978) y que corresponde a los

siderdéforos de tipo pioverdina.

Las Pseudomonas fluorescentes presentan caracteristicas que las hacen muy adecuadas para su
aplicacién como inoculantes, por ejemplo pueden utilizar una amplia variedad de fuentes de carbono,
genéticamente son faciles de manipular, abundan en suelos y raices debido a que son buenas
colonizadoras, presentan una alta tasa de crecimiento, y pueden ser introducidas en la rizésfera por

bacterizacion de semillas (Whipps 2001).

Las Pseudomonas fluorescentes se han aplicado exitosamente para el control de patdgenos vegetales en
diversos patosistemas. Los principales mecanismos de biocontrol se basan en la sintesis de metabolitos

secundarios y en la induccion de resistencia sistémica de la planta (Tabla 1.1).
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antecedentes

Pseudomonas fluorescens C119

El laboratorio de Ecologia Microbiana del IIBCE desarrolla una extensa linea de investigacién dedicada a
la caracterizacién de Pseudomonas fluorescentes nativas que favorecen el crecimiento de cultivos
forrajeros. En este marco se han aislado y caracterizado cepas capaces de promover el crecimiento de
lotus (Lotus corniculatus) y alfalfa (Medicago Sativa L.) (Bagnasco et al. 1998; De La Fuente et al. 2002;
De La Fuente et al. 2004; Quagliotto et al. 2009; Hofte & Altier 2010). La cepa P. fluorescens C119 fue
aislada de la rizdsfera de alfalfa en una prospeccion de microorganismos promotores del crecimiento de
esta forrajera (Yanes et al. 2012). Mediante ensayos in vitro se analizd la capacidad de antagonizar
distintos hongos fitopatdgenos y la presencia de diversos mecanismos de promocion directos e
indirectos. Se pudo comprobar que la cepa C119 era capaz de inhibir el crecimiento de Pythium
debaryanum, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani. Se detectd la produccidén de acido cianhidrico
(HCN), enzimas proteoliticas y un compuesto con actividad surfactante como posibles mecanismos de
proteccidon contra patdgenos (Yanes 2007). En cuanto a los mecanismos directos de promocién del
crecimiento vegetal, la cepa mostré capacidad para solubilizar fosfato tricdlcico.

Ensayos in vivo bajo condiciones controladas, donde se inocularon plantas de alfalfa con la cepa C119,
mostraron que ésta era capaz de controlar el damping-off causado por un aislamiento fuertemente
patogénico de P. debaryanum agregado al suelo. La presencia de la cepa disminuyd un 43% la incidencia
de la enfermedad (Yanes et al. 2004). Por otra parte, se analizd el efecto de la coinoculacion de C119
con el rizobio comercial utilizado para alfalfa y se determind que la presencia de la cepa no afectd los
parametros estudiados relacionados a la simbiosis (Arias et al. 2009). La capacidad promotora de la
alfalfa mostré resultados significativos cuando fue probada en distintos tipos de suelos, tanto en
condiciones controladas y como en ensayos de campo (Yanes & Arias 2009; Arias et al. 2009). No sélo
fue capaz de antagonizar patogenos del suelo sino que ademas generd un importante incremento de la
biomasa vegetal. Paralelamente se realizé el escalado y formulacidon de un inoculante en base a esta
cepa utilizando turba estéril como soporte. Se elaboré un medio de cultivo utilizando insumos de bajo

costo, con productos de descarte industrial, y se determind la relacion déptima carbono:nitrégeno,
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temperatura y pH 6ptimas para el crecimiento de la cepa. Esto representd una primera aproximacion
hacia la produccion de un inoculante adaptado a las condiciones de nuestro pais, de aplicacion en la
etapa de implantacidn de la alfalfa y que tiene en cuenta las practicas agricolas ya adoptadas por los

productores nacionales (Arias et al. 2009).

objetivos

objetivo general

Caracterizar la cepa nativa P. fluorescens C119 promotora del crecimiento vegetal.

objetivos especificos

. Evaluar el efecto promotor del crecimiento vegetal en alfalfa y el impacto en la diversidad de la
comunidad microbiana asociada a la raiz debido a la inoculacidn con la cepa P. fluorescens C119.

] Identificar genes asociados a las caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal, en el genoma
de la cepa P. fluorescens C119.

. Identificar y determinar la estructura del principal metabolito antifungico producido por P.
fluorescens C119.
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2.1 introduccidétn

2.1—1 Alfalfa: requerimientos nutricionales y problemas de implantaciéon

Las leguminosas forrajeras aportan grandes beneficios a los sistemas de produccién agropecuarios ya
que por un lado son una fuente de alimento de alta calidad para el ganado, pero ademds suministran
nitrégeno a los suelos mediante la asociacidon simbidtica con rizobios. El nitrégeno depositado en el
suelo, en raices y rastrojos, puede ser aprovechado por otras especies vegetales en las pasturas mixtas o
por cultivos agricolas en rotacion. Dentro de las leguminosas forrajeras, la alfalfa presenta cualidades
que se destacan frente a otras leguminosas. Posee un alto contenido nutricional y mantiene elevados
valores de calidad durante todo su ciclo. Es un cultivo de crecimiento estival, muy persistente y
tolerante a la sequia, lo que le permite alcanzar excelentes rendimientos productivos (Rebuffo et al.

2000)

La alfalfa presenta importantes requerimientos edaficos y nutricionales para una exitosa implantacion.
La calidad del suelo es muy importante ya que requiere pH neutro, texturas medias a livianas, buen
drenaje y profundidad, con alta disponibilidad de fésforo, donde puede expresar todo su potencial
productivo (Berg et al. 2007). En cuanto a los nutrientes necesarios, por un lado, el nitrégeno (N) puede
ser obtenido a través de la relacién simbidtica con Sinorhizobium meliloti, el cual realiza el proceso de
fijacion biolégica del nitrégeno (FBN) atmosférico (Hui¢ Babic¢ et al. 2008). En los suelos de nuestro pais
existen naturalmente algunas poblaciones nativas que nodulan alfalfa, sin embargo es recomendable la
inoculacién con cepas especificas de mayor eficiencia fijadora para asegurar la nodulacién. Por otra
parte, el fésforo (P) es un macronutriente con alto impacto en la productividad, calidad y persistencia de
la alfalfa (Berg et al. 2007). Estudios de respuesta al agregado de fertilizante fosfatado (superfosfato)
realizados en INIA La Estanzuela cuantificaron importantes incrementos de producciéon cuando se partio
de niveles bajos de disponibilidad de fosforo en el suelo (Rebuffo et al. 2000). Existe una relacién directa
entre la concentracién de fosforo en la planta de alfalfa y el contenido de nitrégeno, ya que los mayores

niveles de N en planta lo obtienen las alfalfas que presentan las mayores concentraciones de P. Esto
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puede explicarse en parte por el hecho de que una baja disponibilidad de P afecta el proceso de FBN y
afecta el nUmero y tamafio de los nddulos (Schulze & Drevon 2005). Otros nutrientes importantes para
la alfalfa son el potasio, el magnesio y el azufre (tabla 2.1) y en suelos deficientes deberian ser

enmendados.

Tabla 2.1- Rango o6ptimo de macronutrientes y micronutrientes en plantas de alfalfa en estado
vegetativo. Corresponde a los primeros 15 cm de la parte aérea.

S 0.26-0.50 Zn 21-70
P 0.26-0.70 Cu jul-30
Mg 0.30-1.0 B 30-80
Ca 1.8-3.0 Mo 1.0-5.0
K 2.0-3.5 Fe 30-250

Fuente: M. Rebuffo 2000

Debido al precio de la semilla, las densidades de siembra utilizadas y los requerimientos de herbicidas y
fertilizantes, la instalacion del cultivo de alfalfa requiere una inversidn alta. Es por ello que un correcto
manejo durante la etapa del establecimiento del cultivo es critico para amortizar el costo de

implantacion y lograr capitalizar las ventajas que ofrece esta leguminosa (Formoso, 2000).

Durante la implantacién de la alfalfa, cuando la plantula es mas susceptible, existe el riesgo de la
aparicion de enfermedades. Estas causan fallas en la emergencia y muerte de la plantula emergida y
estdn asociadas a infecciones causadas por oomicetos del género Pythium, responsables del "damping-
off' (Martin & Loper 2010). En la etapa de pre-emergencia la infeccién produce la pudriciéon de la
semilla, impidiendo su germinacién. La infeccidon de post-emergencia se caracteriza por la necrosis de la
radicula e hipocétilo y la pérdida de turgencia, lo cual provoca el colapso de la planta (Larkin et al. 1995).

Estas enfermedades ocurren cuando las condiciones ambientales son desfavorables para una rapida
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emergencia y establecimiento de las plantas, como por ejemplo exceso de lluvias, humedad y bajas

temperaturas del suelo (Ghorbani et al. 2008)

Las enfermedades pueden ser controladas mediante el tratamiento directo de la semilla con
agroquimicos como el metalaxil (formulacién comercial Apron, Novartis), el cual es un fungicida de
accion sistémica que no presenta efectos adversos sobre el rizobio (Muthomi et al. 2007). Sin embargo,
se han reportado aislamientos de Pythium resistentes a dicho fungicida (Brantner et al. 1998; Taylor et
al. 2002) por lo cual su eficacia se puede ver comprometida. A esto hay que sumarle los efectos nocivos
sobre el medio ambiente y la salud animal. En general, el uso de curasemillas no es una practica

comunmente utilizada en el cultivo de alfalfa (Gonzalez 2013).

Las posibles alternativas para el manejo de enfermedades son el uso de cultivares genéticamente
resistentes y el control bioldégico de los patdégenos. La obtencién de germoplasma resistente a
enfermedades se ha logrado para diversos patdgenos de la alfalfa pero no para Pythium spp. (Lamb et
al. 2006; Li & Brummer 2012). El control bioldgico resulta, entonces, una alternativa viable y menos
agresiva para el medio ambiente que el uso de agroquimicos. Algunos ejemplos de bacterias rizosféricas
antagonicas que mostraron una mejora en la implantacién de la alfalfa luego de su inoculacién son
Bacillus spp. (Jo Handelsman et al. 1990), Streptomyces spp. (Xiao et al. 2002) y Pseudomonas spp.

(Villacieros et al. 2003; Guiiazu et al. 2009).

2.1-2 Introduccidon de un inoculante bacteriano en el suelo

Los microorganismos del suelo, a pesar de ocupar un pequefio volumen, poseen funciones vitales en
varios ciclos geoquimicos como el ciclado de nitrégeno, azufre y fésforo y la descomposicidn de residuos
organicos (Torsvik & @vreds 2002). Estas funciones bacterianas se encuentran distribuidas entre
diferentes grupos tréficos y se llevan a cabo mediante la descomposicion de exudados y restos
vegetales, la sintesis de nuevos compuestos, la liberacién de nutrientes a partir de formas inorganicas
insolubles y la transformaciéon del N, atmosférico a N disponible para los seres vivos. Los

microorganismos contribuyen a la formacion y el mantenimiento de la estructura edafica del suelo
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mejorando la agregacidn, aireacién e infiltraciéon de agua en el suelo (Kirk et al. 2004). Por otra parte
también pueden tener accidn antagodnica contra insectos, patdgenos de plantas y malezas (Kennedy

1999).

El funcionamiento de los ecosistemas es gobernado ampliamente por la dinamica de las bacterias del
suelo, siendo la diversidad de microorganismos fundamental para sostenerlo (Mori et al. 2013). Las
perturbaciones humanas asociadas con la agricultura generan impactos sobre la diversidad, estructura y
productividad de los ecosistemas (Vitousek et al. 1997). A medida que aumenta la conciencia sobre la
importancia de los organismos del suelo en la regulacién de los procesos ecosistémicos, aumentan los
estudios de cdmo los microorganismos responden a perturbaciones, especialmente a aquellas
relacionados a la agricultura (van der Heijden et al. 2008). La estabilidad de los ecosistemas después de
una perturbacion depende de la resistencia (la capacidad del sistema para resistir la perturbacion) y la
resiliencia (la capacidad del sistema para recuperarse después de la perturbacion) (Shade et al. 2012).
Cuanto mayor es la diversidad de microorganismos, menor es la distorsién en el funcionamiento del
ecosistema, ya que aumenta el nimero de especies que pueden responder de manera diferente a la

perturbacion (Trabelsi & Mhamdi 2013).

La introducciéon de un inoculante bacteriano para el control bioldégico de patégenos vegetales,
biofertilizacion o biorremediacion, implica la liberacién al ambiente de altas densidades de bacterias
eficientes y buenas colonizadoras. Esto genera perturbaciones, aunque posiblemente transitorias, a
nivel de las comunidades microbianas del suelo y/o la rizésfera (Trabelsi & Mhamdi 2013). El anélisis de
la persistencia, diseminacién y actividad del microorganismo introducido es fundamental para evaluar
su eficacia y el impacto que tendra en las comunidades microbianas residentes (Jaderlund et al. 2008;
Troxler et al. 2012). Usualmente, la poblacion de un microorganismo introducido en un ecosistema
disminuye gradualmente debido a estreses abidticos e interacciones con la microflora residente (Ryder
1994; Fischer et al. 2010). Sin embargo el suelo es muy heterogéneo y esta compuesto por micro
habitats contrastantes que pueden influir en la sobrevivencia del inoculante. Por su parte, el
microorganismo exogeno puede entablar complejas interacciones con los microorganismos residentes,

existiendo la posibilidad de que produzca metabolitos secundarios antimicrobianos que los inhiba o
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elimine. Algunos estudios demostraron que a mayor diversidad bacteriana en el suelo, menor es la
supervivencia de una cepa de Escherichia coli patégena, debido a que su habilidad para competir se veia
disminuida (van Elsas et al. 2012). En un ambiente mas diverso aumentan las posibilidades de encontrar
microorganismos competitivos, con bajos requerimientos y capaces de consumir rapidamente los
recursos existentes de manera que los microorganismos menos competitivos dificilmente prosperen.

Existen reportes de los efectos que tiene la introduccion de un inoculante rizosférico en la estructura de
la comunidad microbiana nativa asociada a una planta (tabla 2.2), pero mas estudios son necesarios.
Hoy en dia existe la tecnologia necesaria para medir y evaluar modificaciones de las comunidades
microbianas a nivel filogenético y funcional gracias al desarrollo de métodos moleculares que permiten
analizar toda la comunidad microbiana y no sélo las bacterias cultivables. De esta forma es posible
conocer posibles riesgos sobre los microorganismos rizosféricos cuando se proyecta aplicar una bacteria

promotora del crecimiento vegetal a grandes superficies de suelo.
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Tabla 2.2- Impacto de la introduccién de un inoculante microbiano en la estructura de la comunidad microbiana asociada a la planta hospedera. Recopilacién de articulos.

Tipo de inéculo | Especie Técnica Principales resultados Referencia
Rizobio S. meliloti L33 SSCP La diversidad bacteriana en la rizésfera de Medicago sativa fue afectada. La cantidad de (Schwieger & Tebbe 2000)
miembros de las y-proteobacterias disminuyé y el de w-proteobacterias aumentd
Mezcla de DGGE Se observé un aumento en la diversidad debido a cambio de estacion y no debido a la (Herrmann et al. 2012)
Ensifer inoculacién . DGGE brindé poca informacién sobre la comunidad bacteriana.
S. meliloti TGGE La persistencia de ciertas y-proteobacteria se vié afectada en la rizésfera de alfalfa. TGGE | (Dillewijn et al. 2002)
M401/M403 resulté bueno para identificar cambios dependientes de M403.
R. gallicum 8a3 T-RFLP Cambios significativos en la estructura y diversidad bacteriana en el suelo del poroto (Trabelsi et al. 2012; Trabelsi et
E. meliloti 4H41 comun. Aumento de a- y y-proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria. La inoculacién dual | 5| 201 1)
fue menos efectiva que la individual.
S. meliloti gPCR Se vieron afectadas las bacterias involucradas en la ciclacion del nitrégeno de acuerdo a (Hui¢ Babié¢ et al. 2008)
S26/0S6 la abundancia de genes nifH en fase de floracion tardia. Se observé un aumento de copias
del gen amoA durante la floracién.
Azospirillum A. brasilense DGGE, RISA | No se observaron efectos importantes sobre las comunidades bacterianas del maiz en dos | (Lerner et al. 2006)
Cd/Sp245 suelos y sistemas productivos diferentes
A. lipoferum RISA La inoculacién de maiz aumenté la variabilidad entre muestras de las comunidades (Baudoin et al. 2009)
CRT1 bacterianas para plantas individuales. No se modificé el nimero total de bacterias
rizosféricas
A. brasilense CLPPs Se observaron cambios en los perfiles fisiolégicos de las comunidades microbianas (Garcia de Salamone et al.
40M/42M asociadas con las raices del arroz. 2010)
AMF G. intraradices DGGE La inoculacién afecté la comunidad bacteriana rizosférica de la arveja. Cuatro de cinco (Wamberg et al. 2003)
bandas especificas fueron suprimidas. Previo a la floracién, los AMF disminuyeron la tasa
respiratoria de la rizésfera y el n2 de protozoarios, pero no afectaron el n2 de bacterias.
Durante la floracién los AFM estimularon la tasa respiratoria y disminuyeron el efecto
sobre protozoarios.
G. mosseae DGGE La inoculacién modificé significativamente la composicién bacteriana de la rizésfera de (Lioussanne et al. 2010)

G. intraradices

tomate. Las dos AFM mostraron comunidades bacterianas similares, pero se vieron

Capitulo 2

23




efectos especificos dependientes de especies.

Biocontrol P. fluorescens T-RFLP La inoculacion generé un efecto transitorio en la comunidad fangica de rizésfera de (Gao et al. 2012)
agents 2P24 DGGE pepino. Tanto por DGGE como por T-RFLP los resultados fueron similares.
P. chlororaphis FAME La inoculacién indujo cambios en los perfiles de FAME de la fraccién cultivable, y en la (Kozdrdj et al. 2004)
IDV1 comunidad microbiana total del maiz. La comunidad rizosférica pasé de ser
P. putida RA2 predominantemente Gram (+) a ser mayormente Gram (-).
Coinoculation de Pseudomonas DGGE La inoculacién generé un cambio significativo en la comunidad bacteriana. El consorcio (Roesti et al. 2006)
microorganismos Spp- PGPM generé un impacto mayor que los AMF. Un efecto sinérgico de la coinoculacion fue
AMF observado.
B. subtilis 101 DGGE La inoculacién del agente biocontrolador no mostré efecto signficativos en las (Felici et al. 2008)
A. brasilense comunidades fingicas y bacterianas de la rizésfera de tomate. La combinacion de ambas
Sp245 rizobacterias no mostré efectos sinérgicos en la biomasa de las plantas respecto a la
aplicacién por separado.
A. brasilense T-RFLP La inoculacién no mostré efectos significativos en las comunidades cultivables ni en los (Garcia de Salamone et al.
P. fluorescens CLPPs perfiles nifH T-RFLP de las bacterias diazotrépicas asociadas a la raiz del arroz. Si se 2012)

observe un efecto sinérgico en la coinoculacion.

Extraido de (Trabelsi & Mhamdi 2013)
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2.1-3 Métodos de estudio de la diversidad microbiana.

El método tradicional para determinar la diversidad microbiana ha sido identificar los organismos
cultivables de un sistema a nivel de especies y usar diferencias taxondmicas para medir la diversidad.
Mas recientemente, se han utilizado atributos de funcionamiento o procesos microbianos (ej. utilizacion
de sustratos) o el analisis de componentes estructurales (ej. analisis de acidos grasos) para distinguir
especies y diversidad. Aunque estas medidas pueden usarse para monitorear cambios en la estructura
global de la comunidad, no proveen informacién taxondmica detallada. Hoy en dia es posible recuperar
acidos nucleicos totales presentes en el suelo para analizar la informacién genética y determinar el
numero y la diversidad de microorganismos presentes en una muestra o incluso describir nuevas
especies (Kirk et al. 2004). De esta forma los métodos para medir la diversidad microbiana en el suelo
pueden clasificarse en dos grupos: bioquimicos y moleculares.

Dentro de las técnicas bioquimicas se incluye el recuento en placas, el perfil fisiolégico de la comunidad
por utilizacién de sustratos y el analisis de metilésteres de los acidos grasos (FAME: fatty acid methyl
ester). Este ultimo tiene la ventaja de que puede prescindir del cultivo de los microorganismos. Las
limitaciones de las metodologias que requieren el cultivo de los microorganismos son la seleccion de los
medios y las condiciones de crecimiento apropiados (temperatura, pH, luz), la incapacidad para cultivar
un gran numero de bacterias, posibles efectos inhibitorios del crecimiento entre colonias y el potencial
esparcimiento de las mismas (Kirk et al. 2004). La incapacidad de imitar los parametros ambientales en
el cultivo in vitro introduce sesgos que alteran la estructura de la comunidad al imponer condiciones de
crecimiento selectivas (Hunter-Cevera 1998).

Por su parte, las técnicas basadas en ADN pueden proporcionar una medida amplia de la diversidad y de
la composicion de las comunidades bacterianas del suelo, dado que contemplan tanto a los miembros
cultivables de la comunidad como a los no cultivables, los cuales son los predominantes (Kuske et al.
2002). Dentro de la amplia variedad de métodos moleculares se encuentran la hibridacién con sondas
fluorescentes (FISH: fluorescent in situ hybridization), contenido de guanina y citosina, polimorfismo en
el largo del fragmento de restriccion terminal (T-RFLP: terminal restriction fragment length

polymorphism), polimorfismo conformacional de la monohebra (SSCP: Single-strand conformational

Capitulo 2 25



polymorphism), |la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante o de temperatura (DGGE y TGGE:
Denaturing gradient gel electrophoresis y Temperature gradient gel electrophoresis), amplificacién y
secuenciacidon de los genes que codifican para las subunidades 16S y 18S del ARN ribosomal y la
secuenciacion masiva del ADN del suelo.

Muchas de estas metodologias se basan en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR: Polymerase
Chain Reaction) para poder amplificar pequefias cantidades de ADN y detectar microorganismos
presentes en bajo nimero en el ambiente (Hunter-Cevera, 1998). La mayoria de los métodos para
investigar la diversidad microbiana estan basados en el andlisis de la secuencia del gen que codifica para
el componente de la subunidad pequefia del ribosoma 16S o 18S ARNr, para procariotas o eucariotas
respectivamente, ya que permite a la vez la identificacion de los microorganismos y la prediccion de
relaciones filogenéticas entre ellos. Generalmente, se aisla el ADN de muestras ambientales y se
amplifica por PCR el ADN blanco (por ej. parte del gen del 16S ARNr) utilizando cebadores universales o
especificos. Posteriormente, los productos resultantes se separan de varias formas, obteniéndose una
“huella digital” (fingerprinting) de la comunidad (Rondon et al. 1999; Dahllof 2002; Kirk et al. 2004).

Dos métodos de fingerprinting de comunidades frecuentemente usados son la DGGE y el T-RFLP. El
primero permite separar moléculas con distinta secuencia de bases gracias a diferencias en sus
propiedades de desnaturalizacién, que resultan en variaciones en la distancia de migracién en un
gradiente quimico (McCaig et al. 2001). Tedricamente, es posible separar por DGGE moléculas de ADN
con tan sélo un par de bases de diferencia. Las bandas especificas de DGGE pueden ser escindidas del
gel, re-amplificadas y secuenciadas, para aportar mas informacion sobre microorganismos especificos y
grupos taxondmicos de la comunidad (Kirk et al. 2004). Este método permite comparaciones rapidas,
reproducibles y en cierto modo baratas, ya que varias muestras pueden ser analizadas
simultaneamente. Ademas permite la cuantificacién, comparando la presencia e intensidad relativa de
bandas individuales en los geles para calcular indices de diversidad y realizar analisis de agrupamiento
de los patrones de bandas (McCaig et al. 2001; Kirk et al. 2004). Tipicamente, los estudios de diversidad
microbiana incluyen el analisis de la diversidad relativa de comunidades a lo largo de un gradiente de

estrés, una perturbacién u otra diferencia bidtica o abidtica (Kirk et al., 2004).
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La técnica de T-RFLP, por su lado, permite obtener el perfil de la estructura de una comunidad
microbiana de forma sencilla y reproducible. Para ello se realiza una PCR utilizando un cebador marcado
con una molécula fluorescente como el TET (4,7,2V,7V-tetracloro-6-carboxifluoresceina) o el 6-FAM
(fosforamidita fluorocromo 5-carboxifluoresceina) para amplificar una regién seleccionada del gen 16S
ARNr u otro gen de interés a partir del ADN total de la comunidad. La mezcla de amplicones se digiere
con una enzima de restriccion y los fragmentos obtenidos son entonces separados mediante
electroforesis capilar. Dado que Unicamente son detectados los fragmentos de restriccion terminales
marcados, el patrén de bandas es simple y cada banda representa una unidad taxonémica operacional
(OTU: operational taxonomic unit) o ribotipo (Liu et al. 1997). Los cambios o diferencias en la estructura
de la comunidad microbiana pueden detectarse mediante la ganancia o pérdida de fragmentos
especificos de los perfiles (Engebretson & Moyer 2003; Schitte et al. 2008). El analisis estadistico de
agrupamientos de los datos T-RFLP puede determinar si las comunidades cuentan con poblaciones de
abundancias numeéricas similares. Es una excelente herramienta para comparar poblaciones, medir
cambios espaciales y temporales de las comunidades microbianas o monitorear comunidades
complejas. Esta técnica posibilita la adjudicacion de identidades taxondmicas a los fragmentos de
restriccion si se realizan al menos tres perfiles de T-RFLP a la misma muestra mediante la aplicacion de
enzimas diferentes y luego se comparan los fragmentos resultantes con bases de datos (Osborne 2014).
Tiedje y colaboradores (1999) compararon la identificacion y monitoreo de un conjunto de ribotipos
especificos mediante T-RFLP y DGGE, encontrando mejores resultados para la primera de las
metodologias. Sin embargo, ambas metodologias tienen ciertas limitaciones como el sesgo generado
durante el PCR y la seleccién de los cebadores. Ninguno de los cebadores mas utilizados pueden
amplificar todas las secuencias de eucariotas, bacterias y arqueas, ya que se basan en secuencias
conocidas de microorganismos cultivables (Liu et al. 1997)

El mejor método a utilizar para determinar la estructura de la comunidad microbiana del suelo depende
de las preguntas a contestar y de los recursos disponibles. Una posibilidad es la de usar multiples
métodos para analizar una muestra dada en la mayor cantidad de niveles posible, aportando una
imagen mas completa de la diversidad microbiana y una evaluacién mas global de los cambios en su

estructura y funcion (Kirk et al., 2004).
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2.2 estrategia de trabajo

La aplicacién de inoculantes bacterianos con la finalidad de promover el crecimiento de un cultivo y
protegerlo de enfermedades causadas por patégenos del suelo es una posible estrategia para disminuir
el uso de agroquimicos. Esta estrategia debe ser evaluada en profundidad para disminuir las tasas de
fracasos y mejorar la reproducibilidad y aplicabilidad en diferentes ambientes. En el presente trabajo se
analizd la capacidad de la cepa C119 para promover el crecimiento de la alfalfa en condiciones de
campo. La cepa se introdujo en el ensayo mediante bacterizacién de las semillas previo a la siembra.
Para ello se utilizé una formulacién a base de turba, que es comunmente utilizada para la inoculacién de
rizobios en leguminosas. Se aplicaron dos tratamientos: uno consistié en recubrir las semillas con una
mezcla de la cepa C119 y el rizobio comercial de alfalfa (S. meliloti U45) y otro tratamiento consistio en
recubrir las semillas Unicamente con el rizobio comercial. Este ultimo fue utilizado como control. Los
pardmetros medidos para evaluar la efectividad de la cepa promotora fueron colonizacién y persistencia
en las raices, nimero de plantas sanas y biomasa aérea vegetal. También se evalud, mediante métodos
moleculares, la estructura de la comunidad microbiana presente en la rizosfera de alfalfa sometida a los

dos tratamientos, para establecer posibles impactos de la presencia de la cepa C119.

2.3 metodologia

2.3-1. Preparacion del inoculante y viabilidad del mismo

Se prepard un inoculante en base a turba y la cepa P. fluorescens C119 de acuerdo al protocolo
desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Arias et al. 2009). Se realizaron cultivos de la cepa en
100ml| de medio KB, el cual se incubd por 48 hrs a 30°C y agitacidon (200rpm). Se inyectaron 100ml de
cultivo, en forma aséptica, dentro de una bolsa de polipropileno conteniendo 130g de turba estéril. Se

prepararon dos bolsas de inoculantes las cuales fueron selladas y mantenidas a temperatura ambiente
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durante 30 dias. Se realizaron recuentos de UFC por gramo de turba a los 15 y 60 dias (un dia antes de la
bacterizacion de las semillas) de preparado el inoculante. Para el recuento se tomé asépticamente 1g de
turba inoculada y se mezclé con 100ml de pirofosfato de sodio (NasP,0;) 0.1% estéril. Luego de 1h de
agitacion a 30°C y 200rpm, se realizaron diluciones seriadas y se sembraron, por triplicado, gotas de
10uL en placas de KB. Las placas se incubaron por 24h a 30°C luego de lo cual se contaron las colonias

presentes.

2.3-2 Bacterizacion de las semillas de alfalfa

Un dia antes del establecimiento del ensayo de campo se realizé la bacterizacién de las semillas de
alfalfa con dos tratamientos. Un tratamiento consistié en una mezcla (1:1) del inoculante con la cepa P.
fluorescens C119 y el inoculante comercial S. meliloti U45 proporcionado por Lage & Cia. El otro
tratamiento, utilizado como control, se generé mezclando en partes iguales el inoculante comercial en
base a rizobio con turba estéril para obtener la misma densidad de indculo que en el tratamiento
anterior. A cada uno de las preparaciones se les agregé una solucion adherente de metilcelulosa al 1.5%
de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Finalmente las diferentes mezclas se utilizaron para

bacterizar semillas de alfalfa cultivar Chana en una dosis de 50g de inoculante/kg de semilla.

2.3-3. Recuentos bacterianos en semillas de alfalfa

Para determinar el nimero de bacterias provenientes de la turba que efectivamente fueron adheridas a
las semillas de alfalfa se realizaron recuentos de UFC/semilla. Se colocaron 10 semillas bacterizadas en
10ml de pirofosfato de sodio 0.1% estéril y se agitaron vigorosamente en vortex durante 10min para
desprender las bacterias adheridas. Se realizaron diluciones seriadas y se sembraron, por triplicado,
gotas de 10pL en placas de KB. Las placas fueron incubadas por 24h a 30°C luego de lo cual se contaron

las UFC, fluorescentes bajo luz UV, de cada dilucién.

2.3-4. Ensayo en condiciones de campo
El ensayo en condiciones de campo se realizd durante el otofio-invierno del 2012, en un predio con
historia previa de alfalfa proporcionado por un productor agropecuario. Se tomd una muestra

compuesta del suelo, extrayendo suelo superficial (5cm) en diez puntos distribuidos a lo largo del area
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de siembra, el cual se envio a analizar en el Laboratorio de Analisis de Suelos, Plantas y Aguas de INIA-La
Estanzuela.

Para el ensayo de campo se utilizd un disefio experimental de parcelas completamente al azar con 4
repeticiones para cada uno de los dos tratamientos. La unidad experimental consistio en 7 hileras de 2m
de largo cada una conteniendo 100 semillas por metro lineal, a una distancia de 30 cm entre hileras.
Cada parcela se ubicd dejando una separacién de 2m entre ellas (figura 2.1). La disposicion de las
parcelas se establecid por sorteo. El porcentaje de implantacién se determiné mediante recuento de las
plantas emergidas a lo largo de las tres hileras centrales a los 21 dias post siembra. Finalmente, a los 121
dias post siembra se volvieron a contar las plantas de alfalfa y se cosecharon las tres hileras centrales
para evaluar el peso seco de la biomasa aérea de las plantas de los dos tratamientos. Las plantas
cosechadas se secaron en estufa a 60°C hasta alcanzar un peso constante (unas 96h aproximadamente)
luego de lo cual fueron pesadas. El resto de las hileras sembradas (dos de cada lado) se utilizaron para el
seguimiento de la colonizacidon radicular de la cepa introducida y para obtener suelo rizosférico a lo
largo del ensayo y finalmente se cosecharon a los 121 dias para determinar el contenido de nitrégeno y
fésforo de las plantas para lo cual se contrataron los servicios del Laboratorio de Analisis de Suelos,

Plantas y Aguas de INIA-La Estanzuela.
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Figura 2.1- Diagrama del disefio experimental del ensayo de campo.
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2.3-5. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos para el nimero de plantas, el peso seco y el contenido de N y P de las mismas se
analizaron mediante el programa Statistica 5.0. Se examind la normalidad de los datos por el test de
Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante el test de Bartlett. En los casos en que la
distribucion de los datos era normal y las varianzas homogéneas, se evaluaron las diferencias entre los
tratamientos mediante ANOVA de una via (con tratamiento como factor) y el test LSD (Fisher's Least
Significant Difference). De lo contrario, se realizé el andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis

y el test de Mann-Whitney.

2.3-6. Colonizacion rizosférica

Se determind la presencia de la cepa P. fluorescens C119 en la rizdsfera de las plantas de alfalfa cuyas
semillas habian sido coinoculadas con dicha cepa y el rizobio comercial. Para ello se tomd una muestra
compuesta por cada repeticion, cada una conteniendo 10 plantas enteras de alfalfa seleccionadas al
azar. Las plantas se extrajeron cuidadosamente del suelo, manteniendo la raiz intacta y el suelo
rizosférico. Los muestreos se realizaron a los 21, 42, 82 y 121 dias post siembra. Se escindieron las raices
de las plantas de cada muestra, se colocaron en 10ml de pirofosfato de sodio 0,1% y se agitaron
vigorosamente en vortex durante 10min para separar las bacterias presentes en la rizdsfera. Luego se
realizaron diluciones seriadas y se sembraron gotas de 10uL en placas de KB conteniendo 30 pg/ml de
4cido nalidixico, 50 pg/ml de ampicilina (para los cuales C119 presenta resistencia natural) y 100 pg/ml
de cicloheximida para evitar que crezcan otros microorganismos rizosféricos. Las placas fueron
incubadas durante 24hrs a 30°C, luego de lo cual se contabilizaron las colonias fluorescentes. Las raices
frescas se pesaron para obtener el nimero de UFC/g de raiz. La identidad de las colonias se confirmé
mediante BOX-PCR (Versalovic et al. 1994) comparando el perfil de bandas con el obtenido de la cepa
pura.

2.3-7. Anélisis de la estructura de la comunidad bacteriana de la rizosfera de alfalfa

Se analizé la estructura de la comunidad bacteriana presente en la rizdsfera de las plantas de alfalfa
inoculadas con los dos tratamientos para determinar posibles alteraciones generadas por la

introduccién del inoculante. Se utilizaron dos métodos moleculares para el analisis: DGGE y T-RFLP.
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Para ello se tomaron muestras compuestas de las cuatro repeticiones de cada parcela 21, 42, 82 y 121
dias post siembra. Cada muestra consistid en 10 plantas colectadas al azar en las hileras destinadas a
ese fin. Se extrajo el suelo rizosférico siguiendo una metodologia similar a la propuesta por Smalla y
colaboradores (2001). Brevemente, las raices conteniendo suelo rizosférico se colocaron en un tubo
Falcon con 9ml de pirofosfato de sodio y se agitaron durante 5min a maxima velocidad en vortex. Se
centrifugd a baja velocidad (500g) durante 5min luego de lo cual se colectd el sobrenadante. Se repitidé
el procedimiento anterior dos veces mas sobre el pellet conteniendo las raices y el suelo rizosférico. Los
sobrenadantes colectados se combinaron y se centrifugaron a 10000g durante 30min para obtener un
pellet de células provenientes del suelo rizosférico, las cuales se guardaron a -80°C para su posterior
procesamiento. El ADN total presente en las muestras se extrajo utilizando el sistema PowerSoil DNA
Isolation Kit (MoBio), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La calidad del ADN obtenido se
verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v). La concentracién del ADN y su pureza se
determind mediante espectrofotometria en un equipo nanodrop (Thermo Scientific Nanodrop 1000

Spectrophotometer) a partir de 1ul de muestra.

2.3—7.1 Analisis por DGGE

i) PCR

A partir del ADN total obtenido de la rizdésfera de las plantas de alfalfa se amplific6 por PCR un
fragmento del gen 16S ARNr utilizando cebadores universales para el dominio Bacteria (cebadores
F968-GC y R1378), uno de los cuales contiene un extremo rico en GC (Heuer et al. 1997), (Anexo 2.1).
Las condiciones de la reaccién de PCR se ajustaron a partir de las utilizadas previamente por otros
autores (Peixoto et al. 2002).

La reaccidn se llevo a cabo en un volumen total de 50ul conteniendo 1X de buffer de reaccidén, MgCl,
2,5mM, dNTPs 0,2mM, 0,2uM de cada cebador, 0,1mg/ml de seroalbimina bovina, formamida 1%, 2,5U
de Taq polimerasa, y 1ul de una dilucién 1/10 de cada muestra.

Para la reaccion de PCR se utilizd el siguiente programa: temperatura de desnaturalizacion inicial de
94°C durante 2min; un ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 1min, un ciclo de hibridacion a 55°C

durante 1min y un ciclo de extensidon a 72°C durante 2min. Los ciclos se repitieron 35 veces y se llevé a
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cabo una extension final a 72°C durante 10min. Los productos de PCR se analizaron en primera instancia

por electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) en TAE 1X (100V, 45 min), y luego por DGGE.

i) DGGE

Los productos de PCR se analizaron por DGGE en un equipo C.B.S. Scientific, en TAE (Tris-acetato, EDTA;
pH 7.5) 1X a 60°C. Los geles de poliacrilamida contenian un 6% de acrilamida y un gradiente de agentes
desnaturalizantes de 40-65% (100% de agentes desnaturalizantes: urea 7M y formamida 40% (v/v),
previamente desionizada con la resina AG® 501-X8 de Bio-Rad (Anexo 2.2). La corrida electroforética se
llevé a cabo a 70V durante 16h de acuerdo a Peixoto y colaboradores (2002). EI marcador de peso
molecular usado fue el Gene Ruler 1Kb plus DNA Ladder (de 75 a 20000 pares de bases, Thermo
Scientific). Los geles se revelaron con SYBR green durante 1h y se visualizaron bajo luz UV utilizando el
equipo Multi-purpose image scanner Fuji Film Fla-9000.

El analisis de los perfiles de bandas de ADN se realizé mediante el programa Gel Compar Il Versién 6.5
de Applied Maths (http://www.applied-maths.com/gelcompar-ii). Se utilizé el coeficiente de correlacién
de Pearson’s para determinar la distancia métrica y el algoritmo UPGMA para construir los

dendogramas.

2.3-7.2 Anélisis mediante T-RFLP

i) PCR

Partiendo del mismo ADN gendmico utilizado para el andlisis por DGGE, se amplific6 por PCR un
fragmento del gen 16S ARNr utilizando cebadores universales para el dominio Bacteria (cebadores 27F-
FAM y R1378) (Anexo 2.1). La reaccidn se llevé a cabo en un volumen total de 50ul conteniendo 1X de
buffer de reaccion, MgCl, 3mM, dNTPs 0,2mM, 0,4uM de cada cebador, 0,1mg/ml de seroalbimina
bovina, 5U de Taq polimerasa, y 1ul de una diluciéon 1/10 de ADN gendmico.

El programa para la reaccidon de PCR fue el siguiente: temperatura de desnaturalizacion inicial de 94°C
durante 5min; luego 30 ciclos de de desnaturalizacidon a 94°C durante 1min, hibridacion a 55°C durante

1min y extensién a 72°C durante 3min. Finalmente se llevé a cabo una extensioén final a 72°C durante
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7min. Los productos de PCR se analizaron en primera instancia en geles de agarosa 1% (p/v) en TAE 1X
(100V, 45 min), y luego fueron digeridos para su analisis por T-RFLP.

ii) Digestion enzimética y separacion electroforética.

Para obtener suficiente muestra se combinaron 2 productos de PCR (100ul en total) y se purificaron
utilizando el sistema PCR purification kit (Qiagene). Los amplicones se eluyeron en 30ul de agua ultra
pura. Para la digestidn enzimatica se tomaron 15ul de la muestra y se mezclaron con 6U de la enzima de
restriccion Mspl y con 2ul de Buffer Tango 10X. La mezcla se dejo reaccionar toda la noche luego de lo
cual se inactivo la enzima calentando a 65°C durante 10min. Los fragmentos digeridos se precipitaron
con etanol 95% a 4°C durante 30min, y se centrifugaron a 14000rpm durante 30min. El pellet obtenido
se lavé con 100ul de etanol 70%, se volvid a centrifugar a la misma velocidad por 10min y finalmente se
secO a temperatura ambiente. Los fragmentos precipitados se enviaron a analizar mediante
electroforesis capilar, en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur. Para el andlisis se aplicé a
cada corrida el estandar interno GeneScan 1200 Liz Standard (Applied Biosystems) Los cromatogramas

obtenidos se visualizaron en el programa Peak Scanner (Applied Biosystem).

iii) Anélisis informatico de los perfiles de T-RFLP

Para el andlisis de los perfiles de T-RFLP se establecié un umbral de 50 unidades de fluorescencia por
debajo del cual las sefiales se consideraron como ruido de fondo. Se tomaron en cuenta los fragmentos
comprendidos entre 50 y 600pb, ya que los inferiores a 50pb podian corresponder a los cebadores y los
superiores a 600 quedaban fuera del rango lineal del estandar utilizado. Los datos fueron procesados en
el programa analitico T-REX (T-rflp Analyses EXpedited), de acceso libre en la web, para evitar introducir
variabilidad debido al complejo procesamiento manual de los mismos. Con este programa se obtuvo una
matriz de datos donde cada fila correspondia a las repeticiones de los dos tratamientos (control 6
Rizobio + Pseudomonas) y los cuatro momentos de muestreo y cada columna correspondia a la
abundancia relativa de cada fragmento de restriccion terminal (T-RF). Los datos de la matriz se
normalizaron dividiendo la altura de cada pico entre la suma de las alturas de todos los picos para cada
muestra. De esta forma se logré un balance ente las muestras a pesar de posibles diferencias en el

contenido de ADN. Todos aquellos picos que aportaron menos de un 1% a la intensidad relativa de cada
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muestra fueron eliminados. Se realizé un analisis multivariado de componentes principales (PCA:
principal components analysis) para determinar diferencias entre muestras y la diversidad utilizando el

programa PAST (Hammer et al., 2001).

2.4 resultados

2.4—1. Instalacion del ensayo e implantacion de la alfalfa

El ensayo de campo se establecid en un predio de un productor rural del departamento de Canelones.
El darea de siembra fue desmalezada y tratada con herbicida previo a la instalacién del ensayo. Las
caracteristicas fisico quimicas del suelo se resumen en la tabla 2.3.

El inoculante formulado en base a la cepa P. fluorescens C119 y turba estéril como soporte presenté una
densidad poblacional de 7,07x10°UFC/ gramo de turba el dia previo a la siembra (60 dias de preparado),
la cual fue adecuada para su aplicacion sobre semillas de alfalfa. Por otra parte, el nimero de bacterias
que se mantuvieron adheridas a las semillas luego de la bacterizacion (al momento de la siembra) fue de

2,4x103UFC/semiIIa, la cual esta dentro del rango que permite este sistema de inoculacion.

Tabla 2.3- Caracteristicas fisicoquimicas y textura del suelo utilizado para el ensayo de alfalfa

P (Brayl) pH COrg M Fe Textura (familia textural)
g Plg {H,0 b ki mg/kg Whrena  Wlimmo  %arcilla  Clasificacion
28,0 50 2,17 0,2 101,0 27 1 32 franca
CE Ca Mg K Ma A tit ClCpH,  BasesT. %o Sat
mmhos/em 25°C  (meg/100g) (meq/100g) |meg/100g) (meq/100g) (meg/100g) {meq/l00g) (meq/i00z)  bases
0,5 10,1 36 0,38 0,25 49 19,2 143 745

P (Brayl): fésforo por método de Brayl; C. Org: Carbono organico; CE: conductividad eléctrica; A. tit:
acidez titulable; CICpH;: bases + acidez titulable; % Sat: % de saturacion.

Se determind el nUmero de plantas emergidas en dos momentos: a los 21 dias post siembra con la
finalidad de establecer posibles efectos en la implantacion de la alfalfa debido a la presencia de la cepa
promotora y a los 121 dias, al momento de la cosecha. No se observaron diferencias significativas para

el nimero de plantas entre el control y el tratamiento con Pseudomonas tanto a los 21 dias como a los
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121 dias. Sin embargo, el numero de plantas de alfalfa para el tratamiento con C119 se mantuvo
estable, mientras que en el control inoculado uUnicamente con el rizobio mostré un descenso

significativo (LSD, P<0,05) (figura 2.2).

Implantacion de la alfalfa

140

ab h

120 -~

100 -

M Control (Riz)

Riz + Ps C119
60 -

N°de plantas/hilera

40 A

20

Dia 21 Dia 121

Dias post siembra

Figura 2.2- Numero de plantas sanas de alfalfa a los 21 y 121 dias post siembra. Promedio del nUmero de
plantas de alfalfa presentes en a lo largo de las tres hileras centrales de cada repeticiéon para los dos
tratamiento: control (inoculado Unicamente S. meliloti U45) y tratamiento coinoculado con el rizobio y la
cepa P. fluorescens C119 (Rz+Ps C119). Las barras de error corresponden al error estandar.

2.4-2. Colonizacion radicular

Se analizd la capacidad de la cepa P. fluorescens C119 para colonizar la rizdsfera de alfalfa, originalmente
introducida mediante bacterizacién de las semillas. Para ello se determind la presencia de la misma por
recuentos de UFC por gramo de raiz a lo largo de todo el ensayo. Los resultados obtenidos indican que la
cepa se mantuvo en el orden de 106UFC/g de raiz durante todo el ensayo (figura 2.3).

Para confirmar la identidad de la cepa introducida entre las colonias observadas en las placas de
recuento, se realizé un perfil de tipo fingerprinting mediante BOX-PCR. El andlisis se realizé tanto para
colonias fluorescentes aisladas de plantas tratadas con la cepa C119 como para colonias aisladas de
plantas control tratadas Unicamente con el rizobio (figura 2.4). En estas Ultimas se pudieron observar

algunas colonias fluorescentes bajo luz UV cuando eran crecidas en placas de KB.
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Colonizacién de raices de alfalfa por P. fluorescens aC119
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Figura 2.3- Colonizacién radicular de la cepa C119 en plantas de alfalfa. Se indica el log de UFC por
gramo de raiz para las cuatro repeticiones del tratamiento con Pseudomonas y rizobio a los 21, 42, 82 y
121 dias post siembra (se indican los valores para las cuatro repeticiones (R).

Figura 2.4- Perfiles gendmicos obtenidos a partir de colonias aisladas de Pseudomonas generados
mediante BOX-PCR. Carriles 1 y 24: marcador de peso molecular pGem®(Promega); carril 2: C119;
carriles 3 al 13 colonias aisladas de raices de plantas tratadas con C119 (carriles 11, 12 y 13: colonias con
morfologia diferencial); carriles 14 al 23 colonias aisladas de raices de plantas no tratadas.
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2.4-3. Promocion del crecimiento de la alfalfa

El efecto de la inoculacidn con la cepa C119 sobre el crecimiento de las plantas de alfalfa se evalué
comparando el peso de la parte aérea de las plantas control y las plantas inoculadas con la combinacién
de rizobio y Pseudomonas. Como puede observarse en la figura 2.5, la biomasa aérea de la alfalfa
tratada con C119 mostré un aumento significativo del 40% respecto a la alfalfa no tratada con la

Pseudomonas.

Promocion del crecimiento de la alfalfa

160 3
140 I

120 b

100 +— I

80 -

40

% de biomasa aérea/m lineal

20

Rz (control) Rz+Ps C119

Tratamiento

Figura 2.5- Promocion del crecimiento de la alfalfa debido a la aplicacién de C119. Promedio del peso
seco de las cuatro repeticiones para el tratamiento con rizobio comercial y para el tratamiento con
Rizobio + Pseudomonas expresado en porcentaje por metro lineal (tomando como base 100 el promedio
del peso de las plantas del control) a los 121 dias post siembra, (LSD, P>0,05). Se indica el error estandar
de los datos.

2.4-4. Contenido de Nitrbgeno y Fosforo vegetal

Se analizé el contenido de nitrégeno y fosforo foliar para determinar si la presencia del inoculante
incidia en la proporcidn de estos nutrientes en las plantas de alfalfa. Los resultados muestran que estos

dos nutrientes se mantuvieron constantes entre los distintos tratamientos (figura 2.6, Ay B)
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Figura 2.6- Contenido de fésforo (A) y nitrogeno (B) de la parte aérea de plantas de alfalfa inoculadas
con S. melliloti U45 (Riz control) e inoculadas con el rizobio y la cepa P. fluorescens C119 (Riz + C119).
Datos presentados como porcentaje respecto al peso seco de la planta.

2.4-5. Estructura de la comunidad microbiana de la rizosfera de alfalfa

El efecto de la inoculacién de la alfalfa con la cepa C119 sobre la estructura de la comunidad microbiana
de la rizosfera se analizé por dos métodos moleculares: DGGE y T-RFLP. A partir de un total de 32
muestras de rizésfera se extrajo ADN de alto peso molecular (figura 2.7), de concentracién y pureza

apropiadas para ser utilizado en las reacciones de PCR requeridas por ambas metodologias.
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Figura 2.7- Electroforesis en gel de agarosa de ADN total extraido a partir de muestras de rizdsfera. En el
primer carril se colocé el marcador de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder -Thermo Scientific- (75-
20000 pb).

2.4-6 Analisis de diversidad del dominio Eubacteria mediante PCR-DGGE

A partir del ADN extraido se realizaron reacciones de PCR utilizando cebadores especificos (F968-GC y
R1378) (Anexo 2.1) para la region V6 del gen 16S ARNr, que es la regidén de mayor variabilidad dentro del
mismo, permitiendo de esta forma optimizar el andlisis de la comunidad bacteriana (Brons & van Elsas
2008). Estos cebadores se unen a las bases 968-984 y 1378-1401 del gen (posiciones correspondientes al
gen 16S ARNr de Escherichia coli). La Unica banda obtenida a partir de esta reaccion fue de 450 pares de
bases (Araujo et al. 2002), de los cuales 410 pb corresponden al amplicén de interés y 40 pb a la grampa

GC (figura 2.8).

Figura 2.8- Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con cebadores especificos para un
fragmento del gen del ARNr 16S de Eubacteria obtenido del ADN total de suelo rizosférico de los
muestreos 1y 2. Se indican los amplificados provenientes de muestras inoculadas con la cepa C119 y de
muestras del control. (Arriba: carriles 2 al 9: primer muestreo; Abajo: carriles 2 al 8: segundo muestreo;
carril 10 amplificacién a partir de ADNg de C119). C: contro; Pf: coinoculacién rizobio + Pseudomonas
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Los productos de PCR se separaron por DGGE sembrandose 10ul de cada muestra, excepto para la
muestra R+P1 del segundo muestreo, de la cual se sembrd el doble debido a que presentd menor
concentracion de ADN.

Los patrones visualizados en los geles de DGGE (Figura 2.9) mostraron un gran niumero de bandas para
todas las muestras excepto para el control 1 del segundo muestreo (C2.1), que presentd pocas bandas
tenues. Los geles se analizaron con el programa GelCompar Il tomando en cuenta las zonas donde se
presentaron las bandas mads nitidas y abundantes. Se realizd un andlisis de agrupamiento de las
muestras en forma de dendogramas con el patrén de bandas obtenido (figura 2.10). Se observaron dos
grandes grupos de perfiles bien diferenciados. Un grupo estaba compuesto por las muestras obtenidas
el dia 21 (M1: muestreo 1) y el otro grupo por las restantes muestras, habiendo entre ambos menos de
un 40% de similitud. Los dos tratamientos del M1 presentaron un 88% de similitud entre ellos. Los
perfiles de las muestras tratadas con la cepa C119 fueron muy similares ente si (95%) y se agruparon en
una sub rama (junto al C1). El otro grupo conformado por el resto de las muestras también presentd
patrones de bandas muy similares entre si para los tratamientos con la cepa C119, las cuales se
agruparon de acuerdo al momento del muestreo. El tercer muestreo (M3) fue el que presenté mayor
distancia entre las comunidades de las plantas sometidas a los dos tratamientos (control y C119+
rizobio, 65% similitud). El control 1 del M2 que presentd pocas bandas en su perfil, fue excluido del
grupo. El muestreo final (M4) no permite concluir claramente si existen diferencias entre las estructuras
de las comunidades de los dos tratamientos dado que dos controles (C1 y C2) se agruparon
estrechamente junto a las muestras tratadas con C119 (93% similitud) mientras que los otros dos (C3 y

C4) se ubican a un 75% de similitud.
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Figura 2.9- DGGE del 16S ARNr de la comunidad bacteriana de la rizésfera de alfalfa. Perfiles de bandas
obtenidos por PCR a partir del ADN presente en la rizdsfera de alfalfa para los dos tratamientos: control
(inoculado Unicamente con rizobio) y la inoculacién con la cepa C119 + el rizobio. Se muestran
resultados para las cuatro repeticiones de los dos tratamientos. Muestreo 1: 21 dias post siembra;
Muestreo 2: 42 dias post siembra; Muestreo 3:82 dias post siembra; Muestreo 4: 121 dias post siembra.
M: marcador de migracidn; C119: banda obtenida de la amplificacién del 16SrDNA a partir de ADN
gendmico de la cepa C119. Con dos lineas de trazos se indica el area que se tuvo en cuenta para el
andlisis.
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Figura 2.10- Analisis de agrupamiento de los perfiles de la comunidad de Bacteria obtenidos por DGGE
realizado mediante software GelCompare. Perfiles de las cuatro repeticiones de los dos tratamientos en
cuatro momentos de muestreo. Para el analisis se aplico el algoritmo UPGMA a la matriz generada del
analisis mediante el coeficiente de Pearson. Identificacién de las muestras: C: tratamiento control y Pf:
tratamiento con cepa C119, ambos seguidos por el nimero de repeticion; M1, M2, M3 y M4: muestreo
alos 21, 42,82y 121 dias post siembra respectivamente.
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2.4-7 Analisis de diversidad del dominio Eubacteria mediante T-RFLP

Para el analisis por T-RFLP se realizaron amplificaciones por PCR utilizando un cebador forward marcado,
27F-FAM, y el mismo cebador reverse que para el DGGE (R1378). Con ellos se amplificé un fragmento de
1370pb del gen 16S ARNr (figura 2.11), mas extenso que el obtenido para DGGE. Se repitié el PCR para
las muestras que presentaron poca amplificacion y los productos se juntaron antes de la purificacién.

Los fragmentos digeridos (T-RFs) se analizaron por electroforesis capilar y los resultados se observaron
mediante el programa Peak Scanner. De esta forma se pudo visualizar la diversidad de fragmentos en un
cromatograma de longitud de los T-RFs vs intensidad de fluorescencia (figura 2.12). Los cromatogramas
revelaron una gran diversidad de tamafios de T-RFs en todas las muestras. La muestra correspondiente a
la repeticién 1 del control en el segundo muestreo (C2.1) no pudo utilizarse en el andlisis por su bajo
contenido de ADN. Tomando en cuenta solamente los fragmentos que se encontraban dentro del rango
establecido entre 50 y 600 pb se observaron 448 OTUS diferentes entre todas las muestras, con una
riqgueza promedio de 135,55 T-RFs. El mayor nimero de T-RFs se observé en una muestra tratada con la
cepa C119 (P+R 3.1) con 215 T-RFs, mientras que una muestra del control (C1.4) con 30 T-RFs fue la de
menor cantidad. Esta muestra fue descartada debido al bajo nimero de OTUs y a la débil intensidad de

fluorescencia.

Figura 2.11- Fragmentos de del gen 16S ARNr amplificados por PCR (1370 pb). Electroforesis en gel de
agarosa de los amplicones obtenidos a partir de muestras de ADN rizosférico. C: muestras provenientes
del tratamiento control(sdlo rizobio); Pf: coinoculacion rizobio + Pseudomonas. Se indica con nimeros el
muestreo y la repeticion. (Arriba: carriles 1 al 8: primer muestreo; carriles 9 al 16: segundo muestreo;
carriles 17 al 19: tercer muestreo. Abajo: carriles 1 al 5: tercer muestreo y carriles 6 al 13: cuarto
muestreo). PM: marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).
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La heterogeneidad de las muestras, también conocida como beta diversidad, calculada como el nimero
total de T-RFs dividido por la riqueza promedio de un ambiente fue de 2,31. La heterogeneidad también
se desprende del nUmero de celdas con valor “0” en la matriz de datos, ya que a mayor nimero de
celdas cero menor es el nimero de OTUs compartidos entre las muestras. Para la matriz obtenida
mediante el programa T-rex el porcentaje de celdas con valor cero fue del 69,74%.

Se realiz6 un analisis de componentes principales el cual permitié reducir la cantidad de variables y
representar las diferencias entre los tratamientos en un grafico comprensible. Previamente todos los
fragmentos que tuvieron un aporte inferior al 1% de la intensidad total de la muestra (suma de todos los
picos) fueron eliminados. De esa forma se redujo de manera importante el nimero de T-RFs,
persistiendo 124 T-RFs diferentes de los 448 originales (tabla 2.4). El analisis de componentes principales
sobre los T-RFs de los dos tratamientos generd un grafico de ordenacién que se muestra en la figura
2.13. Los ejes graficados explican el 49,7% de la varianza observada, donde el 39,13% estda explicada en
el primer eje (representado en la figura por el eje horizontal) y el segundo eje (vertical) representa el
10,57%. De acuerdo a este andlisis la estructura de la comunidad bacteriana es modificada por la
presencia de la cepa C119 en la rizdsfera de alfalfa, pero su efecto es temporal. Se observa en el primer
muestreo cdmo ambos tratamientos quedan separados por el eje del componente 1, los tratamientos
con la cepa C119 con valores positivos y los tratamientos control con valores negativos. Las diferencias
se van perdiendo en las siguientes etapas del ensayo.

Para el segundo muestreo no se observaron diferencias entre tratamientos pero si se vio un efecto del
momento del muestreo que agrupa a esas muestras separadas en el cuadrante superior izquierdo. Los
siguientes muestreos a los 82 y 121 dias post siembra no presentaron diferencias entre tratamientos.
Utilizando el programa T-Rex, donde se tuvieron en cuenta los 448 T-RFs originales, se obtuvieron
resultados muy similares (Anexo 2.4)

Algunas OTUs tuvieron mayor incidencia en los resultados observados. El peso de cada OTU en el primer
componente principal se representa en la figura 2.14. Se utilizé la herramienta informatica Virtual Digest
(ISPaR) del MiCA (Microbial Comunity Analysis 1), la cual realiza la digestion tedrica de genes 16S ARNr
obtenidos de bases de datos y asocia los tamafios de fragmentos con géneros bacterianos teniendo en

cuenta los cebadores utilizados para la amplificacidn y la enzima de restriccion usada para la digestion.
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Los posibles géneros bacterianos asociados con cada OTU fueron muy variados, lo cual hizo imposible
identificarlos. Para ello seria necesario utilizar otras enzimas de restriccion que aporten mas datos sobre
los genes 16Sr ARNr de las muestras. Sin embargo se destacan algunos rizobios representados por los T-

RFs 92,y 144 y las Pseudomonas representadas por el T-RF 483 (tabla 2.5)
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Figura 2.12- Perfiles de T-RFLP. Se grafican la intensidad de fluorescencia relativa versus el largo de los T-
RFs en pb. (A) TRF del 16S rDNA del a cepa P. fluorescens C119; (B) Perfil de T-RFLP para la muestra
control 2 del primer muestreo; (C) Perfil de T-RFLP para la primer repeticién de la muestra inoculada con
C119 del primer muestreo. Los perfiles de 165 ARNr T-RFLP representan la composicion de especies
bacterianas de la rizésfera para los dos tratamientos
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Figura 2.13- Andlisis de componentes principales. Grafico de ordenacidn representando los dos ejes
principales calculados mediante PCA. El primer componente es representado por el eje horizontal, y el
segundo por el vertical. Las muestras control se indican con circulos y las muestras inoculadas con C119
con cuadrados. Los cuatro muestreos se diferencian por el color de los puntos: ler muestreo: verde;
2do muestreo: marrén; 3er muestreo: azul y 4to muestreo: rosa.

Tabla 2.4- Numero de OTUs que aportan mas del 1% a la intensidad de la muestra y proporcion de
celdas con valor cero

Tratamiento Muestreo promedio T-RFs % de celdas vacias
Control 1 24,66 80,1
riz+C119 1 22 82,3
Control 2 25 79,8
riz+C119 2 26,75 78,4
Control 3 26 79,0
riz+C119 3 25,5 79,4
Control 4 25,75 79,2
riz+C119 4 26,5 78,6
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Tabla 2.5- Lista de OTUs con mayor incidencia en la construcciéon del eje principal del PCA.

T-RF (pb) Géneros bacterianos asociados

86 bacterias no cultivables, bacterias del rumen no cultivables, Paludibacter

89 bacterias no cultivables, Bacteroides sp. Porphyromonas, Prebotela y bacterias del rumen

92 bacterias no cultivables del compost, Mesorhizobium, Halothermothrix

144 Bradyrhizobium, Rhodopseudomonas, Methylobacterium, Nostoc, no cultivable

156 bacterias no cultivables

162 bacterias no cultivables

260 bacterias no cultivables del raimen, Deinococcus, Helicobacter

397 Bartonella, Candidatus Liberibacter

480 bacterias no cultivables, Acidoborax, Alicycliphilus denitrificans, Delftia, Comamonas,
Thiomonas, Acidithiobacillus, Pseudoalteromonas, Halomonas

483 bacterias no cultivables, Clostridium, Pseudomonas

486 bacterias no cultivables, Colwellia, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Pantoea, Halomonas,
Marinomonas

488 Alcaligenes, Methylophilaceae no cultivable, Idiomarina, Pseudoalteromonas, Shewanella,
Pantoea, Xylella

532 Bacterias del rumen no cultivable, Mucilaginibacter no cultivable, Pedobacter, Micoplasma

El analisis de la diversidad microbiana de las muestras provenientes de los dos tratamientos, aplicando
el indice de Shannon, mostré que en el primer muestreo la estructura de la comunidad bacteriana del
tratamiento con C119 fue menos diversa que la del control. En los siguientes muestreos las diferencias
entre los tratamientos fueron disminuyendo. Por otra parte la distribucién de individuos por especie
(Evenness) fue menos equitativa en el primer muestreo para ambos tratamientos. A lo largo del ensayo

se observd un aumento de este indice para todas las muestras (Anexo 2.4 material suplementario).
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Figura 2.14- Contribucion individual de cada OTU en
indicando el largo en pares de bases.

el resultado del analisis de PCA para el primer componente principal. Se resaltan los fragmentos de mayor peso
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2.5 discusiotn

2.5-1. Efectos benéficos de C119 sobre la implantacion de la alfalfa

La alfalfa posee excelentes caracteristicas como forraje debido a su rendimiento, persistencia y calidad.
Para poder aprovechar su potencial es necesario una buena implantacion del cultivo. En este trabajo se
realizé un ensayo con la finalidad de analizar el efecto de la inoculaciéon con la cepa promotora P.
fluorescens C119 sobre el crecimiento de la alfalfa en condiciones de campo. Los trabajos sobre
aplicacién de PGPR en alfalfa han sido realizados mayoritariamente en condiciones controladas,
mientras que los ensayos de campo han sido mas relegados, debido a la complejidad de los factores que
interfieren con el estudio (Xiao et al. 2002; Guifiazu et al. 2009; Villacieros et al. 2003; Younesi et al.
2013; J Handelsman et al. 1990; Setten et al. 2013).

Las semillas de alfalfa fueron inoculadas utilizando una formulacion a base de turba de acuerdo trabajos
previos (Arias et al. 2009). Los inoculantes a base de turba representan una tecnologia conocida en el
sector agropecuario, el cual ha adoptado la inoculaciéon de leguminosas con bacterias fijadoras de
nitrogeno desde hace varias décadas. A nivel mundial la turba es uno de los soportes mas utilizados para
las formulaciones de inoculantes, ya que se adecua a la mayoria de las PGPR (Bashan et al. 2013). La
formulacién de la cepa C119 en base a turba presenta caracteristicas esenciales que debe tener un
inoculante: i) sostiene el crecimiento del microorganismo, ii) mantiene un nimero de células viables en
buenas condiciones fisiolégicas y durante un periodo de tiempo prolongado y iii) proporciona un
numero adecuado de células al momento de la bacterizacién de las semillas (Bashan et al. 2013). Tanto
la turba como las semillas inoculadas con la cepa C119 presentaron una densidad de bacterias similar a
la reportada por otros autores que también utilizaron inoculantes a base de turba en semillas de alfalfa
(Guinazu et al. 2009).

El efecto biocontrolador sobre patégenos oportunistas que afectan los primeros estadios del desarrollo
de la alfalfa no se observé en este ensayo dado que al dia 21 no existieron diferencias significativas
entre el nimero de plantas entre los tratamientos. Sin embargo, el nimero de plantas que germinaron
fue bajo para los dos tratamientos. Dado que las condiciones climaticas, con temperaturas moderadas y

bajo contenido de humedad, posiblemente no favorecieron el desarrollo de enfermedades, el bajo
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porcentaje de germinacién pudo estar mas vinculado a otros factores ambientales como el pH acido del
suelo y la falta de agua. Posteriormente se observd que el nimero de plantas del tratamiento con la
cepa C119 se mantuvo estable, mientras que en el tratamiento control disminuyd significativamente.
Las plantas inoculadas con C119 mostraron, ademas, un incremento del 40% en la biomasa aérea.
Existen varias posibilidades para explicar este efecto benéfico sobre la alfalfa. Por un lado la cepa C119
puede haber aliviado el estrés sufrido por la planta debido a las condiciones ambientales desfavorables,
permitiendo que las plantas que lograron germinar, persistieran en mejor estado fisiolégico. La mejor
persistencia de las plantas inoculadas también pudo deberse a la proteccién contra patégenos del suelo
que afectaron a las plantas debilitadas por otros estreses ambientales. Los factores ambientales a los
que estuvo expuesto el ensayo pueden haber incidido en el rendimiento final del cultivo. El ensayo se
instalé a fines del mes de marzo de 2012, durante un periodo de escasas precipitaciones, con un
promedio mensual de 62,5mm, para ese periodo, el cual estuvo por debajo de la media histérica para
esa época del afio (mediana calculada en el periodo 1961-1990; fuente INIA-GRAS, ver Anexo 2.4). Por
otra parte, el suelo donde se realizé el ensayo presenté un pH de 5, el cual es critico para el cultivo, y
genera una reduccién del rendimiento final de aproximadamente 40% (Casanova & Cervefiansky 2004).
A pesar de estos factores, el efecto promotor de la cepa C119 sobre la alfalfa fue significativo.

Las PGPRs pueden ofrecer a las plantas hospederas cierta tolerancia frente a diferentes estreses como
sequia, heladas, heridas, salinidad, metales toxicos, ente otros (Grover et al. 2010). Por ejemplo la
coinoculacion de una cepa de P. fluorescens y R. meliloti en plantas de alfalfa sometidas a estrés salino
severo, aumentd la biomasa vegetal y mejord la nodulacion que habia sido completamente inhibida por
la concentracién de sodio del suelo (Younesi et al. 2013). Otro ejemplo son dos cepas de las especies P.
fluorescens y P. putida, productoras de ACC desaminasa, las cuales pudieron revertir los efectos
negativos del estrés hidrico sobre plantas de arveja (Arshad et al. 2008). Las plantas inoculadas
presentaban mayor numero de chauchas y mejor rendimiento de granos. Un estudio reciente demostro
que una cepa de Phyllobacterium brassicacearum originalmente aislada de rizésfera de canola, no sélo
aliviaba significativamente el estrés hidrico al cual fueron sometidas plantas de Arabidopsis, sino que
ademds mejoraba el desarrollo posterior de las plantas, luego que el estatus hidrico era reinstaurado

(Bresson et al. 2014). Los autores proponen que la presencia de la cepa P. brassicacearum podria estar
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modulando de alguna forma los niveles de acido abscisico en la planta, una hormona involucrada en la
regulacion de la pérdida de agua por los estomas.

Un ejemplo que involucra a una cepa biocontroladora fue la inoculacién de P. fluorescens B5 en plantas
de remolacha azucarera. Esta cepa fue capaz de proteger a las plantas de los dafios causados por
Pythium ultimum en diferentes tipos de suelos (Schmidt et al. 2004). La textura y el pH del suelo no
afectaron la capacidad biocontroladora de la cepa ni siquiera a pH5. La transformacion de la cepa salvaje
con un transposon conteniendo los genes luxAB y resistencia a tetraciclina permitié monitorear la
colonizacién radicular, la cual alcanzé niveles de 10’ UFC/g peso fresco luego de 12 dias de iniciado el
ensayo.

La cepa C119 ha demostrado consistentemente un efecto promotor de la alfalfa en trabajos previos
(Yanes et al. 2012; Arias et al. 2009) y en el presente trabajo, ya sea en condiciones controladas como en
condiciones de campo. Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales ejerce su efecto promotor no
son claros. Las pruebas in vitro demostraron que la cepa es capaz de solubilizar fésforo inorganico, y
colonizar plantas de alfalfa sin modificar la cinética de nodulacién de S. meliloti. Los ensayos también
mostraron que la cepa no produce acido indolacético en presencia de su precursor Trp (Yanes 2007). En
el ensayo de campo del presente trabajo no se observaron diferencias significativas en el contenido de
fosforo y nitrégeno entre las plantas inoculadas con C119 y las plantas control luego de cosechadas a los
121 dias. Por ende, la solubilizacién de fdsforo precipitado en formas inorgdnicas no parece ser el
mecanismo involucrado en la promocidn del crecimiento de las plantas. Tampoco parece serlo un
posible efecto sinérgico entre el rizobio y la Pseudomonas que determine una mayor eficiencia de

fijacién de nitrégeno, al menos en el periodo evaluado.

2.5—-2 Colonizacion radicular

La capacidad de colonizar agresivamente la rizésfera de la planta hospedera es un requisito fundamental
para que una PGPR sea efectiva (Babu 2011). La presencia anticipada en la rizdsfera previene del ataque
de patdgenos oportunistas durante las primeras etapas del desarrollo de la plantula, cuando es mas
vulnerable (Bagnasco et al. 1998). Las fallas en las estrategias de control biolégico de patégenos del

suelo muchas veces se correlacionan con una baja colonizacion radicular del agente antagonista. La cepa
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P. fluorescens C119 demostré ser una excelente colonizadora de raices de alfalfa dado que logré
permanecer en las raices en poblaciones de 10°%-10 UFC/g de raiz durante todo el ensayo. Esta densidad
estd por encima de la cantidad minima necesaria para que un ACB tenga efecto sobre los fitopatégenos
(Raaijmakers et al. 1995).

El monitoreo de las bacterias introducidas artificialmente suele realizarse mediante marcaje por
resistencia a antibidticos, aunque existen otras metodologias moleculares y de observacién directa
(Ahmad et al. 2011; Paulitz 2000). Las metodologias moleculares que incluyen hibridacién con sondas de
ADN, incorporacion de genes reporteros y PCR cuantitativo especificos para el microorganismo a seguir,
son de aplicacién mas reciente (Paulitz 2000). Chapon y colegas (2003) desarrollaron y validaron una
técnica para el monitorear la colonizacién del rizoplano de maiz por la cepa P. fluorescens Pf29A.
Utilizando un fragmento de RAPD (Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico) especifico para la cepa,
desarrollaron cebadores con los cuales cuantificaban las bacterias mediante gqPCR. Esta técnica fue mas
sensible que el recuento de células transformadas con un plasmido conteniendo la proteina verde
fluorescente (Gfp) y resistencia a tetraciclina. La cepa C119 se monitored por su resistencia intrinseca al
acido nalidixico y a la ampicilina y su identidad fue confirmada mediante BOX-PCR. Existe la posibilidad
de que esta forma de seguimiento haya subestimado el nimero de bacterias en la raiz, pero tiene la
ventaja de que no fue necesario generar mutaciones ni construcciones que agreguen resistencias a
antibidticos.

Existen ejemplos de PGPRs exitosas donde la capacidad de promover el crecimiento vegetal en
condiciones de campo se correlaciond con una buena persistencia en las raices de la planta hospedera.
La cepa P. fluorescens NBRI2650R (mutante resistente a rifampicina) fue capaz de colonizar
exitosamente la rizésfera de plantas de garbanzo, promover su crecimiento y el rendimiento en granos.
Ademas fue capaz de persistir hasta la cosecha, 5 meses después de la siembra, en densidades de 10°-
10° UFC/g raiz (Nautiyal et al. 2002). El andlisis de la dispersion de la bacteria demostré que ésta
colonizé plantas ubicadas en surcos de las parcelas control, adyacentes a las parcelas tratadas con la
cepa. Siete meses después de la cosecha no se detectd a la bacteria en el suelo cuando se colocaron
plantas “trampa” de garbanzo en el mismo sitio donde se habia sembrado la primera vez. Otro ejemplo
son las cepas solubilizadoras de fosforo Serratia marcescens EB 67 y Pseudomonas sp. CDB 35 (Hameeda

et al. 2008). Dichas cepas se aplicaron sobre semillas de maiz mediante una formulacidn a base de turba.
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Ambas cepas demostraron, en condiciones de campo, que eran capaces de promover el crecimiento del
maiz y mejorar el contenido de fésforo y nitrégeno de las plantas a los 96 dias post siembra. En este
ensayo la densidad poblacional para cada una de las cepas se monitored gracias a la resistencia
intrinseca a varios antibidticos. Las poblaciones de ambas se mantuvieron entre 10’ v 10° UFC/g suelo
rizosférico durante el ensayo, mientras que la poblacion nativa de bacterias solubilizadoras de féforo en
las plantas control no superd las 10° UFC/g suelo rizosférico.

El seguimiento de la dinamica poblacional de las PGPRs introducidas en el ambiente es necesario para
asegurar que la bacteria benéfica coloniza las raices de la planta hospedera de manera efectiva y se
dispersa lo menos posible hacia otras plantas que no son su blanco de accion principal para evitar
efectos indeseados. P. fluorescens C119 no sélo fue capaz de colonizar las raices de alfalfa y perdurar en
la rizésfera sino que ademas no presentd una dispersion apreciable ya que no fue detectada en las

plantas control.

2.5-3 Impacto de la inoculaciéon de C119 en la estructura de la comunidad
bacteriana de la riz6sfera de alfalfa.

El impacto de la inoculaciéon de las PGPR en cultivos de interés agrondmico ha sido generalmente
analizado en términos del aumento de biomasa vegetal o del efecto biocontrolador sobre patdgenos de
suelo. Sin embargo, la liberacidon al ambiente de microorganismos altamente eficientes y capaces de
colonizar agresivamente la rizésfera de las plantas podria generar perturbaciones en el equilibrio de las
comunidades microbianas del suelo (Trabelsi & Mhamdi 2013). La inoculacién masiva con PGPRs podria
tener efectos indeseables como la pérdida de microorganismos funcionalmente importantes para
sucesivos cultivos. Es de esperar que los cambios en la estructura de la comunidad microbiana debido a
la introduccién de un microorganismo exdgeno sean transitorios y desaparezcan debido a la capacidad
de resiliencia de un ecosistema altamente diverso como lo es la rizosfera.

El impacto de la inoculacién de la cepa P. fluorescens C119 sobre la estructura de la comunidad
bacteriana de la rizosfera de alfalfa fue analizado mediante dos estrategias independientes de cultivo
DGGE y T-RFLP. Ambas metodologia mostraron un efecto marcado en el primer muestreo donde la
estructura de la comunidad bacteriana a los 21 dias de sembrada la alfalfa fue muy diferente de la

observada en etapas posteriores del desarrollo de la planta.
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En el primer muestreo, el analisis por T-RFLP mostré diferencias entre la estructura de la comunidad
microbiana presente en las plantas tratadas con la cepa C119 y la de las plantas control. Estas
diferencias fueron desapareciendo en los muestreos posteriores. En el segundo muestreo los patrones
de las comunidades bacterianas de los dos tratamientos fueron similares. Los muestreos 2, 3 y 4
mostraron un corrimiento en los patrones de la comunidad bacteriana, que afect6 a ambos
tratamientos por igual. Se puede concluir de este analisis que la inoculacion de la cepa C119 tiene un
efecto transitorio sobre la estructura de la comunidad bacteriana en las primeras etapas del desarrollo
de la planta, a pesar de mantenerse en altos recuentos durante todo el ensayo. Los cambios observados
a partir del segundo muestreo afectaron por igual a las comunidades de los dos tratamientos y pueden
adjudicarse a modificaciones introducidas por las plantas y/o factores ambientales. Por ejemplo, en A.
thaliana pudo comprobarse que la composicidon de los exudados radiculares sufre modificaciones a lo
largo del desarrollo de la planta y afectan directamente en la capacidad funcional de los
microorganismos asociados a las raiz (Chaparro et al. 2013).

Los resultados observados por la técnica de DGGE fueron distintos a los observados por T-RFLP. En este
caso no se observaron diferencias entre las comunidades microbianas de las plantas tratadas con C119y
las plantas control. La estructura de la comunidad bacteriana fue modificandose a lo largo del ensayo en
igual medida para ambos tratamientos. En el tercer muestreo se observé puntualmente cierta diferencia
entre los patrones de bandas que ya no fue observado en el siguiente muestreo.

Los efectos de la inoculacién de PGPR sobre la estructura de la comunidad microbiana de la rizésfera de
diferentes cultivos han mostrado ser transitorios al igual que se observd para la cepa C119. La
inoculaciéon de plantas de cebada con la cepa Pseudomonas sp. DSMZ 13134 o con el producto comercial
Proradix®, que contiene esta cepa como principio activo, generaba un cambio temporal en la estructura
de la comunidad microbiana de la rizésfera (Buddrus-Schiemann et al. 2010). Mediante T-RFLP se
pudieron observar diferencias en la estructura de la comunidad bacteriana de las plantas tratadas
respecto a las no tratadas durante las primeras tres semanas del ensayo. La colonizacién radicular del
inoculante se monitored mediante el marcaje con la proteina verde fluorescente. De esa forma se
pudieron observar micro colonias sobre las raices de las plantas inoculadas, las cuales disminuyeron a
partir de la tercera semana y no fueron detectables luego de la semana 4. En un ensayo en condiciones

de campo Gao y colaboradores (2012) analizaron el efecto de la introduccion de la cepa P. fluorescens
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2P24 en la rizdsfera de plantas de pepino sobre la comunidad de hongos del suelo. Para ello utilizaron
dos metodologias T-RFLP y DGGE. Los resultados del T-RFLP fueron variables segun la enzima usada para
la restriccion de las ITS (de: internal transcribed spacer) amplificadas. Los resultados del DGGE
mostraron que la diversidad de especies fungicas era alterada al principio del ensayo y que la
comunidad de hongos del suelo se recuperaba de a poco hasta que el efecto del inoculante desaparecia
en la tercer semana. La presencia de la cepa inoculada en la rizésfera de pepino se monitoreé mediante
la introduccion de la proteina verde fluorescente. Los recuentos disminuyeron a lo largo del ensayo de
10 (densidad del inoculo agregado al suelo) a 10° UFC/g de suelo rizosférico, a los 42 dias de
establecido el ensayo. Por otra parte, los recuentos de hongos cultivables, presentes en el suelo del
ensayo, disminuyeron durante tres semanas ante la presencia del inoculante luego de las cuales no se
observaron diferencias con la densidad de hongos en el control. Los autores concluyen que el periodo
de validez del inoculante podria ser menor a un mes, sin embargo el efecto se observé sobre toda la
comunidad de hongos del suelo, por lo cual no se pueden descartar posibles efectos sobre algunas
especies de hongos.

Las metodologias para el analisis de comunidades microbinanas T-RFLP y DGGE, estan basadas en una
reaccion de PCR lo cual puede introducir sesgos en los resultados si se amplifican las especies mas
dominantes de la muestra. Estudios mediante pirosecuenciacion de amplicones del gen 16S ARNr han
demostrado que los productos de menor tamafio brindan una mejor estimacidon de la riqueza en
especies. Por otra parte, la seleccion de los cebadores afecta la estimacion de la homogeneidad de
especies (Engelbrektson et al. 2010). Para el analisis por DGGE se utilizaron cebadores que amplifican un
fragmento de 430pb e incluyen las regiones V6 a V8, mientras que el PCR para el analisis de T-RFLP se
amplificé un fragmento mas extenso de 1350pb. La diferencia de cebadores entre las dos técnicas
puede dificultar la comparacién entre los resultados obtenidos con ambas. Otros factores que
introducen desvios en los resultados son el método de extraccion del ADN, la temperatura de
desnaturalizacidn, la taq polimerasa y la enzima de restriccidon utilizada (éste ultimo en el T-RFLP). Sin
embargo, ambas técnicas son excelentes herramientas para la comparacién entre poblaciones

microbianas (Kirk et al. 2004).

Capitulo 2 56



2.6 conclusiones y perspectivas

La cepa P. fluorescens C119 se perfila como una excelente candidata para la formulaciéon de un
inoculante con propiedades promotoras del crecimiento vegetal. La cepa fue capaz de promover el
crecimiento de la alfalfa aun cuando las condiciones ambientales no fueron las mas apropiadas para el
cultivo. La formulacién a base de turba parece ser una buena estrategia para introducir a la cepa C119
en la rizésfera de la alfalfa. Los recuentos en la turba fueron altos y persistentes. La densidad de
bacterias adheridas a las semillas inoculadas permitié que la cepa colonizara exitosamente la rizésfera
de alfalfa y se mantuviera en altos recuentos. En comparacién con las plantas control, inoculadas
Unicamente con el rizobio comercial, las plantas tratadas con la cepa C119 presentaron un aumento del
40 % en la biomasa aérea. Por otra parte, a pesar de persistir en las raices de alfalfa en recuentos de 10°
UFC/g raiz, el impacto que tuvo la presencia de la cepa sobre la estructura de la comunidad bacteriana
de la raiz fue transitorio, generando una distorsion en las primeras semanas del cultivo. La cepa C119 no
afecta a largo plazo la comunidad bacteriana del suelo y no se dispersé afectando a plantas no
inoculadas.

El presente trabajo se enfocd en el estudio del efecto promotor de la cepa C119 durante la implantacién
de la alfalfa. Sin embargo, seria interesante analizar el efecto promotor sobre esta leguminosa de gran
persistencia durante un periodo mas prolongado. De esta forma seria posible determinar el rendimiento
del cultivo en las condiciones en que es utilizada en el sector agropecuario, comparando los
rendimientos en forraje con cada corte. También seria interesante analizar la persistencia de la cepa en

las raices de alfalfa a largo plazo y el efecto sobre la comunidad de hongos del suelo rizosférico.
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3.1 introduccidétn

3.1-1 ANTIBIOTICOS: diversidad de metabolitos antimicrobianos producidos
por Pseudomonas spp.

Los primeros estudios de supresiéon de patdgenos vegetales por bacterias antagonistas estaban
enfocados en la capacidad de éstas de producir sideréforos que competian eficientemente por el hierro
de manera que el patégeno quedara desprovisto de este nutriente (Kloepper et al. 1980). Sin embargo,
en los ultimos 30 afios se ha demostrado inequivocamente que otros metabolitos secundarios tales
como antibidticos, enzimas y compuestos volatiles, tienen un rol importante en el control de patégenos
(Weller 2007). Hoy en dia se sabe, ademas, que en los distintos nichos ecolégicos, la presencia de
antibidticos en concentraciones sub inhibitorias cumple una funcidn importante en la comunicacién

entre células, actuando como moléculas sefial (Romero et al. 2012).

Dentro de las bacterias antagonistas capaces de inhibir el crecimiento de patdgenos vegetales, las
Pseudomonas fluorescentes han sido ampliamente caracterizadas, observandose que la mayoria de ellas
son capaces de sintetizar uno o mas antibidticos (Weller 2007). Los principales antibiéticos producidos
por Pseudomonas spp. han sido completamente caracterizados en su estructura como también en sus
vias de biosintesis y regulacién. Entre ellos se destacan las fenazinas y sus derivados, 2,4-

diacetilfloroglucinol, pirrolnitrina, pioluteorina y lipopéptidos ciclicos.

Fenazinas

Las fenazinas son compuestos heterociclicos nitrogenados pigmentados, producidos por varios géneros
microbianos como Pseudomonas, Brevibacterium, Burkholderia y Streptomyces, entre otros (Mavrodi et
al. 2006). Se han descrito mas de 80 compuestos fenazinicos naturales, pudiendo un mismo
microorganismo producir hasta 10 de ellos (Dwivedi & Johri 2003). Los compuestos fenazinicos
presentan un gran espectro de actividad contra bacterias, hongos y parasitos. Su modo de accién se

basa en su capacidad redox ya que pueden aceptar electrones a partir de agentes reductores vy
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traspasarlos generando especies reactivas del oxigeno en el organismo blanco. Se requieren 5 enzimas
para transformar al corismato en piocianina (PCA) o acido fenazin-1,6-dicarboxilico(PDC), las cuales se
encuentran codificadas en un operdn junto a genes implicados en la regulacién de su expresion,
transporte y resistencia (Mavrodi et al. 2013). Las fenazinas descriptas en Pseudomonas spp. son
capaces de inhibir patégenos como F. oxysporum, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Giberella avenacea,

Alternaria spp. y Drechslera graminea (Mavrodi et al. 2006).

Diacetilfloroglucinol

Otro de los antibidticos mas estudiados en Pseudomonas fluorescentes es el 2-4-Diacetilfluoroglucinol
(Phl). La produccion de este compuesto poliquétido por Pseudomonas rizosféricas es la responsable de
la supresividad de diversas enfermedades tales como la podredumbre negra de raiz del tabaco (Keel et
al. 1996) y el take-all del trigo (Raaijmakers & Weller 1998). Su espectro de accidén inhibitoria es muy
amplio y abarca bacterias, hongos, oomicetes y nematodos. Estudios recientes en Saccharomyces
cerevisiae aportaron evidencias del modo de accidn del Phl, el cual actuaria como ionéforo de protones
interrumpiendo el gradiente de protones en la membrana mitocondrial, lo cual explica su amplio
espectro de accion en diversos eucariotas (Gleeson et al. 2010; Troppens et al. 2013). Este antibidtico
también es capaz de causar dafio en la membrana externa de Pythium spp. y en las zoosporas del

oomicete (de Souza et al. 2003).

Pirrolnitrina y pioluteorina

Los antibidticos pirrolnitrina y pioluteorina también han sido caracterizados en Pseudomonas spp. El
primero es un fenilpirrol clorinado que se sintetiza a partir de L-triptéfano y cuyo modo de accién
involucra la inhibicion de la cadena respiratoria en hongos. Dada su fuerte actividad antifungica se ha
utilizado tanto para desarrollar antimicdticos de uso humano como fungicidas de aplicacion agronémica
(Gross & Loper 2009). El operdn de sintesis estd conformado por cuatro genes que codifican para
enzimas responsables de la transformacién de L-triptéfano en pirrolnitrina y estan muy conservados en
P. fluorescens. Por su parte la pioluteorina, cuya composicién quimica consiste en un anillo resorcinol
unido a un motivo pirrol diclorinado, tiene actividad tdxica principalmente contra oomicetes y algunos

hongos y bacterias, pero su modo de accién no ha sido esclarecido aun. Es de sintesis mixta, por un lado
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el anillo resorcinol es sitetizado mediante una poliquétido sintasa, mientras el dicloropirrol es
sintetizado a partir de L-prolina reconocida por una enzima de tipo sintetasa de péptidos no
ribosomales. El operdn biosintético contiene un total de 17 genes e incluye genes de trasporte y

regulacion (Kirner et al. 1998).

Acido cianhidrico

Las Pseudomonas fluorescentes son capaces de sintetizar compuestos antimicrobianos volatiles. Su
radio de accion es mayor al de los antibidticos difusibles. El acido cianhidrico (HCN) ha sido el mas
estudiado y esta comunmente presente en Pseudomonas del suelo (Gross & Loper 2009). Es un fuerte
inhibidor de metaloenzimas tales como la citocromo oxidasa, por lo cual resulta téxico para la mayoria
de los organismos (Blumer & Haas 2000). Su produccidn en el entorno de la rizésfera contribuye al
control de patdégenos. El compuesto es sintetizado mediante un complejo HCN sintasa, codificado en
tres genes estructurales hcnABC, a partir de glicina. El operén estd muy conservado entre las
Pseudomonas cianogénicas (Loper & Gross 2007), no asi su contexto génico el cual difiere entre las
distintas especies. Los genes de sintesis de HCN también se han reportado en Chromobacterium
violaceum vy varias especies de Burkholderia. Un ejemplo de control bioldgico mediante este mecanismo
es el de la cepa P. fluorescens CHAO cuya capacidad de producir HCN ayuda en el control de la
podredumbre negra de raiz de tabaco causada por Thielaviopsis. Existen reportes de Pseudomonas
capaces de inhibir el crecimiento de hongos patégenos mediante compuestos volatiles diferentes al
HCN. En muchos casos dichos compuestos no fueron identificados (Fernando et al. 2005; Trivedi et al.
2008; Weisskopf, 2013). En otros casos pudo detectarse la presencia de undeceno, undecadieno vy

benzil-oxi-benzonitrilo (Kai et al. 2007), nonanal, benzotiazol y 2-etil-1-hexanol (Athukorala et al. 2010).

Bacteriocinas

Las Pseudomonas, al igual que otros géneros bacterianos, son capaces de producir bacteriocinas. Estas
son péptidos antimicrobianos heterogéneos, de sintesis ribosomal, con efecto sobre especies
relacionadas con la cepa productora (Montesinos 2007). Esta ultima generalmente presenta inmunidad
especifica contra la bacteriocina. Las bacteriocinas de bacterias Gram negativas pueden ser péptidos

pequefios, como por ejemplo las microcinas, o proteinas mds grandes como la colicina. Existen ejemplos
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de bacteriocinas grandes producidas por bacterias asociadas a plantas, capaces de inhibir bacterias
patogenas vegetales (Pham et al., 2004; Parret et al., 2005), mientras que las bacteriocinas mas
pequefias no han sido probadas.

Biosurfactantes

Otro grupo de metabolitos secundarios muy distribuidos entre las Pseudomonas fluorescentes son los
biosurfactantes. Estos compuestos son de naturaleza anfipatica, lo cual les permite adsorberse sobre
una interfase y modificar las condiciones de la misma. Se clasifican en surfactantes de alto y bajo peso
molecular. Dentro de los surfactantes de alto peso molecular encontramos polisacdridos, proteinas,
lipopolisacaridos, y lipoproteinas, los cuales son capaces de unirse fuertemente a superficies. Los
surfactantes de bajo peso molecular son los lipopéptidos y glicolipidos, los cuales disminuyen la tensién
superficial entre dos fases (Rosenberg & Ron 1999). Dada la enorme variedad estructural de los
biosurfactantes, la gama de funciones naturales en la interaccién microorganismo-planta es muy amplia

y van desde la patogénesis hasta el control bioldgico de patdgenos, como se vera a continuacion.

3.1-2 Biosurfactantes microbianos: ramnolipidos y lipopéptidos

Los biosurfactantes son producidos por diversos microorganismos incluyendo bacterias, hongos y
levaduras (Ron & Rosenberg 2001). Las bacterias productoras de biosurfactantes estan presentes en una
gran variedad de ambientes que incluyen suelo (Bodour et al., 2003), ambientes marinos (Satpute et al.,
2010), aguas residuales (Yin et al. 2009), sistemas hidropodnicos (Hultberg et al., 2009), tejido pulmonar
humano y superficies vegetales (Souza et al., 2003; Yanes et al., 2012). Esto pone en evidencia la gran
importancia que tienen estos compuestos en el funcionamiento y la sobrevivencia del microorganismo
productor. Los ramnolipidos son muy diversos y bdsicamente estdn compuestos por acidos grasos
unidos a mono o di ramnosas mediante un enlace B- glicosidico (Vatsa et al. 2010). Los lipopéptidos
estdn compuestos por una cadena lipidica unida a un oligopéptido corto que puede ser lineal o ciclico

(Raaijmakers et al. 2006).

Los surfactantes microbianos han sido ampliamente investigados por su potencial aplicacion industrial y

medioambiental. Se han utilizado con diversas finalidades tales como biorremediacion de
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contaminantes orgdnicos e inorgdnicos en suelos y agua y en la industria petrolera para favorecer la

recuperacion de crudo de los reservorios. Otras aplicaciones industriales incluyen su uso como aditivos

de comidas, cosméticos y detergentes (Tabla 3.1). También han tenido importantes aplicaciones

médicas debido a sus propiedades antimicrobianas, citotdxicas, antitumorales, inmunosupresoras e

inhibidoras de la adhesion de patégenos (Banat et al. 2010).

Tabla 3.1. Ejemplos de microorganismos productores de surfactantes y potenciales aplicaciones

Rhodococcus Glucolipido vy Limpieza de derrame de crudo (Peng et al. 2007)

erythropolis 3C-9 trehalosa-lipido

Pseudozyma siamensis lipidos de manosil- Biosurfactante de levadura con (Morita et al. 2008)

CBS 9960 eritritol diversos usos

Pseudomonas libanensis  Lipopéptido Aplicaciones ambientales y (Saini et al. 2008)

M9-3 médicas

Rhodococcus sp. TW53 Lipopéptido Biorremediacion (Peng et al. 2008)

Pseudozyma hubeiensis Glicolipido Biorremediacion (Fukuoka et al. 2008)

R. wratislaviensis BN38 Glicolipido Biorremediacién (Tuleva et al. 2008)

Bacillus subtilis BS5 Lipopéptido Biorremediacién (Abdel-Mawgoud et
al. 2008)

Azotobacter Lipopéptido Aplicaciones ambientales (Thavasi et al. 2009)

chroococcum

Pseudomonas Ramnolipido Biorremediacion (Abdel-Mawgoud et

aeruginosa BS20

al. 2009)

Micrococcus luteus BN56

Trehalosa tetraéster

Biorremediacién

(Tuleva et al. 2009)

Bacillus subtilis HOB2 Lipopéptido Recuperacion de crudo, (Haddad et al. 2009)
biorremediacion e industria
alimentaria
Pseudomonas Ramnolipido Biorremediacidn. (Camilios Neto et al.
aeruginosa UFPEDA 614 2009)
Nocardiopsis alba Lipopéptido Biorremediacion (Gandhimathi et al.
MSA10 2009)
Pseudoxanthomonas sp.  Ramnolipido Aplicaciones ambientales (Nayak et al. 2009)
PNK-04
Pseudozyma Manosil manitol lipido Emulsionante/ detergente (Morita et al. 2009)
parantarctica
Pseudomonas Ramnolipido Aplicaciones ambientales (Oliveira et al. 2009)
alcaligenes
Pseudomonas koreensis Lipopéptido Agente de biocontrol (Hultberg et al. 2009)
Pseudomonas Lipopéptido Biorremediacién ybiomedicina (Janek et al. 2010)

fluorescens BD5

Candida bombicola

Soforolipidos

Aplicaciones ambientales

(Daverey &
Pakshirajan 2010)

Brevibacterium Lipopéptido Biorremediacion en ambientes (Seghal Kiran et al.
aureumMSA13 acudticos 2010)
Nocardiopsis lucentensis  Glicolipido Biorremediacion (Kiran et al. 2010)
MSA04

Bacillus velezensis H3 Lipopéptido Produccidn industrial de (Liu et al. 2010)

Lipopéptido

Calyptogena soyoae

Manosil eritritol lipido

Biorremediacién

(Konishi et al. 2010)

Adaptado de Makkar et al. 2011
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La funcién natural de los surfactantes es dificil de determinar dada la gran diversidad en la estructura
quimica, en las propiedades de adhesion, y en los microorganismos productores. Esto hace suponer que

dichos compuestos cumplen en el organismo productor funciones muy diversas.

Los ramnolipidos podrian tener una importante funcion como factores de virulencia durante la
patogénesis de Pseudomonas aeruginosa, un patégeno oportunista humano. Su sintesis estd regulada
por mecanismos de sensado poblacional o quorum sensing, que también participan en la regulacién de
la mayoria de los factores de virulencia producidos por esta bacteria (Soberén-Chavez et al. 2005). El
mecanismo de sensado poblacional permite que los microorganismos patdgenos productores de
surfactantes lo sinteticen cuando se encuentran en densidades poblacionales suficientemente altas

como para causar dafio en el organismo blanco (Sullivan 1998).

Los lipopéptidos producidos principalmente por Pseudomonas y Bacillus poseen una fuerte actividad
litica e inhibitoria del crecimiento de una gran variedad de microorganismos incluyendo virus,
micoplasmas, bacterias, hongos y oomicetes, por lo cual los microorganismos productores presentarian
una fuerte ventaja en la competencia por un nicho ecoldgico (Raaijmakers et al. 2010). El efecto

antimicrobiano también se ha reportado para algunos ramnolipidos (Vatsa et al. 2010).

Existen muchos reportes de lipopéptidos antimicrobianos, pero se conoce poco acerca de sus efectos
sobre el organismo blanco. Se han observado efectos sobre la morfologia y fisiologia de células fungicas,
por ejemplo la presencia de surfactina, producida por B. licheniformis en una concentracion de 1mM
causa el hinchamiento de las hifas y la inhibicién del crecimiento de Magnaporte grisea (Tendulkar et al.
2007). En Rhizoctonia solani se vieron modificaciones similares cuando el hongo era enfrentado al
lipopéptido tensina obtenido de la cepa P. fluorescens 96.578. Ademas se observé un aumento en las
ramificaciones de las hifas y crecimiento en forma de roseta, acompafiado de disminucién de la
actividad esterasa y actividad mitocondrial, cambios organizacionales en la mitocondria y disminucion

del pH intracelular y de la hidrofobicidad de las hifas (Nielsen et al. 2000; Thrane et al. 2000)
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En oomicetes de los géneros Phytium y Phytophtora se ha observado ademas del aumento en la
ramificaciéon y volumen de las hifas, un rapido efecto litico sobre las zoosporas (Figura 3.1) (van de

Mortel et al. 2009)

Figura 3.1- Efecto de la presencia de lipopéptidos sobre hifas y zoosporas de Phytophthora infestans.
Imagen al microscopio del hifas de P. infestans crecidos en ausencia (control) y presencia de 500ug/ml
(A) y 100pg/ml (B) de masetolide A (Mass A). En la foto B se puede apreciar hinchazén de las hifas. El
aumento aplicado fue de 100X (A) y 200X (B). Instantaneas obtenidas de microfilmacion de zoosporas de
P. infestans expuestas a viscosina. La secuencia de imagenes va de arriba a la izquierda hasta abajo a la
derecha con una magnificaciéon de 400X. Fotografias tomadas de van de Mortel et al., 2009a y de Bruijn
& Raaijmakers, 2009.

3.1-2.1 Biosintesis de lipopéptidos ciclicos

Los lipopéptidos ciclicos son un ejemplo de compuestos sintetizados por complejos multi-enzimaticos
llamados sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS del inglés nonribosomal peptide synthetases) las
cuales son independientes del ARN mensajero. En contraste con la sintesis ribosomal de péptidos, que
se limitan a utilizar como sustrato a los 21 aminoacidos proteinogénicos, las NRPS son capaces de
incorporar también aminoacidos no proteinogénicos como por ejemplo aminoacidos hidroxilados y N —
metilados (Mootz et al. 2002). Existe la hipdtesis de que los compuestos sintetizados de esta forma
adquieren proteccion frente a la accién de proteasas dependientes de ubiquitina (Hashizume &

Nishimura 2008).
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Las NRPSs presentan una organizacion modular y generalmente existe coincidencia entre el nimero y
orden de los mddulos con el nimero y la secuencia de aminoacidos en el péptido resultante, lo cual se
denomina “regla de colinealidad” (Figura 3.2). Cada mddulo de una NRPS contiene al menos tres
dominios necesarios para un ciclo de elongacién completo de un aminodacido: el dominio de adenilaciéon
(dominio A), el dominio de tiolacion (dominio T & PCP: peptidyl carrier protein domain) y el de
condensacion (dominio C). El dominio A es responsable de seleccionar un aminoacido especifico y
activarlo por formacion de un intermediario adenilado, lo cual requiere consumo de ATP.
Posteriormente, el aminoacil-AMP se transfiere al dominio tiol de un cofactor 4'-fosfopanteteina ligado
a la PCP. Como resultado se forma un enlace tioéster rico en energia que puede ser aprovechado luego
por el dominio C para dirigir el ataque nucleofilico sobre el grupo amino alfa libre y elongar la cadena
naciente. La PCP y su cofactor sirven de “brazo articulado” que permite el transporte de los
intermediarios hacia los centros cataliticos adyacentes de la multienzima (Figura 3.3) (Mootz et al.

2002).

Ademads de los tres dominios basicos mencionados, pueden existir dominios adicionales que generan
modificaciones en los residuos incorporados tales como dominios metiltransferasa (MT), dominios
responsables de la N-metilacion, dominios de ciclacién (CY) que catalizan la formacién de anillos
heterociclicos, dominios reductasas (R) que cambian el estado de oxidacién de los atomos y dominios de
epimerizacion (E), que permiten convertir el L-aminoacido en su correspondiente configuracién D. Los
dominios de epimerizacion no estan presentes en las NRPS de lipopéptidos ciclicos de Pseudomonas, sin
embargo dichos compuestos se caracterizan por presentar aminoacidos en su configuracidon D. La
generacién de los estereocisomeros se realizaria mediante la accion de dominios de condensacién con
actividad dual (condensacion/epimerizacidn), los cuales actuarian sobre el aminoacido que le antecede

en la cadena peptidica.
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Figura 3.2- Esquema de la sintesis no ribosomal de la artrofactina. El complejo multienzimatico consiste
en once modulos los cuales incorporan once aminodcidos especificos que componen el motivo
peptidico. Se requiere de la participacion de 33 mddulos (11 de cada tipo C, Ay PCP) y dos dominios TE
al final de la linea de ensamblaje necesarios para la liberacidén del péptido y su ciclacién (Roongsawang
et al. 2007).

i -~ POP -

L L

siongation

Figura 3.3- Organizacion de dominios dentro de un mdédulo de elongacion de una NRPS. El médulo esta
compuesto por dominios C, A, y PCP. 1) El dominio A selecciona un aminoacido especifico de la mezcla
de aminoacidos disponibles y cataliza la formacién del intermediario adenilado (con el consumo de una
molécula de ATP). 2) El intermediario activado es transferido a un grupo tiol del grupo prostético de la
PCP. 3) Este enlace facilita el movimiento del intermediario hacia la posicion (a) aceptora del siguiente
dominio C, donde se genera un enlace peptidico con un aminoacil 6 un grupo peptidil del PCP anterior.
4) El ciclo termina en la posicion dadora (d) del dominio C del siguiente mddulo, donde PCP es
desacilado y la cadena en crecimiento traslocada al siguiente mdédulo. El grupo prostético es
representado con lineas en zigzag. (tomado de Mootz et al., 2010).
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Luego de alcanzada la longitud especifica de la cadena peptidica, es necesario romper la ultima unién
tioéster ente el péptido y la PCP, lo cual es realizado por un dominio tioesterasa terminal (TE) que
finaliza la cadena de montaje. Este dominio cataliza la liberacién del producto mediante hidrdlisis y
muchas veces realiza la ciclaciéon del producto. Las NRPS responsables de la sintesis de LPC en
Pseudomonas spp. se caracterizan por presentar dos dominios TE en tdndem que se clasifican en tipo | y
tipo Il. Los TE-I son responsable de escision del péptido terminado, mientras que los TE-Il podrian estar
involucrados en la remocién de péptidos truncos unidos a la 4'-fosfopantetenina para regenerar la PCP y
dejarla disponible. Los TE-Il interactian con los TE-l y poseen un fuerte impacto en la eficacia de la
magquinaria biosintética. Los mutantes nulos para TE-Il de artrofactina mostraron una disminucién del
95% en la sintesis del LPC mientras que los mutantes en TE-l no eran capaces de producirlos

(Roongsawang et al. 2007).

3.1-3 Descubrimiento de nuevos antibidticos: abordaje bioinforméatico

En la actualidad existe una disponibilidad sin precedentes de secuencias completas de genomas de una
amplia variedad de microorganismos, lo cual ha proporcionado un avance significativo en la
comprension de la evolucidn, la ecologia, la patogenicidad y la fisiologia microbiana (de Bruijn et al.
2007). Este fendmeno se debe a importantes avances en las herramientas de secuenciacidon masiva, las
cuales son muy exactas, rapidas y accesibles. Existen mas de 4400 secuencias de genomas bacterianos
disponibles, cubriendo cientos de especies y multiples cepas de la misma especie (NBCI: National Center
for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Se han secuenciado un gran nimero de
genomas de bacterias patoégenas debido a intereses médicos y agronémicos, mientras que la proporcién

de genomas provenientes de bacterias benéficas es bastante menor.

Las Pseudomonas spp. fueron introducidas en la era gendmica con la secuenciaciéon del genoma
completo de la cepa P. aeruginosa PAO1 (Stover et al. 2000). Desde ese entonces ha habido una
aceleracion en todos los aspectos relacionados con la investigacion de la biologia de este género

microbiano, incluyendo el metabolismo secundario. Para el género Pseudomonas, existen actualmente
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unos 168 genomas completos secuenciados que se hallan disponibles en bases de datos publicas (NCBI y
Pseudomonas Genome Database: http://pseudomonas.com) de las cuales 28 pertenecen a la especie P.

fluorescens y dos a P. protegens.

Tabla 3.2. Datos generales de genomas secuenciados de cepas de Pseudomonas spp. referentes en el
area del control bioldgico de fitopatdgenos.

Organismo Plasmidos | Tamafio(Mb) | GC% Genes | Proteinas Referencia
Pseudomonas - 6,44 60,5 5829 5722 (Silby et al.
fluorescens Pf0-1 2009)
Pseudomonas 1 6,02 59,9 5495 5334 (Loper et al.
fluorescens A506 2012)
Pseudomonas - 6,85 60,8 5962 5862 (Redondo-Nieto
fluorescens F113 et al. 2012)
Pseudomonas 1 7,15 60,1 6584 6395 (Silby et al.
fluorescens SBW25 2009)
Pseudomonas - 7,07 63,4 6273 6108 (Paulsen et al.
protegens Pf-5 2005)
Pseudomonas - 6,87 63,4 6199 6115 (Schuldes, et al
protegens CHAO 2013)

El desarrollo de herramientas informaticas poderosas simultdneamente con la generacion de enorme
cantidades de informacion gendmica, dio lugar a una fructifera interaccion entre tecnologia
computacional y biologia molecular, con lo cual posteriormente han podido analizarse genomas
completos. Esto fue de gran ayuda en la busqueda de nuevas drogas como también blancos
terapéuticos. Esta mineria de los genomas dirigida a encontrar metabolitos secundarios, permite
encontrar nuevos genes responsables de la sintesis de péptidos no ribosomales (NRP), poliquétidos (PK)
y terpenoides (Van Lanen & Shen 2006). De esta forma se pudo observar que muchos de los
microorganismos analizados presentaban en sus genomas un nimero mayor de genes que codifican
para rutas biosintéticas de metabolitos secundarios, que los metabolitos conocidos para ese

microorganismo (Challis, 2008).

Un ejemplo es el andlisis del genoma de la cepa biocontroladora P. protegens Pf-5 (ex P. fluorescens)
(Paulsen et al. 2005). Mediante herramientas bioinformaticas se determind que el 5,7% del genoma de

la cepa estaba dedicado al metabolismo secundario. Se pudieron identificar cuatro operones
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involucrados en la sintesis de antibidticos anteriormente caracterizados en dicha cepa: dos poliquétidos,
pioluteorina y 2,4-diacetilfloroglucinol, pirrolnitrina y HCN. Ademas se encontrd un gran operdn de
102Kb que codificaba para un producto no descripto aln en la cepa y que contenia sintasas de
poliquétidos (PKS) y NRPS entre otros. También se identificé un operdn de 42Kb, que codificaria para
tres NRPSs, las cuales estaban involucradas en la sintesis de un lipopéptido ciclico que denominaron

orfamida (Gross et al. 2007).

El proceso de purificacion, andlisis estructural y funcional de los metabolitos antifingicos ha sido por
afos la forma convencional de analizar estos compuestos. Hoy en dia, la secuenciacion masiva y la
bioinformdatica permiten acceder rapidamente a nuevos compuestos. Sin embargo, el enfoque clasico

sigue siendo necesario para confirmar y ensayar las propiedades de los nuevos metabolitos.

3.1-4 Herramientas informaticas aplicadas a la mineria gendmica

Los metabolitos secundarios bacterianos del tipo poliquetidos (PKs) y péptidos no ribosomales (NRPs)
son de gran complejidad y diversidad estructural, por lo cual resultan una fuente de nuevas drogas y
productos que pueden ser aplicados en todas las dreas terapéuticas y en la industria. Debido al gran
interés que generan estos compuestos, se han desarrollado excelentes herramientas informaticas para
la mineria in silico de datos de secuencias tanto gendmicas como metagendmicas. Estas herramientas
son capaces de identificar las vias biosintéticas codificadas en una secuencia de ADN y predecir el
correspondiente producto natural (Boddy 2014). Muchas de estas herramientas son de acceso libre y
pueden encontrarse en la red. Para la identificacion de los genes biosintéticos de PKs y NRPs existen
diferentes estrategias. Una es comparar las secuencias traducidas in silico con proteinas ortélogas que
uno esperaria encontrar en la via biosintética. Para ello se utilizan dominios quetosintasas (para Pks) y
de adenilacién o condensacion (para NRPs). Una forma mas eficiente es utilizar “modelos escondidos de
Markov” (HMM), que son modelos generados estadisticamente a partir de multiples secuencias y han
sido incorporados en muchas herramientas de busqueda (Tabla 3.3). Mediante el andlisis informatico es

posible predecir con certeza la funcién de un dominio catalitico en las vias biosintéticas de las PKs o
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NRPs. A medida que se han ido caracterizando los dominios, la exactitud del analisis ha mejorado. Por
ejemplo, los dominios de adenilacion de las NRPSs presentan selectividad de sustratos, con lo cual

seleccionan el aminoacido correcto a incorporar en el péptido durante el ensamblaje.

Tabla 3.3. Programas informaticos disponibles para la busqueda de genes que codifican para
metabolitos secundarios en secuencias de ADN

Herramienta s?c-. direccion web atfceso Referencia
Identificada libre
antiSMASH NRPS/PKS http://antismash.secondarymetabolite i (Medema et
s.org al. 2011)
NP.searcher NRPS/PKS http://dna.sherman.lsi.umich.edu Si (Li et al.,2009)
. http://nrps.informatik.uni- . (Rottig et al.
NRPSpredictor2 NRPS tuebingen.de Si 2011)
Zi tetal.
NaP- DoS NRPS/PKS http://napdos.ucsd.edu Si (zc;irzn)er cta
PKMiner PKs tipo Il http://pks.kaist.ac.kr/pkminer Si (zlgrlnz)& vi
SBSPKS NRPS/PKS http://www.nii.ac.in/~pksdb/sbspks/m i (Ansari, et al.,
aster.html 2004)
SMURF NRPS/PKS http://jcvi.org/smurf/index.php No (Khaldi et al.
(hongos) 2011)
Descargable en
CLUSEAN NRPS/PKS https://bitbucket.org/antismash/cluse Si (z\gv(?;)er etal.
an
o . 5 .
ClustScan NRPS/PKS http://bioserv.pbf.hr/cms/index.php?p No (Starcevic et
age=clustscan al. 2008)

La caracterizacion estructural de los dominios de adenilacién, permitié determinar aquellos aminodcidos
claves, ubicados en el bolsillo de unidn al sustrato e involucrados en la selectividad. En base a eso se han
construido modelos predictivos capaces de determinar con un gran nivel de confianza la secuencia
aminoacidica que sintetizaria una NRPS (Challis et al., 2000). La prediccién de la secuencia de
aminodcidos se basa en la “regla de colinealidad” mencionada anteriormente, la cual es valida para la
gran mayoria de los casos. La configuracidon estereoquimica de los aminodcidos también es predecible
con gran exactitud en los casos donde las NRPS presentan dominios de epimerizacién. Sin embargo el

analisis bioinformatico tiene limitaciones a la hora de predecir las estructuras con detalle. Por ejemplo,
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la formacidn de heterociclos aln no ha podido determinarse a partir de las secuencias de ADN. (Boddy

2014).

3.2 estrategia de trabajo

La cepa P. fluorescens C119 presentd un excelente efecto promotor del crecimiento vegetal en los
ensayos de campo realizados. Sin embargo, lo mecanismos involucrados en la promocién no han sido
claramente identificados en la cepa C119. Para conocer los posibles mecanismos presentes se siguié una
estrategia de analisis gendmico. Para ello se secuencié el genoma completo de la cepa C119 y se realizé
una busqueda de genes relacionados con la promociéon del crecimiento vegetal. Se utilizaron diversas
herramientas bioinformaticas para identificar genes involucrados en la sintesis de metabolitos
secundarios, como por ejemplo genes que codifican para NRPS y PKS. En los casos donde fue posible se
realizé la prediccidn de los productos sintetizados por dichas enzimas. También se realizé una busqueda
de genes involucrados en la sintesis de HCN, fitohormonas, fitasas, acido glucénico, trehalosa y otros
osmoreguladores, y resistencia a metales pesados y antibidticos. Se realizé un andlisis filogenético de
varios genes conservados para confirmar la especie bacteriana a la cual pertenece C119. Finalmente se

analizé la posible presencia genes que codifican para factores de virulencia.

3.3 metodologia

3.3-1 Secuenciacion del genoma de P. fluorescens C119

Para extraer y purificar el ADN gendmico de Pseudomonas spp C119 se inoculd con una Unica colonia un
tubo conteniendo 5ml de medio KB, el cual se incubé o.n. a 30°C con agitacién. Las bacterias se
colectaron por centrifugacidon y el ADN gendmico fue extraido mediante el sistema comercial PurelLink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La
calidad del ADN extraido se verificd por electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) y se cuantificé en

nanodrop. La secuenciacion y ensamblado de secuencias se realizé mediante la contrataciéon de los
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servicios de NGS (Next Generation Sequencing) y bioinformatica de Macrogen (Corea). El proceso constd
de la elaboracién de una biblioteca gendmica de extremos apareados (paired end), la cual facilita el
ensamblado de los fragmentos obtenidos, y la secuenciacidon utilizando la plataforma Illumina
Hiseq2000. Previo al ensamblado de las secuencias en largos fragmentos (contigs), las mismas fueron
filtradas de acuerdo a la calidad (Q20). El ensamblado se realizé6 mediante el software SOAPdenovo y la
deteccidén de marcos abiertos de lectura (ORF: open reading frame) mediante GLIMMER. La anotacién
funcional de los ORFs fue realizada por similitud de secuencias con la base de datos de proteinas no
redundantes del GenBank utilizando Blast (Basic Local Alignment Search Tool) con lo cual se asignaron
posibles funciones a genes con un E-value menores a 1.0E™. Para encontrar proteinas homélogas y
comparar secuencias proteicas entre especies se aplicaron los programas Pfam (pfam.sanger.ac.uk) y
COG (Clusters of Orthologous Genes). La anotacién de genes se realizd también mediante BasYs
(Bacterial Annotation System) y RAST (Rapid Annotation of microbial genomes using Subsystems
Technology). Para asignar funciones RAST utiliza una estrategia basada en subsistemas curados
manualmente y en familias de proteinas lo cual garantiza un alto grado de consistencia. Se generaron
modelos metabdlicos mediante SEED (The seed model) (Overbeek et al., 2004). Los RNA ribosomales y
de transferencia fueron predichos mediante RNAmmer version 1.2 (Lagesen et al. 2007) y tRNAScan-SE

(Lowe & Eddy 1997) respectivamente.

3.3-2 Mineria genémica: anélisis de genes del metabolismo secundario

Para determinar la presencia de genes involucrados en la biosintesis de metabolitos secundarios en el
genoma de la cepa C119, éste se sometid al andlisis mediante el software AntiSMASH (Antibiotics &
Secondary Metabolite Analysis SHell) (Medema et al., 2011; Blin et al., 2013). La comparacion de las
secuencias identificadas con especies relacionadas se realizé mediante Blast utilizando la base de datos
de secuencias de Pseudomonas Genome Database (pseudomonas.com). Los andlisis filogenéticos se

realizaron mediante el software Mega 6.0 (Tamura et al. 2013).
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3.4 resultados

3.4-1 Caracteristicas generales del genoma de P. fluorescens C119

El genoma de la cepa P. fluorescens C119 se secuencid en forma parcial, por lo cual se obtuvieron varios
fragmentos extensos de ADN (scaffolds) de 83.404 pares de bases (pb) en promedio. Los scaffolds,
contenian en su totalidad 6.338.754pb, con un contenido de GC de 60.87. Entre todos los sacaffolds se
identificaron 5762 secuencias codificantes. El analisis de genes ortdlogos mostré que el 35% de los
genes estaba involucrado en procesos bioldgicos, el 34% en funciones moleculares, el 11% codificaba

para componentes celulares y el 20% no presenté homologia con otros genes (Figura 3.4: A, B, Cy D).

Se identificaron 53 ARNs de transferencia y tres ARNr correspondientes a las subunidad 5S. Los genes

que codifican para el 16S ARNr no estaban presentes en ninguno de los scaffolds obtenidos.

Se realizé un analisis filogenético de diversos genes de tipo “housekeeping”, altamente conservados
entre bacterias, y que pueden ser utilizados para confirmar la clasificacién de una especie bacteriana
complementando el andlisis del gen 165 ARNr. Estos genes codifican para la recombinasa A (recA)
(Figura 3.5), la subunidad beta de la girasa del ADN (gyrB) (figura 3.6), la cadena beta de la ATP sintasa
(atpD) (Figura 3.7), la carbamoil fosfato sintasa (carA) (Figura 3.8) vy la subunidad beta de la ARN

polimerasa (rpoB) (Figura 3.9).
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Figura 3.4- Analisis funcional de los ORFs identificados en el genoma de la cepa P. fluorescens C119 de
acuerdo a homologia con genes conocidos. Los genes se agruparon en procesos bioldgicos (B),
componentes celulares (C) y funcion molecular (D).
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Figura 3.5- Arbol filogenético del gen recA para diferentes especies de Pseudomonas obtenido mediante
Maximun-likelyhood. Como grupo externo se utilizé el gen recA de Agrobacterium radiobacter K84
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Figura 3.6 Arbol filogenético del gen gyrB para diferentes especies de Pseudomonas obtenido mediante
Maximun-likelyhood. Como grupo externo se utilizé el gen gyrB de Escherichia coli K-12
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Figura 3.7- Arbol filogenético del gen atpD para diferentes especies de Pseudomonas obtenido mediante
Maximun-likelyhood. Como grupo externo se utilizé el gen atpD de A. radiobacter K84
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Figura 3.8- Arbol filogenético del gen carA para diferentes especies de Pseudomonas obtenido mediante
Maximun-likelyhood. Como grupo externo se utilizé el gen carA de A. radiobacter K84
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Figura 3.9- Arbol filogenético del gen rpoB para diferentes especies de Pseudomonas obtenido mediante

Maximun-likelyhood. Como grupo externo se utilizé el gen rpoB de A. radiobacter K84
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3.4-2 Busqueda de genes involucrados en el control biolbgico de
patbgenos

3.4-2.1 Sideroforos

La cepa P. fluorescens C119 presenta genes involucrados en el sistema de captacion de hierro tales
como genes de sintesis de siderdforos, receptores de membrana, sistema de transporte y reguladores.
Los genes se encontraron agrupados en dos operones ubicados en dos scaffolds separados. Por un lado
se identificé en el scaffold 38 el operdn de sintesis del croméforo, que ademas involucra un factor sigma
regulador (Tabla 3.4). Por otra parte, en el scaffold 25 se identificé un operdn conteniendo al menos 17
genes, de los cuales tres codificarian para NRPS responsables de la sintesis de la cadena peptidica del

siderdéforo.

i A Al:NRPSPredictor2 SVM: glu
ctgl_orf00212 Stachelhaus code: glu

Minowa: ser
Cromoforo consensus: gluGlu
A2:NRPSPredictor2 SVM: hydrophilic
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A, \ = Minowa: dab
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Figura 3.10- Organizacién de mddulos para las NRPSs responsables de la sintesis del cromdforo y del
péptido de 6 aminoacidos de la pioverdina codificada en el genoma de la cepa C119. Se listan los
aminoacidos predichos de acuerdo a la selectividad de los dominios de adenilacidon, de acuerdo a
diferentes programas bioinformaticos.
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El resto de los genes corresponden a sistemas de transporte del sideréforo, proteinas reguladoras y
algunas enzimas como la L-ornitina 5-monooxigenasa que introducen modificaciones en los aminoacidos

del sideréforo (Tabla 3.4).

Tabla 3.4-. Genes involucrados en la sintesis, regulacidn y transporte de pioverdina (pvd).

Ubicacién | Comienza ‘ Termina Hebra Nombre Funcion*
Scaffold 38 78445 79458 + PvdY Componente menor de sintetasa del sideréforo,
acetiltransferasa
Scaffold 38 80086 79532 - PvdS Factor 0 regulador de la sintesis de pvd
Scaffold 38 80467 93468 + PvdL Sintetasa del precursor del croméforo de la pvd
Q
\ig) C)‘ Y‘\ S é\ é’v
K i <9 A j\ & & QAJ h
%TE—D@@E@L@U& =
e
Ubicacion Comienza | Termina Hebra Nombre Funcion*
Scaffold 25 1420 83 - PvdA L-ornitina 5-monooxigenasa (EC 1.13.12.-)
Scaffold 25 2013 1534 - fpvl Factor 0-70 (ECF subfamilia), regulador de la
sintesis de pvd
Scaffold 25 2338 3501 + Proteina tipo macA (eflujo especifico de pvd)
Scaffold 25 3502 5475 + Proteina transpotadora (eflujo de pvd) y de union
al ATP
Scaffold 25 5483 6877 + Proteina de membrana externa (eflujo de pvd)
Scaffold 25 8560 6935 - pvdP Proteina relacionada con la sintesis de pvd
Scaffold 25 8779 10149 + pvdM Posible dipeptidasa, biosintesis de pvd
Scaffold 25 10146 11423 + PvdN Proteina de biosintesis de pvd. Posible
aminotransferasa, clase V
Scaffold 25 11463 12350 + pvdO Quinasa Pyoverdine sensible a Ser/Thr
Scaffold 25 12460 14109 + PvdE Sistema de transporte ABC para pvd. Fusionado
con componentes ATPasa y permeasa
Scaffold 25 14271 16703 + Precursor del receptor de sideréforos dep. TonB
Scaffold 25 17725 16769 - Esterasa/lipasa
Scaffold 25 30127 17801 - NRPS (EC 6.2.1.3)
Scaffold 25 37976 30141 - pvdl Pvd NRPS
Scaffold 25 41374 37973 - Pvd NRPS
Scaffold 25 42546 41563 - SyrP Proteina hipotética
Scaffold 25 43326 42586 - Posible tioesterasa de la NRPS, PA2411 homologa

*Se indica el nUmero EC (Enzyme Commission number) de las enzimas, cuando corresponde
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El analisis bioinformaticio de las secuencias permitié predecir que el sideréforo es una pioverdina. El gen
pvdL, responsable de la sintesis del croméforo, codifica para una NRPS que seria capaz de sintetizar un
péptido de tres aminoacidos (Figura 3.10) los cuales no pudieron predecirse completamente partiendo
de la secuencia nucleotidica. El primer aminoacido seria un glutamato, el segundo un aminodcido
hidrofilico, posiblemente arginina o acido diaminobutirico, y el tercero presenta varias posibilidades
(Asp, Asn, Glu, GIn, Aad). El gen pvdL se analizé filogenéticamente comparandolo con homélogos dentro
del género Pseudomonas (Figura 3.12). El andlisis de las tres NRPS codificadas en el Scaffold 25,
mediante el software AntiSMASH, demostré que el componente peptidico del siderdforo estd
compuesto por seis aminoacidos. (Figura 3.10). Siguiendo la regla de colinealidad de los mddulos, la

secuencia del péptido seria: Lys-Asp-Ala-Thr-Ala-Orn.

Chirad C ~N

Figura 3.11- Estructura de los péptidos sintetizados mediante NRPSs para el croméforo (A) y el motivo
peptidico (B) del sideréforo de la cepa C119. Para el croméforo, el acido dicarboxilico se indica como
isotopo=1, y los aminoacidos no identificados como isétopo =2 y 3. La figura C corresponde al
sideréforo pseudobactina aislado de Pseudomonas sp. B10, cuya estructura primaria del motivo
peptidico asemeja mucho a la del sideréforo producido por la cepa C119.

El péptido presenta la particularidad de poseer un aminodcido no usual como la ornitina y tres
aminodcidos en su configuracién D lo cual se deduce de los dominios de epimerizacion intercalados
entre los mddulos, que estarian realizando la conversién de los isémeros L en D para los aminoacidos en

las posiciones 2, 4 y 6 (figura 3.10). La L-ornitina-NS—monooxigenasa codificada por el gen pvdA seria
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responsable de la conversidn de L-ornitina en L-N>-hidroxiornitina (Putignani et al., 2004; Ambrosi et al.,
2000). La comparacién de la cadena peptidica del sideréforo de la cepa C119 con otros siderdforos
conocidos mostrd cierta similitud con la pseudobactina producida por la cepa Pseudomonas sp. B10. El
motivo peptidico de la pseudobactina presenta la siguiente secuencia aminoacidica: €Lys-OHAsp-Ala-
alloThr-Ala-cOHOrn donde €lys significa que la lisina se encuentra unida por su €NH,, OHAsp es

hidroxiaspartico y cOHOrn, ciclo-hidroxi-ornitina (figura 11-C).
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Pseudomonas.sp.UW4.pwvdL
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Figura 3.12- Arbol filogenético para el gen pvdL de diversas especies de Pseudomonas obtenido por el
método de Neighbor-Joining.

3.4-3.2 Antibi6ticos

A lo largo del genoma de la cepa P. fluorescens C119 se identificaron otros operones que codifican para
NRPS, diferentes a los involucrados en la sintesis del siderdforo, y que probablemente estén

involucrados en la sintesis de metabolitos secundarios antimicrobianos.
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i) Lipopéptido

Uno de los operones identificados contenia tres genes que codificaban para NRPS. Los mddulos de las
tres NRPS corresponderian a la sintesis de un péptido no ribosomal de 8 aminoacidos (Figura 3.13). Este
operén biosintético presentd caracteristicas habitualmente encontradas en genes que codifican para
NRPS de lipopéptidos en Pseudomonas sp. Una de ellas es la presencia de un dominio de condensacion
inicial (C1), involucrado en la acilacion del primer aminodcido, cuya secuencia es diferente del resto de
los dominios de condensacién de la NRPS (Figura 3.15). Otra caracteristica es que no se observaron
dominios de epimerizacion intercalados entre los moddulos (dado que la transformacion de L
aminodcidos a D estd a cargo de los dominios C duales de condensacidén/epimerizacion). La tercera
caracteristica es que al final de la linea de ensamblaje se observaron dos dominios tioesterasas

terminales.

El analisis de los mdédulos de las NRPS mediante diversos programas informdaticos permitio predecir la
secuencia del péptido (Tabla 3.5). De acuerdo al analisis y siguiendo la regla de colinealidad, la secuencia
consenso del péptido seria: (leu-asp) + (thr-leu-leu-gin) + (leu-ile). Los aminoacidos en las posiciones 2, 6
y 8 fueron predichos con menor precision ya que existieron diferencias entre los resultados de los
distintos programas utilizados. Para confirmar identidad de los aminoacidos incorporados al péptido, se
realizé una comparacién filogenética de los dominios de adenilacidon con otros dominios de adenilacion
de NRPSs responsables de la sintesis de lipopéptidos ciclicos de varias cepas de Pesudomonas (Figura

3.14).

La configuracién de los aminodcidos en el péptido se predijo mediante el analisis de los dominios de
condensacién de manera de determinar si éstos poseian funcion dual condensacidn/epimerizacién o no
(Figura 3.15). Todos los dominios de condensacién mostraron similitud con dominios de actividad dual
excepto el C8 por lo cual se deduce que los aminoacidos en las posiciones 7 y 8 permanecerian en su

configuracion L.
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Por otra parte, no fue posible determinar por métodos bioinformaticos la naturaleza del motivo lipidico
que forma parte de la estructura del lipopéptido ya que este proviene del metabolismo primario y los

genes biosintéticos no se ubican en el mismo operdn de la NRPS.

El entorno genético del operdn de biosintesis fue analizado, encontrandose algunas similitudes con
otros operones para lipopéptidos ciclicos (Figura 3.16). Se observaron similitudes en genes involucrados
en la regulacién de la sintesis del compuesto surfactante y en el transporte del mismo fuera de la célula

(Tabla 3.6).
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. Dominio de adenilacidon . Dominio de condensacidon/epimerizacion

O Dominiode tiolacion O Dominio de condensacién
O Transesterificacion O Dominio de condensacidn inicial

Figura 3.13- Esquema de las sintetasas de péptidos no ribosomales involucradas en la sintesis del
lipopéptido de la cepa C119. Desde la parte superior a la inferior se esquematizan los tres genes para
NRPS, los médulos presentes en cada gen, los aminoacidos que reconoce cada dominio de adenilacién y
en la parte inferior el péptido predicho a partir del andlisis bioinformatico. Se indica como isotope=1 al
residuo que no pudo determinarse in silico.
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Tabla 3.5-. Prediccidn de la especificidad de los dominios de adenilacion presentes en las sintetasa del
lipopéptido de la cepa C119.

Programa Aden.1 Aden.2 Aden.3 Adend4 Aden.5 Aden.6 Aden.7 Aden.8

1,2

NRPSpred. Leu Asp Thr Leu Leu Gln Leu lle

Sta:::g::'nzaus Leu Asp Thr Leu Leu GIn Leu lle

Minowa’ Leu Asp Thr Leu Leu Ser Leu lle
PKS/NRPS® Leu Thr Thr Leu Leu GIn Leu no hit

NP.
4 Leu Asp Thr Leu Leu GIn Leu lle
searcher
SBSPKS* Leu GIn Thr Leu Leu Gln Leu Leu

'http://nrps.informatik.uni-tuebingen.de,’http://antismash.secondarymetabolites.org
3http://nrps.igs.umaryland.edu/nrps, *http://dna.sherman.lsi.umich.edu,
*http://www.nii.ac.in/~pksdb/sbspks
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Figura 3.14- Comparacion filogenética entre secuencias de aminoacidos de dominios de adenilacién de
diversos lipopéptidos ciclicos obtenidas mediante el método Neighbor-Joining. Se indican con diferentes
colores los grupos conformados por dominios de adenilacién similares. Se resaltan con color los
dominios pertenecientes a la NRPS de la cepa C119.

Capitulo 3 84



Arf_C1
pfo1_Cl
119 C1

Figura 3.15- Arbol filogenético de dominios de condensacién de NRPS. Analisis mediante el método
Neighbor-Joining de las secuencias de aminodcidos de los dominios de condensacion de diferentes
sintetasas de lipopéptidos ciclicos de Pseudomonas spp. Se indican los diferentes tipos de dominios de
condensacion con lineas de diferente color: verde: dominios inicial N-acilante, rojo: dominios de
condensacién convencionales y azul: dominios duales condensacién/epimerizacién. PfO1: LPC de la cepa
P.fluorescens Pf0-1; Arf: arthrofactina, 119: LPC de la cepa C119, Ofa: orfamida A; Syp: Syringafactina;

Xlt: Xantholisina; Pso: putisolvina;
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Figura 3.16- Genes de biosintesis del lipopéptido de la cepa C119 y el entorno genético del operén. En el
cuadro superior (A) se muestran un esquema de los genes involucrados en los marcos de lectura en que
se encuentran codificados. En rojo se indican los tres genes correspondientes a las NRPSs. En el cuadro
inferior (B) se muestra un esquema comparativo de los genes involucrados en la sintesis de lipopéptidos
para distintas cepas de Pseudomonas y el entorno genético del operdn. Los genes con caracteristicas
similares se indican del mismo color (ver funciones de cada gen en la tabla 3.5).
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Tabla 3.6- Operdn de biosintesis del lipopéptido (genes indicados en la figura 3.16-B)

IIIIIIIIII
32519 35176 + Alanina aminopeptidasa de membrana N (EC
3.4.11.2)
I 37766 35499 - Catalasa (EC 1.11.1.6) / Peroxidasa (EC
_ 1.11.1.7)
38091 40127 + TonB Receptor de membrana TonB dependiente
42387 40177 - Posible prot. con dominio sulfatasa

_- 42825 43838 + Sist. De transporte ABC
nitrato/sulfonato/bicarbonate.
Componentesperiplasmaticos

vl 43961 44413 + Prot tipo OsmC (resist. hidroperoxido)
44973 44497 - Prot. hipopética metalochaperona (Cu)

_- 45539 44973 - Prot. de sintesis de citocromo
oxidasaSco1/SenC/PrrC,(posible
metalochaperon)

5] 47147 45729 - CmeC  Lipoprot. externa CmeC del sistema de eflujo
RND
i 48004 47210 - Regulador transcripcional, familia LuxR
_. 48495 54905 + nrpsA Sintetasa de peptido no ribosomal (EC 6.2.1.3)
i 55091 68089 + nrpsB Sintetasa de peptido no ribosomal (EC 6.2.1.3)
68086 76386 + nrpsC Sintetasa de peptido no ribosomal (EC 6.2.1.3)
i 76453 77601 + MacA Port. de eflujo de macrdlidos MacA

_i 77598 79559 + MacB Permeasa MacB /port de union al ATLP de

eflujo de macrélidos (EC 3.6.3.-)
80395 79625 - Regulador transcripcional, familia LuxR
| 80651 80878 + Proteina hipotética
82112 80895 - GIcF Subunidad GlIcF hierro/azufre de la glicolato
deshidrogenasa (EC 1.1.99.14)

Bl 53180 82116 - GICE  Subunidad GICE de union a FAD de la glicolato

deshidrogenasa (EC 1.1.99.14)
I 84679 83180 - GlcD  Subunidad GlcD de la glicolato
deshidrogenasa(EC 1.1.99.14),
- 85030 86157 + Posible prot. transmembrana (deshidrogenasa)
=i 86160 86651 + Prot. hipotetica
87545 86706 - Glutation S-transferasa (EC 2.5.1.18)
_. 88548 87712 - Regulador transcripcional de la familia AraC
88655 89611 + Threonina deshidratasa(EC 4.3.1.19)

*Se indica el nimero EC (Enzyme Commission number) de las enzimas, cuando corresponde
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ii) Otras NRPS

Se identificaron genes pertenecientes a vias de sintesis de NRPS y PKS posiblemente involucrados en la
produccion de metabolitos secundarios. Uno de estos operones, ubicado en el contig 1027, estaba
compuesto por genes que codifican para una enzima mixta NRPS/PKS (Figura 3.17-A). Este operdn
parece estar muy conservado entre cepas de Pseudomonas spp. (Figura 3.17-B). El producto resultante

de estas enzimas no pudo predecirse y no ha sido descripto en otras Pseudomonas spp.

A

ctgl_orf00044
(o)
ctgl_orf00064
D I®d D@ @I
ctgl_orf00066
@D 0
ctgl _orfO0070
@ @00 &I®

ctgl_orfO0083

P. fluorescens alfa C119 HB4@HOHH EEEDEDEIEDMUOUDN)NOD

P. fluorescens Pf0-1 BM4Q-@MWH0N DD IEEDIMHUDHOPI

P. entomophila L48 {KKHEOK D ED I LTI b

Figura 3.17- A) Organizacién modular de los génes que codifican para una NRPS/PKS, involucradas en la
sintesis de un metabolito. ER: dominio enolil-reductasa; A: dominio de adenilacion; C: dominio de
condensacién; KS: dominio queto-sintasa; KR: dominio queto-reductasa; TE: dominio de
transesterificacion. B) Esquema comparativo del operén de sintesis de una metabolito compuesto por
una NRPS y PKS en la cepa C119 y otras dos cepas de Pseudomonas.
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Otro operdn, ubicado en el scaffold 23, presentd una NRPS con un solo dominio de adenilacion junto a
un dominio tioester reductasa. Este operon también esta presente en varias cepas de Pseudomonas
(Figura 3.18) donde presenta una muy alta conservacion entre diversas especies. En general se
encuentra acompafiado por genes que codifican para un regulador transcripcional tipo GntR, un factor
sigma 70, una proteina receptora de sider6foros dependiente de TonB y una diguanilato
ciclasa/fosfodiesterasa. En este caso tampoco pudo predecirse el metabolito resultante de la accién de

estas sintetasa.
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Figura 3.18- Genes de biosintesis de metabolito secundario (identificado en el scaffold 23). En marrén se
indica el gen de sintesis, en verde genes de tranporte, en celeste genes de regulaciéon y en azul una
diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa. La secuencia de genes correspondiente a P. fluorescens C-119 es la
primera (Query sequence)

iii) Compuestos volatiles

Se identificaron los genes hcnABC, necesarios para la sintesis del acido cianhidrico. Se comparé la

secuencia de las tres enzimas para determinar el grado de conservacion de las mismas (Figura 3.19).
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Figura 3.19- Genes de sintesis de acido cianhidrico. En el esquema superior se indican los genes hcnABC
involucrados en la sintesis del compuesto volatil para la cepa C119 y para P. ageruginosa PAO1 [(1):
hcnA, (2): henBy (3): henCl. Debajo se muestra el arbol filogenético obtenido por Maximun Likelihood de
los tres genes de sintesis para diversas cepas de Pseudomonas.

Capitulo 3 90



iv) Bacteriocinas

El genoma de C119 presentd genes involucrados en la sintesis de la bacteriocina colicina V. El operdn
biosintético esta ubicado en el scaffold 25 y presenta una organizacion similar en Pseudomonas de
diversas especies (Figura 3.20). El entorno genético del operdn presenta diversos genes involucrados en

la biosintesis de antibidticos (Tabla 3.7).

Figura 3.20- Esquema del operdn de biosintesis de colicina y el entorno genético del mismo para tres
cepas de Pseudomonas, P. fluorescen C119, P. fluorescens SBW25 y P. aeruginosa PAO1. La descripcion
de los genes se detalla en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Genes de biosintesis de colicina y otros genes ubicados en el entorno del operén

TAMANO

ID COMIENZA  TERMINA (NT) HEBRA FUNCION SUBSISTEMA
7 108625 111261 2637 + Proteina hipotética Nd
o . . Biosintesis
3 112340 112915 576 + Egisfgzl)bosﬂ antranilato isomerasa (EC de
triptéfano
4 111382 112236 855 + Sintasa de tRNA pseudouridina(eC 4.2.1.70)
1 113108 114028 921 N Cadena'l beta de la acetilcoenzima A
carboxil transferasa (EC 6.4.1.2) o .
5 114025 115332 1308 N Dih'idro'folato sintasfa\(Ec 6.3.2.12) / BIOS:jn;eSIS
Folilpoliglutamato sintasa(EC 6.3.2.17) C
- ColicinaV
9 115316 115978 663 + Proteina DedD
5 116077 116637 561 + Proteina de sintesis de Colicin V
6 116679 118184 1506 + Amidofosforibosil transferasa(EC 2.4.2.14)
0O-acetil homoserina sulfhidrilasa(ec Biosintesis
8 118265 119476 1212 + 2.5.1.49) / O-succinil homoserina de
sulfhidrilasa(ec 2.5.1.48) metionina
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3.4-3.3 Enzimas hidroliticas

Se realizd un analisis de BLAST sobre el genoma de C119 para determinar la posible presencia de genes

homélogos de otros que codifican para proteasas extracelulares y quitinasas. Para ello se utiliz6 como

secuencia de referencia el gen arpA de P.protegens CHAO y el gen chiC de P. protegens Pf-5. Se

identificaron dos genes que codificarian para una metaloproteasa extracelular y una quitinasa con alta

homologia en el genoma de C119 (Figuras 3.26 y 3.27). Los genes que codifican para quitinasas en las

cepas P.protegens eran mas grandes.
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Figura 3.21. Alineamiento de secuencias homdlogas a la quitinasa ChiC de P. protegens Pf-5 mediante
Clustal X. Las secuencias de aminoacidos fueron deducidas a partir de las secuencias de nucleétidos.
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Figura 3.22. Alineamiento de secuencias homodlogas a la metaloproteasa ArpA de P. protegens CHAO
mediante Clustal X. Las secuencias de aminoacidos fueron deducidas a partir de las secuencias de
nucledtidos.
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3.4-3. BUsqueda de genes involucrados en la promocién directa del
crecimiento vegetal.

Se analizd el genoma de la cepa C119 en busca de genes involucrados en las caracteristicas promotoras
del crecimiento vegetal de la cepa tales como genes de sintesis de fitohormonas, ACC desaminasa,

fitasas y enzimas productoras de acido glucénico.

3.4-3.1- Sintesis de fitohormonas

Las vias de sintesis del acido indolacético (AIA) descriptas para Pseudomonas spp., tienen en comun el
uso de triptéfano como precursor inicial. Los genes involucrados en estas rutas no se encontraron en el
genoma de C119. Sin embargo, cuatro genes fueron clasificados por el programa RAST como parte de un
subsistema involucrado en la sintesis de AIA de forma independiente del Trp. El grupo de genes codifica
para el complejo Trp-sintasa (cadenas alfa y beta), la indol-3-fosfato sintetasa y la antranilato-
fosforibosil transferasa. También presenta un gen que codificaria para una posible proteina de unién a la
auxina, cuya ubicacion esta alejada en el genoma. Esta via independiente de Trp utilizaria el indol-3-
glicerol fosfato o el indol como precursor para obtener AIA (Figura 3.23). La existencia de esta via ha

sido demostrada en Azospirillum brasilense y algunas plantas como principal via de sintesis de AlA.

De acuerdo a la anotacion realizada en el RAST no existirian vias de sintesis de otras fitohormonas como

por ejemplo giberelinas y citoquininas.

La cepa C119 presenta en su genoma un gen que codificaria para una proteina de 302 aminodcidos, la
cual presenta una gran homologia con enzimas del tipo 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa
(ACC desaminasa). Cuando se compard la secuencia aminoacidica con otras ACC desaminasas
encontradas en PGPR y cuya actividad de clivado del precursor del etileno ha sido confirmada, se
observd una baja homologia (23%) (Figura 3.24). Estas enzimas estan codificadas por el gen acds, el cual
se ha utilizado como blanco de screening mediante PCR, en la busqueda de bacterias capaces de
expresar dicha actividad. Un ejemplo es la ACC desaminasa encontrada en la cepa promotora

Pseudomonas sp. UW4. Esta cepa presenta el gen acdS y un regulador acdR caracteristico ubicado
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corriente arriba del anterior en la cadena de ADN. La cepa C119 carece de los genes que codifican para
dicho regulador. El analisis de dominios conservados (COG) mostré que ambas enzimas pertenecen a la
familia de sintasas de la subunidad B del triptéfano, compuesto por enzimas dependientes del cofactor
piridoxal fosfato. El andlisis in silico de la estructura proteica predicha a partir de la secuencia de

aminoacidos mediante Raptor-X (http://raptorx.uchicago.edu/) mostré que la enzima codificada en el

genoma de la cepa C119 presenta un sitio de unidn al sustrato con especificidad para el acido N-
piridoxil-1-aminociclopropanocarboxilico-5-monofosfato. EI mismo andlisis sobre la proteina AcdS (de

Pseudomonas sp. UW4) presentd especificidad al piridoxal fosfato (Figuras 3.25 y 3.26).

Ll
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Figura 3.23- Region del genoma que contiene genes posiblemente involucrados en la sintesis de AlA por
una via independiente de triptéfano. Comparacion con genomas de P. fluorescens SBW25 y P.
aeruginosa PAO1. Los genes con secuencias similares entre las tres cepas se agrupan con el mismo color
y nimero. Los genes cuyas posiciones relativas son conservadas en al menos cuatro especies diferentes
se encuentran funcionalmente conectados y se resaltan con un recuadro gris. Identidad de los genes:
(1)Indol-3-glicerol fosfato sintasa; (2)Antranilato fosforibosil transferasa; (3) Vfr regulador
transcripcional/Proteina receptora de AMP ciclico;(4)Para-aminobenzoato sintasa (componente
amidotransferasa); (5) Proteina de la familia OsmC/Ohr, (6)hidroxilasa no caracterizada; (7)Hidrolasa de
la familia HIT; (8)Lipoato-proteina ligasa A;(9) pro enzima S-adenosilmetionina descarboxilasa.

La actividad ACC desaminasa puede evidenciarse mediante ensayos in vitro, haciendo crecer al

microorganismo en un medio con ACC como Unica fuente de nitrégeno, con los controles adecuados.
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ACC.deaminase.Pseudomonas.fluorescens.R124
ACC.deaminase.P.flkuorescens.alfaC119
ACC.deaminase.Pseudomonas.fluorescens.F113
ACC.deaminase.Pseudomonas.fluorescens.BRIP34879
ACC.deaminase.Pseudomonas.fluorescens.BBc6R8
ACC.deaminase.Pseudomonas.syringae.pv..glycinea.str..B076
ACC.deaminase.Pseudomonas.syringae.BRIP39023
ACC.deaminase.Pseudomonas.putida.W619
ACC.deaminase.Pseudomonas.putida.HB3267
ACC.deaminase.Pseudomonas.putida.GB-1
ACC.deaminase.Pseudomonas.putida.KT2440
ACC.deaminase.Pseudomonas.putida.BIRD-1

ACC.deaminase.Pseudomonas.putida.LS46

ACC.deaminase.Pseudomonas.aeruginosa.PAO579
ACC.deaminase.Pseudomonas.stutzeri. DSM.10701

ACC.deaminase.Pseudomonas.stutzeri. CCUG.29243
ACC.deaminase.Pseudomonas.stutzeri. DSM.4166

ACC.deaminase.Pseudomonas.mendocina. EGD-AQ5
ACC.deaminase.Pseudomonas.syringae.pv..tomato.str..DC3000
ACC.deaminase.Pseudomonas.fluorescens.NCIMB.11764

acdS.ACC.deaminase.Pseudomonas..sp..UW4

acdS.ACC.deaminase.Pseudomonas.fluorescens.F113

— acdS.ACC.deaminase.Methylobacterium.nodulans.ORS.2060

0.2
Figura 3.24- Analisis filogenético de enzimas con posible actividad ACC desaminasa. Las enzimas

caracterizadas que presentan dicha actividad se indican como acdS.

Acc. Desaminasa0C119 Acc. Desaminasa UW4

Figura 3.25- Prediccion de la estructura tridimensional de enzimas ACC desaminasas a partir de la
secuencia de aminoacidos. Cada una de las enzimas presenta su ligando en el sitio activo:N-piridoxil-1-
aminociclopropano-5-monofosfato para la ACC desaminasa de la cepa C119 y piridoxal fosfato para la

ACC desaminasa de la cepa Pseudomonas sp.UW4.
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1l-aminociclopropano-1-carboxiladto desaminasa de Pseudomonas sp.UW4
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Figura 3.26-Secuencia aminoacidica de enzimas ACC desaminasas las cepas de Pseudomonas C119 y
UWA4. En la primera linea se indica la posicion de los residuos, en la segunda linea la secuencia, en la
tercera linea se indica el error estimado (en A) para el modelo 3D y en rojo se indican los aminoécidos
clave del sitio de union al sustrato de acuerdo al andlisis mediante el programa RaptorX.

3.4-2.2 Solubilizacion de fosforo

Existen diversos mecanismos por medio de los cuales un microorganismo puede solubilizar formas
organicas e inorganicas de fosfato. En el genoma de la cepa C119 se pudo determinar la presencia del
gen que codifica para una glucosa deshidrogenasa dependiente del cofactor pirroquinolina quinona
(paq) y de los genes necesarios para la sintesis de este cofactor (figura 3.27). Esta enzima es
responsable de la produccién de acido glucdnico, el principal acido organico involucrado en la
solubilizacidon de fosfato inorgdnico. Este podria ser el mecanismo mediante el cual la cepa C119 es

capaz de solubilizar fosfato tricalcico, como fue observado en ensayos in vitro. El gen pqqC, presente en
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la via de sintesis del cofactor, ha sido exitosamente utilizado como marcador para estudios filogenéticos
de Pseudomonas solubilizadoras de fosfato. Por otra parte, la busqueda de genes homdlogos a phyC,

que codifica para una fitasa involucrada en la mineralizaciéon de fosfato organico, no dio resultados

positivos.
A
orpB GD-PQQ Prot |
: = l_h | h‘\
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Figura 3.27- Diagrama de los genes necesarios para la sintesis de la enzima glucosa deshidrogenasa
dependiente de PQQ (GD-PQQ). (A) Gen para la GD-PQQ (rojo), una porina con selectividad para
glucosa, orpB (verde). (B) Operdn de sintesis de la coenzima PQQ: pqqgFBCDEG junto a dos proteinas
hipotéticas (hp).

3.4-4 Genes de resistencia a estreses bidticos y abibdticos

Ademads de producir compuestos antimicrobianos esta cepa seria capaz de tolerar diversos antibidticos
para los cuales presentd genes de resistencia. Se identificaron genes que codificaban para enzimas que
inactivan antibidticos, para diversos sistemas de exportacion activa de multidrogas y regiones

determinantes de resistencia que hacen que el blanco del antibiético no pueda ser atacado (Tabla 3.8)

También se identificaron genes que podrian estar involucrados en la tolerancia a diversos tipos de estrés
abidticos tales como estrés hidrico y presencia de metales pesados. En este sentido se encontraron

genes que codifican para dos vias de sintesis de trehalosa, un disacarido de glucosa que puede actuar
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Tabla 3.8. Sistemas de resistencia a antibidticos presentes en la cepa C119

ivY Lisozima Inhibidor del precursor de la Uno de varios genes responsable de la
lisozima de vertebrados sintesis de inhibidores de lisozima de
proteobacterias
vanW Vancomicina Proteina de Resistencia a Forma parte del operdn de resistencia
vancomicina tipo B a vancomicina. El resto de los genes
del operdn estan ausentes
Fosa Fosfomicina Proteina de resistencia a Esta enzima cataliza la adicién de
fosfomicina glutation al C1 del oxirano de la
fosfomicina
parC Fluoroquino-  subunidades Ay B dela Enzimas conteniendo regiones
pare lonas topoisomerasa IV determinantes de la resistencia a
gyrA Subunidades Ay B de la girasa  fluoroquinolonas.
gyrB de ADN
BL Betalactami- B- lactamas Hidrdlisis del anillo B-lactamico en
Blc cos B-lactamasa clase C antibidticos betalactdamicos
BLI hidrolasa dependiente de
metales de la superfamilia 1
de B-lactamasas
MFP/IM/ Multi-drogas  IM: componente integral de Bomba de eflujo que confiere
om membrana; OM: comp. resistencia a diversas drogas Sistema
exterior de membranay MFP: tripartita de eflujo a través de dos
proteina periplasmatica membranas en bacterias Gram (-) Se
accesoria. detectaron 6 sistemas en todo el
genoma
cmeA Multi-drogas  cmeA: Prot. integral de Sistema de eflujo RND, bomba
cmeB membrana; cmeB prot. dependiente del gradiente
cmeC interior de membrana; electroquimico de protones
lipoprot. Exterior de
membrana
mexD Multi-drogas  mexD: prot. transportadora; Sistema de eflujo RND, bomba
mexC mexC: prot. de membrana; dependiente del gradiente
nodT nodT: lipoproteina exterior de  electroquimico de protones. Se
nfxB membrana; tetR y mexT: identificaron 2 sistemas en el genoma
mexT reguladores transcripcional uno regulado ptetR y otro por mexT
macA Macrdélidos maca: prot. especifica de Sistema de eflujo especifico para
macB eflujo de macrdlidos; macB: macrélidos
permeasa/prot. exportadora
de macrdlidos de union al
ATP
ydhE Multi-drogasy Bomba de extrusion de Sistema antiporte que utiliza Na* para
norM toxinas antimicrobianos y toxinas eliminar compuestos toxicos (familia
MATE). Se encontraron tres sistemas
en el genoma
acrB Acriflavina Prot. de resistencia a Transportador tipo NRD
acriflavina
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como osmoprotector, manteniendo las estructuras de las enzimas, proteinas y lipidos, frente a estreses
hidrico, salino y bajas temperatura. Las vias de sintesis presentes en el genoma de C119 son la via
trehalosa sintasa (Tres) y la via TreY-TreZ (Figura 3.28). La via Tres involucra la conversion de maltosa en
trehalosa mediante la trehalosa sintasa (TreS), mientras que la via TreY-TreZ involucra la conversion de
maltodextrina en malto-oligosiltrehalosa por la malto-oligosiltrehalosa sintasa (TreY) y ésta en trehalosa

por la malto-oligosiltrehalosa hidrolasa (TreZ).

La cepa poseia genes de sintesis de glucanos del periplasma (Tabla 3.9) y de sintesis e internalizacion de
colina y betaina (Tabla 3.10), todos ellos compuestos osmoprotectores sintetizados en condiciones de
estrés. También presenta el gen de la enzima acido L-2,4-diaminobutirico transaminasa presente en la
via de sintesis de ectoina pero no se identificaron otros genes necesarios para completar la via

biosintética.

SL'un.'IJ-H\
:.._...-" {Abbreviation  |Compound

v |TRE alpha,e oha-“rehalcse
_“&I'IIF [MGT Maltooligosy trzhalzze
: TGF alpha,z oha'-Trehalcss G-phosphate
Uilc L 2P-g ucose
¥ GaP D Gluiuse G-plosobale
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Figura 3.28- Vias de biosintesis de trehalosa presentes en la cepa P. fluorescens C119. Las enzimas cuyos
genes codificantes estan presentes en el genoma se resaltan en verde.
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Tabla 3.9. Esquema e informacién de los genes involucrados en la sintesis de glucanos periplasmaticos
(los genes dentro de un recuadro gris indican posiciones relativas conservadas entre varias especies).

Tamaiio , ..
Hebra Proteina* Funcion**
(nt)

Glucosil transferasa H de la sintesis de

1 2571 i MdoH glucanos (EC 2.4.1.-)

5 1785 i MdoG Precursor de la proteina G de biosintesis de
glucanos

3 804 i Transportador ABC de aminoacidos,
proteina periplasmatica de unién a aa

4 438 - D-tirosil-tRNA(Tyr) deacilasa

5 972 - Prolina iminopeptidasa (EC 3.4.11.5)

6 1629 . MdoD Precursor de la proteina D de biosintesis de
glucanos

* Las proteinas conocidas se indica su nombre mas usual
**Se indica el nimero EC (Enzyme Commission numbers) de las enzimas, cuando corresponde

Finalmente, se encontraron genes que confieren tolerancia frente a diversos compuestos toxicos, entre
ellos metales pesados tales como cromo, cadmio, cobre, zinc, cobalto y arsénico (Tabla 3.11). La
resistencia a altos niveles de estos metales podria permitir la promocién del crecimiento de plantas
destinadas a la biorremediacion de suelos contaminados con estos metales, facilitando su absorcidon por

las raices.
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Tabla 3.10. Operdn conteniendo los genes necesarios para la sintesis de betaina y la internalizacién de

colina y betaina (los genes dentro de un recuadro gris indican posiciones relativas conservadas entre

varias especies).

7 ] 3 g i 1
¢ ) —
] ]
= {
Hebra en
Ne Tamafo (nt) que esta Proteina* Funcidon**
codificado
Colina deshidrogenasa (EC 1.1.99.1)
1 1704 +
Betaina aldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.8)
2 1473 +
Proteina BetT, de uptake de colina de alta
3 1998 - BetT afinidad
Regulador transcripcional tipo HTH, Betl
4 594 + Betl
Sistema de transporte ABC de L-prolina,
5 1179 + ProV glicina betaina; permeasa ProV (TC
3.A.1.12.1)
Sistema de transporte ABC de L-prolina,
6 846 + Prow glicina betaina; permeasa ProW (TC
3.A.1.12.1)
Proteina ProX de unién al transportador ABC
7 948 + ProX de L-prolina glicina betaina
Proteina hipotética
8 156 +
Proteina hipotética
9 114 -

* Las proteinas conocidas se indica su nombre mas usual
**Seindica el numero EC (Enzyme Commission numbers) de las enzimas, cuando corresponde
*** Subsistemas al que pertenece el gen segun lo identifica el programa RAST
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Tabla 3.11. Genes de tolerancia a metales pesados encontrados en el genoma de la cepa P. fluorescens
C119. Se indican con el mismo color los genes que posiblemente estén formando un operdén.

Metal Genes de Proteina
tolerancia
CROMO chrA Proteina transportadora de cromo
cute Proteina de homeostasis del cobre
corC Bomba de cobalto y magnesio
CRTR Regulador transcripcional
CIA Translocador de cobre ATP dep.
copZ Chaperona de cobre
cflA Transportador multidroga
COBRE CSA Bomba de cobre y plata dependiente de ATP
MO Oxidasa multicobre
CRD Proteina C de resistencia al cobre
CRB Proteina B de resistencia al cobre
copCp Precursor de la proteina C de resistencia al cobre
cT Proteina de tolerancia al cobre
ccml/H/F Subunidades L, H y F de la citocromo liasa
arsR Represor del operdn de resistencia al arsénico
ArsB Bomba de eflujo de arsénico
ARSENICO
ArsC Arsenato reductasa
ArsH Proteina de resistencia al arsénico
CzcD Proteina CzcD de resistencia a cobalto Zinc y cadmio
CzcA Proteina CzcA de resistencia a cobalto Zinc/Nikel y cadmio
COB?;E?\}“ZOINC Y cusB/czcB Posible sistema de eflujo de Co, Zn y Cd
CzcC Bomba NRD de eflujo de metales pesados
Cusa Bomba de eflujo de cationes
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3.4-5. Genes relacionados con patogenicidad y factores de virulencia

Se analizo la presencia de genes que potencialmente codificarian para factores de virulencia presentes
en especies de Pseudomonas patdgenas de animales y plantas. Los genes plcS y toxA, que codifican para
el precursor de la fosfolipasa C hemolitica y para el precursor de la exotoxina A respectivamente, estdn
presentes en la cepa patogena P. aeruginosa PAO1l. Se ha demostrado que estos genes estan
involucrados en la patogenicidad tanto hacia animales como hacia plantas (Rahme et al. 1995). No se
identificaron genes homdlogos en el genoma de la cepa C119. Tampoco se encontraron genes
homologos a lasB, que codifica para la elastasa LasB, una potente metaloproteasa presente en varias
cepas patogenas de P. aeruginosa (Rahme et al. 2000). El sistema de secrecidon de proteinas de tipo Il
tiene la funcidon de introducir proteinas desde la bacteria patégena hacia el citosol de la célula huésped.
Este sistema altamente especializado estd presente en muchas bacterias patégenas Gram negativas
(Galan 1999). La cepa C119 no presentd genes homologos a aquellos que codifican para ese sistema de
secrecion. Si presentd genes para los sistemas de secrecion del tipo Il y IV, posiblemente vinculados con

el ensamblado del pili, dado el entorno genético en el cual se hallan.
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3.5 discusiotn

3.5-1 Generalidades del genoma de la cepa P. fluorescens C119 vy
confirmacion de la especie

El genoma de la cepa P. fluorescens C119 se secuencio con la finalidad de analizar la presencia de genes
involucrados en las caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal observadas en ensayos previos
sobre plantas de alfalfa (Capitulo 2). Dado que posee un gran potencial para su aplicacion como
biofertilizante y biofungicida, resulta de gran interés conocer en profundidad los mecanismos por los
cuales ejerce su efecto benéfico, a efectos de mejorar su eficiencia e identificar posibles riesgos e

incluso descubrir nuevas aplicaciones.

Actualmente existen 28 genomas de cepas de Pseudomonas fluorescens completamente secuenciados,
que en su mayoria corresponden a cepas que han sido estudiadas por sus caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal. El genoma de la cepa C119 presenta un tamafio y contenido en GC similares a
dichos genomas. Por otra parte, el nimero de tRNAs identificados es inferior a los reportados para otras
P. fluorescens (Loper et al. 2012). Esto probablemente sea debido al alto nimero de contigs en los
cuales esta subdividido el genoma de C119. De las 5762 secuencias codificantes identificadas el 20% no
pudo ser adjudicada a una funcién conocida (Figura 3.4) y por lo cual 1143 entradas fueron descriptas
como proteinas hipotéticas. Este nimero es comparable a los encontrados en otros genomas de
Pseudomonas spp. En dichos genomas se ha determinado, ademas, que entre 850 y 1000 de dichas
secuencias constituyen genes conservados (Loper et al. 2012). Estos genes aln no identificados dejan un

gran margen para el descubrimiento de actividades aln no caracterizadas en esta especie.

Desde la década del 70 los métodos de hibridacion ADN-ADN vy la secuencia del gen 16SrRNA han sido
los mecanismos para delinear las especies bacterianas. Se consideran como grupos las especies
bacterianas que presentan un grado de hibridacién ADN-ADN del 50-70% y una identidad de secuencia
del gen 16S ARNr superior al 97% (Coenye et al. 2005). En el caso del género Pseudomonas, uno de los
mas diversos, el analisis del gen que codifica para el 16S ARNr muchas veces no alcanza la resolucion

suficiente como para diferenciar entre dos especies cercanas (Yamamoto et al. 2000). Dado que una
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misma cepa bacteriana puede presentar varios genes para el 16S ARNr, es necesario conocer la
secuencia de cada uno de ellos para confirmar la identidad de la bacteria por ese método (Rajendhran &
Gunasekaran 2011). A medida que aumente el nimero de secuencias de genomas completos, el anélisis
taxonédmico basado en el 16S ARNr serd mas preciso. Diversos estudios han demostrado que el andlisis
de las secuencias de otros genes, de tipo housekeeping, como por ejemplo recA, atpD, carA, gyrB, rpoB,y
trpB puede utilizarse en forma complementaria para clasificar una especie bacteriana (Hilario et al.
2004). Estos genes fueron seleccionados debido a que cumplian con ciertos criterios: i) tenian una
amplia distribucion entre los genomas, ii) estaban presentes en Unica copia, iii) presentaban un largo
que permitia obtener suficiente informacidn y se secuenciaban de manera sencilla (900-2250pb) vy iv)
podian predecir con precision y exactitud la relacion del genoma entero (Zeigler 2003). El andlisis
multilocus utilizando estos genes demostré ser una buena herramienta para estudiar la filogenia del
género Pseudomonas (Mulet et al. 2010). El andlisis filogenético de dichos genes confirmé que la cepa
C119 pertenece a la especie P. fluorescens ya que en todos los casos los genes estudiados se agruparon
con genes provenientes de cepas de esa especie (Figuras 3.5 a 3.9). Sumado a esto, un analisis de mapeo
completo comparando todo contra todo entre el genoma de la cepa C119 y el genoma de la cepa P.

fluorescens Pf0-1 mostré un 70% de similitud entre los genomas (datos no mostrados).

3.5-2 Genes relacionados con el control biol6gico de patébgenos

3.5-2.1 Sintesis de sider6foros

El hierro es un nutriente esencial para las plantas y los microorganismos, sin embargo la mayoria del
hierro presente en el suelo se encuentra precipitado en forma de 6xidos, no asimilables por estos
organismos. La produccién de sideréforos, en bacterias, hongos y plantas, permite quelar el ién Fe** con
gran afinidad, e internalizar la molécula mediante receptores especificos para los complejos hierro-
sideréforos (Lemanceau et al. 2009). La competencia por el nutriente a nivel de los microorganismos
rizosféricos fue uno de los primeros mecanismos de control biolégico descriptos (Kloepper et al. 1980).

El control se basa en el hecho de que en general los sideréforos bacterianos presentan una mayor
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afinidad por el hierro que sus contrapartes de origen fungico (Compant et al. 2005; Saharan & Nehra

2011).

La cepa C119 posee dos operones para la sintesis completa de una pioverdina, sus receptores y
transportadores (Tabla 3.4). Uno de los operones, ubicado en el Scaffold 38, presenté el gen (pvdL) que
codifica para una NRPS involucrada en la sintesis del croméforo. El otro operdn presentd genes que
codifican para NRPS involucradas en la sintesis de la cadena peptidica y se ubicé en el Scaffold 25. La
organizacion modular de las NRPS permitio predecir el nimero, la configuracion y en muchos casos la
identidad de los aminodacidos que conforman la estructura. Para el dominio peptidico, la secuencia de
aminoacidos predicha se asemejé a la presente en la pseudobactina, un sideréforo producido por
Pseudomonas sp. B10 (Ambrosi et al. 2000) (Figura 3.11). Para determinar si el sideréforo de la cepa
C119 es una pseudobactina deberia confirmarse la estructura del cromoéforo. Los tres aminoacidos que
conforman el croméforo no pudieron identificarse con precision. El gen pvdL es muy conservado en la
especie P. aeruginosa, pero no asi en P. fluorescens (Figura 3.12). El gen pvdL mas cercano al de la cepa
C119 pertenece a la cepa P. fluorescens PfO-1. El sideréforo de esta cepa no ha sido caracterizado aun,
pero de acuerdo a los genes presentes en su genoma no se trataria de una pseudobactina, ya que el

motivo peptidico presenta 9 aminoacidos.

Ademas de los genes de sintesis para los distintos dominios que componen el sideréforo, se
identificaron genes reguladores dentro del entorno gendmico. Por ejemplo, adyacente al gene de
sintesis del croméforo se encontré el gen pvdS que codifica para un factor sigma. Este pertenece a la
familia de factores de funcidn extracitoplasmatica, observado en otros genes de sintesis de sideréforos
de Pseudomonas sp. (Mossialos et al. 2002; Moon et al. 2008). El andlisis transcriptémico de la cepa P.
protegens Pf-5 demostré que este gen es uno de los mas expresados en condiciones de deficiencia de
hierro (Lim et al. 2012). Por su parte, el operdn de sintesis de la cadena peptidica también presentd un
gen adyacente que codifica para un factor sigma, el gen fpvl. Este regulador también es activado en
ausencia de hierro en la cepa Pf-5. Por otra parte, en presencia de hierro, tanto la sintesis de sideréforos
como la de sus receptores son reprimidas por la proteina represora FUR (ferric uptake regulation

protein). El genoma de C119 presentd un gen que codifica para una proteina de la familia FUR (Anexo 3),
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por lo cual el principal sistema de regulaciéon de la sintesis de sideréforos estaria completo en la

bacteria.

La cepa C119 podria ser capaz de internalizar el ién ferrico a través de siderdforos heterdlogos,
producidos por bacterias que cohabitan el mismo nicho ecolégico dado que presenté en su genoma
genes que codifican para receptores de Fe-ferricromo y hemina (datos no mostrados). La capacidad de
utilizar sideréforos de otros microorganismos aumenta la competitividad por dicho nutriente en la

rizosfera (Loper & Henkels 1999)

Estudios previos demostraron que la cepa C119 es capaz de antagonizar in vitro al oomicete P.
debaryanum y a los hongos fitopatdégenos Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum. La competencia
por hierro tiene gran incidencia en el antagonismo observado en los ensayos in vitro dado que en

presencia de metal el efecto inhibidor se veia reducido (Yanes 2007).

3.5-2.1 Compuestos antimicrobianos

El genoma de P. fluorescens C119 posee genes que codifican para la sintesis de metabolitos secundarios
antifungicos descriptos en varias cepas de Pseudomonas spp. biocontroladoras (Weller 2007). Se
identificaron genes para varias NRPS, una de las cuales estaba involucrada en la sintesis de un
lipopéptido. También se identificaron los genes para la sintesis de HCN, bacteriocinas, proteasas y
quitinasas que podrian participar en la inhibicion de microorganismos competidores a nivel de la

rizosfera.

i) Lipopéptido ciclico

Se identificé un operén conteniendo genes para NRPS y cuyas caracteristicas corresponden a los
operones de NRPS descriptos para la sintesis de lipopéptidos ciclicos en Pseudomonas spp. Estas
caracteristicas son la presencia de un dominio de condensacién en el mddulo inicial, cuya funcién seria
la acilacion del primer aminoacido de la molécula, la presencia de dos dominios tioesterasas terminales
ubicados en tandem vy la presencia de dominios duales de condensacidén/epimerizacidn (de Bruijn et al.

2007) (Figura 3.13).
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El andlisis informatico permitié predecir la secuencia de aminoacidos que conforma parte de la
estructura del lipopéptido (Tabla 3.5). De esta manera se determind que el compuesto es un nuevo
lipopéptido ciclico diferente a los descriptos hasta el momento en Pseudomonas spp. La secuencia de
aminoacidos predicha es la siguiente: Leu-Asp-Thr-Leu-Leu-GIn-Leu-lle. El analisis filogenético de los
dominios de adenilacion permitié confirmar la selectividad de cada dominio y por ende la identidad de
los aminoacidos de la cadena peptidica (Figura 3.14). La configuracién de los aminodcidos también pudo
predecirse en base al analisis filogenético de los dominios con funcién dual condensacion/epimerizacién
(Figura 3.15). Estos dominios actian sobre el aminoacido ingresado en el mddulo previo (Rokni-Zadeh et
al. 2012). Por lo tanto, se determind que solamente los residuos en las posiciones 7 y 8 estarian en su
configuracién L, mientras que el resto serian transformados en sus epimeros D luego de ingresados en la

linea de ensamblaje.

Al final de la tercera NRPS se identificaron los dos dominios tioesterasas (TE). Estos dominios son los
responsables de liberar el lipopéptido de la sintetasa y de la ciclacién del producto final. El andlisis de los
dominios TE, involucrados en la sintesis de artrofactina, mostraron que ambos son funcionales y
necesarios para la sintesis del compuesto (Roongsawang et al. 2007). Las NRPS del lipopéptido de C119
presentd6 ambos dominio TE por lo cual posiblemente el producto forme un anillo lactdonico

caracteristico de los lipopéptidos ciclicos de Pseudomonas. .

El entorno genético de los genes de las NRPSs presentd una organizacion similar a los operones de
sintesis de lipopéptidos descriptos en otras Pseudomonas (Figura 3.16 y Tabla 3.6). Por ejemplo se
identificaron dos genes que codifican para reguladores transcripcionales de tipo LuxR, dos
transportadores de tipo RND (de resistance-nodulation-cell division) homdlogos a sistemas de eflujo
RND de Ralstonia solanacearum, dos genes homdélogos a macA y macB de E. coliy un transportador tipo
ABC. Los genes que codifican para reguladores de tipo /uxR se ubican adyacentes a ambos lados de los
genes biosintéticos. Un analisis de los genes implicados en la sintesis de xantolisina, en P. putida
BW11M1, demostré que una mutacion el gen regulador del tipo /uxR ubicado corriente arriba de los
genes de biosintesis, impedia la produccion del compuesto. Por otra parte, numerosas investigaciones

han demostrado que el principal sistema que regula la transcripcion de los lipopéptidos en
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Pseudomonas spp. es el sistema de dos componentes GacS/GacA (Koch et al. 2002; Dubern et al. 2008;
Raaijmakers et al. 2006; Roongsawang et al. 2010). Este sistema consiste en una proteina kinasa sensora
(GacS) y de una proteina de respuesta reguladora (GacA) y funcionaria en un nivel superior a LuxR. El
mecanismo propuesto para este sistema es que la proteina sensora GacS se autofosforilaria frente a un
estimulo ambiental, que no ha sido bien definido alun y luego activaria a la proteina de respuesta GacA
mediante transfosforilacion. Esta proteina fosforilada a su vez activaria genes reguladores ubicados por
debajo en la cascada de respuestas, como por ejemplo los genes /luxR (Roongsawang et al. 2010). Una
busqueda mediante BLAST en el genoma de la cepa C119 permitié identificar genes con una alta

homologia para este sistema de dos componentes (Anexo 3).

Mediante estudios de mutagénesis se han identificado otros genes que regulan de alguna manera la
sintesis de los lipopéptidos de Pseudomonas, como por ejemplo proteinas de choque térmico y una
serin proteasa (Washio et al. 2010; Dubern et al. 2008; de Bruijn & Raaijmakers 2009). Existen
homodlogos a estos genes en el genoma de la cepa C119, pero para determinar si tienen alguna
implicancia en la sintesis del lipopéptido deben ser inactivados por mutagénesis y luego analizar el

fenotipo de las mutantes.

Los sistemas de transporte de tipo ABC, RND y MacA/MacB encontrados en el operdn junto con los
genes de sintesis del lipopéptido de C119, también se han descripto en otras Pseudomonas. Varias
investigaciones indican que todos estos sistemas aportarian en distinta medida al transporte de los
lipopéptidos hacia afuera de la célula productora. Una mutacion en el gen del transportador ABC
eliminaba casi completamente la presencia de sirigomicina y siringopeptina en P. syringae pv syringae
(Grgurina et al. 1996), mientras que mutaciones en los transportadores de tipo RND disminuian entre un
40 y 60% la presencia de los compuestos (Kang & Gross 2005). Por otra parte, la mutacién en el
transportador ABC, presente en el operdn de sintesis de artrofactina de la cepa de Pseudomonas MIS38,
generaba una disminucion transitoria del compuesto, que luego de 12 h alcanzaba niveles similares a la
cepa salvaje. Sin embargo, el tratamiento con inhibidores de transportadores ABC eliminaba casi
totalmente la exportacion del compuesto (Lim et al. 2009). Esto indicaria que multiples transportadores

ABC podrian estar implicados en la exportacion de artrofactina. Las proteinas MacA y MacB también
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aportan al transporte de lipopéptidos como pudo comprobarse en la cepa P. putida PCL1445 productora
de putisolvina (Dubern et al. 2008). Ambas proteinas junto a la proteina de membrana externa TolC
forman un sistema de eflujo especifico para macrélidos. En este sentido, se identific6 un gen que
codificaria para una proteina homdloga a TolC en el genoma de C119 ubicado en un contig distinto del

que presento el operdn de sintesis del lipopéptido (Anexo 3).

ii) Acido cianhidrico

La cepa C119 presenté los genes hcnABC que codifican para la HCN sintasa responsable de la sintesis de
acido cianhidrico. Los genes presentaron similitud respecto a los encontrados en otras especies de
Pseudomonas en especial con cepas de la especie P. fluorescens y P. protegens biocontroladoras (Figura
3.19) .La produccion de HCN es uno de los principales mecanismos con el cual la cepa P. protegens CHAO
ejerce el biocontrol sobre patdgenos causantes de la podredumbre negra de raiz del tabaco y del take-
all del trigo (Keel et al. 1992). Las mutantes en los genes de biosintesis del HCN veian reducida su
capacidad biocontroladora. Aunque el efecto biocontrolador de este compuesto voldtil ha sido
comprobado, su funcién fisioldgica en la bacteria productora aun es incierta. Aparentemente no tiene
ninguna funciéon en el metabolismo primario. Ademds, presenta varias caracteristicas propias de un
metabolito secundario, como la produccién mdxima en condiciones limitantes para el crecimiento, el
organismo productor presenta tolerancia y le adjudica cierta ventaja selectiva (Blumer & Haas 2000). La
produccion de HCN en P. fluorescens y P. aeruginosa se da principalmente en condiciones de
microaerofilia y depende de la proteina ANR (regulador anaerdbico de la arginina desaminasa y la
nitrato reductasa) que pertenece a la familia de reguladores de fumarato y nitrato reductasas (FNR)
(Blumer & Haas 2000). Las mutantes en el gen que codifica para esta proteina presentan una diminucion
de la produccion de HCN (Laville et al. 1998). Un gen de la familia FNR con una alta homologia con la
proteina ANR de la cepa cianogénica P. protegens CHAO se identificé en el genoma de C119 (Anexo 3).

En ambos organismos el gen para ANR se ubicd alejado del operdn de sintesis de HCN.

En trabajos previos, la cepa C119 fue enfrentada a un aislamiento de P. debaryanum en cultivos duales

in vitro, utilizando placas tabicadas de manera que los metabolitos difusibles no podian entrar en
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contacto con el oomicete. De esta forma se pudo observar un crecimiento mas lento de P. debaryanum
respecto a la placa control, inoculada Unicamente con el oomicete, debido a compuestos volatiles

inhibidores producidos por C119, posiblemente HCN (Yanes 2007).

iii) Otros metabolitos antimicrobianos

Ademas de los metabolitos secundarios descriptos, el genoma de C119 presenté genes que codifican
para la sintesis de enzimas hidroliticas (exoproteasa y quitinasa), la bacteriocina colicina V y para
metabolitos de funcién desconocida. La implicancia que pueda tener cada uno de estos metabolitos en
la inhibicién de otros microorganismos competidores dependera de quienes sean esos microorganismos
competidores y de las condiciones ambientales en las cuales se enfrenten. La secuencia de un gen que
codifica para una metaloproteasa de secrecion presente en el genoma de C119 posee alta homologia
con la secuencia de la proteasa extracelular ArpA , presente en la cepa P. protegens CHAOQ. En esta cepa,
la proteasa es controlada por el sistema de transduccidén de sefiales GacS/GacA y contribuye con el
control bioldgico del nematodo Meloidogyne incognita (Siddiqui et al. 2005). Las enzimas quitinoliticas y
proteoliticas tienen mayor relevancia como mecanismo de control bioldgico en los géneros Trichoderma
o Bacillus (Benitez et al. 2004; Huang et al. 2005). Sin embargo el hecho de que esté presente en el
genoma de C119 amplia la gama de patdgenos potenciales ante los cuales podria ejercer su efecto

biocontrolador.

El genoma de C119 presentd genes para la sintesis de colicina V (Figura 3.20 y tabla 3.7), una
bacteriocina que se caracteriza por no presentar modificaciones post traduccionales (Vassiliadis et al.
2011). La produccién de esta bacteriocina ha sido descripta en Enterobacteriaceae y presenta un
espectro de actividad reducido, dirigido hacia bacterias Gam-negativas filogenéticamente relacionadas
(Cascales et al. 2007). A pesar de que los genes de produccion de la colicina mostraron una gran
conservacion entre P. fluorescens (datos no mostrados), no existe mucha informacion sobre su posible
funcién ecoldgica. Otras bacteriocinas producidas por Pseudomonas spp. como la colicina M se han
propuesto como antibidticos con posibles aplicaciones en el control bioldgico de bacteria patégenas de

plantas (Grinter et al. 2012).
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El genoma de P. fluorescens C119 presentd operones de sintesis de metabolitos secundarios que aun no
han sido descriptos. Uno de los operones codificaria para una enzima mixta de tipo NRPS/PKS (Figura
3.17). Estos genes estan presentes en otras cepas de Pseudomonas. Un andlisis del genoma de Pf0-1
permitid identificar un operén muy similar a éste, sin embargo, a la fecha, no se ha determinado el
producto que sintetiza ni su posible funcion (Silby et al. 2009). Una mutante en un gen altamente
homdlogo presente en la cepa entomopatdgena P. entomophila no afectd la virulencia hacia Drosophila
melanogaster (Vallet-Gely et al. 2010). El otro operdn de funcién desconocida en C119 codifica para una
NRPS que también estd presente en P. fluorescens PfO-1. Sin embargo, estos genes no han sido

caracterizados (Figura 3.18).

3.5-3 Genes relacionados con caracteristicas de promocion directa del
crecimiento vegetal

3.5-3.1 Sintesis y degradaciétn de fitohormonas

Las PGPR promueven el crecimiento de las plantas por diversos mecanismos que incluyen la produccion
o degradacién de las principales hormonas vegetales y el aumento de la disponibilidad de nutrientes.
Las hormonas vegetales, acido abscisico, auxinas (AlA), citoquininas, etileno, giberelinas, acido
jasmoénico y acido salicilico, regulan multiples procesos fisiolégicos como por ejemplo la elongaciéon y
formacién de pelos radiculares. Estas hormonas interaccionan entre si de forma compleja mediante
cross-talk y retroalimentacién (Swarup et al. 2007). Existe cada vez mas evidencia de que las
rizobacterias pueden modificar el estatus hormonal de las plantas (Joo et al. 2005; Ljung 2013; Ali et al.

2009; Patten & Glick 2002) y por ende afectar el desarrollo radicular de las mismas.

i) Acido indolacético

La sintesis de AIA, la auxina mds importante, estd muy distribuida entre Pseudomonas spp.
fluorescentes. El AIA de origen microbiano estimula la formacion de pelos radiculares y la elongacién de
raices laterales. Sin embargo a altas concentraciones pueden inhibir la elongacién de la raiz primaria

(Duca et al. 2014). Las vias de sintesis de AIA descriptas en bacterias pueden ser dependientes o
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independientes de triptdfano como precursor. De acuerdo al analisis de RAST que agrupa los genes en
subsistemas, existe la posibilidad de que C119 presente una via de sintesis de AlA independiente de Trp
(Figura 3.23). Esta via estaria utilizando como precursor un intermediario de la sintesis del Trp,
posiblemente indol-3-fosfato. En algunas plantas, la via independiente de Trp parece ser la principal
forma de sintesis de auxinas (Ouyang et al. 2000; Mano & Nemoto 2012). En bacterias esta via fue
reportada por primera vez en una cepa de Azospirillum brasilense (Prinsen et al. 1993). La cepa
presentaba ademas dos vias de sintesis dependientes de Trp, sin embargo la via independiente mostré
ser la responsable del 90% de la auxina producida en un medio sin Trp adicionado. La via independiente
de Trp ha sido muy poco caracterizada en cuanto a las enzimas involucradas y sus intermediarios (Baca
& Elmerich 2007). La confirmacién de la presencia de esta via alternativa en la cepa C119 requerird de
ensayos de determinacién de AIA en medios de cultivo sin agregado de Trp. Los genes involucrados en

las rutas de sintesis de AIA dependientes de Trp no se identificaron en el genoma de C119.

ii) ACC—desaminasa

El etileno es otra importante hormona vegetal que influye en procesos como la maduracién de los
frutos, la senescencia y la respuesta frente a condiciones de estrés. El etileno también juega un papel
crucial en el desarrollo de las raices. Tanto el etileno como su molécula precursora, el ACC, generan el
aumento de los pelos radiculares, el ensanchamiento de las raices y la inhibicidon del alargamiento de la
células de la raiz (Swarup et al. 2007). Las rizobacterias productoras de la enzima ACC desaminasa
pueden modular la concentracién de etileno mediante la degradacion del ACC y de esa forma disminuir
el efecto inhibitorio del etileno sobre la elongacion de las raices. Este efecto promotor pudo
comprobarse para diversas rizobacterias en cultivos como canola, arveja, tomate, entre otros (Penrose
et al. 2001; Belimov et al. 2009; Jalili et al. 2009; Arshad et al. 2008; Cheng et al. 2007; Chen et al. 2013).
La cepa C119 posee en su genoma un gen que codifica para una enzima ACC desaminasa. La proteina
predicha a partir de la secuencia del gen se compard con otras ACC desaminasas cuya actividad fue
confirmada (Cheng et al. 2007). De acuerdo a su estructura estas proteinas pertenecen a la familia de la
sintasas de la subunidad B del triptéfano (TSBS) y son dependientes del cofactor piridoxal fosfato (PPL).

A nivel de la secuencia de aminoacidos, la ACC desaminasa de C119 es distinta de las ACC desaminasas
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reportadas (Figura 3.24). Sin embargo, el analisis in silico determind que el sitio de unidn al sustrato para
esta enzima podria acomodar una molécula de PPL-ACC (Figura 3.26), por lo cual existe la posibilidad de
que esta enzima sea capaz de degradar este compuesto. La enzima encontrada en la cepa C119 estd
muy conservada entre bacterias del género Pseudomonas de acuerdo al andlisis de BLAST, pero su

actividad debera ser confirmada mediante ensayos in vitro.

3.5-3.2 Aumento de la disponibilidad de nutrientes en el suelo

La cepa C119 podria mejorar el estatus nutricional de la planta hospedera facilitando la adquisicién de
hierro y fésforo. Esto podria ser realizado mediante la produccién de siderdforos y la solubilizacion de

fosfato inorgdnico dado que presentd genes involucrados en dichos procesos.

i) Hierro

La Cepa P. fluorescens C119 presentd dos operones involucrados en la biosintesis del sideréforo
pioverdina, discutido en la seccién anterior. Existen evidencias de que la presencia de siderdforos
eficientes en la rizésfera de las plantas no afecta negativamente el estado nutricional de la planta
respecto al hierro. Por el contrario, se ha demostrado que las plantas pueden incorporar sideréforos
bacterianos unidos al ion Fe*. Por ejemplo, plantas de A. thaliana tratadas con hierro-pioverdina
mejoraron su estatus nutricional en un medio pobre en hierro. Ademas, el complejo Fe-pioverdina pudo
detectarse mediante técnicas inmunoldgicas dentro de los tejidos vegetales (Vansuyt et al. 2007).
Incluso se ha demostrado que las plantas serian capaces de reclutar rizobacterias productoras de
sideréforos cuando se encuentran en situaciones de estrés causadas por la falta de hierro (Jin et al.

2010).

ii) Fosforo

Al igual que el hierro, el fosforo se encuentra en el suelo en formas poco asimilables por las plantas por
lo cual requiere de mecanismos que permitan su solubilizacién para poder internalizar el nutriente. La
cepa C119 presentd los genes necesarios para la sintesis de una glucosa deshidrogenasa (GD) y para el

cofactor pirroquinolina quinona (pqq) requerido por la enzima para su funcionamiento. Esta enzima
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actua extracelularmente convirtiendo glucosa en acido glucénico. La presencia del acido organico
disminuye el pH del medio extracelular liberando el fésforo inmovilizado en formas inorganicas (de
Werra et al. 2009). Estos genes estan presentes en diversas Pseudomonas spp. solubilizadoras de
fosfato. Mutantes en el gen de la GD y en los genes pqqB y pqqE de la cepa P. fluorescens F113 perdian
la capacidad de solubilizar fosfato tricalcico (Miller et al. 2010). El operdn de sintesis del cofactor PQQ
presenta una organizacién diversa en diferentes cepas de P. fluorescens. Las cepas Pf-5, Pf0-1 y F113
poseen un operdén compuesto por los genes pqqFABCDEG. La cepa Pf-5 posee una segunda copia para
PggAB mientras que F113 posee una segunda copia para pggA. Por otra parte la cepa SBW25 carece de
gen pgqG. El genoma de C119 presenta los genes pqqgFBCDEG y carece del gen pggA que codifica para
una pequefia proteina 24 aminodacidos. En su lugar C119 presentd un gen ubicado en la hebra inversa,
que codificaria para una proteina de 59 aminodcidos cuya funcidn es desconocida. La comparacién de
este gen mediante la herramienta BLAST no aportd similitud significativa con ningliin gen conocido. La
participacién de PqgA en la sintesis de PQQ es discutida. La introduccién de un plasmido multicopia
conteniendo los genes pggA y pggB en una mutante pggBde la cepa F113 generd un aumento en la
produccion de acido glucdnico respecto a la cepa salvaje (Miller et al. 2010). Por otra parte, en una cepa
de Methylobacterium extorquens, el gen pggA no fue necesario para la sintesis de PQQ (Toyama &

Lidstrom 1998).

La cepa C119 no presentd genes homdlogos a enzimas de tipo fitasas por lo cual no seria capaz de

mineralizar formas de fésforo organico.

3.5—-3.3 Resistencia a estreses bidticos y abidticos

Se identific6 una amplia variedad de genes que posiblemente le confieran a C119 resistencia a
antibidticos, tolerancia a metales pesados y le permitan sobrevivir en situaciones de estrés hidrico. La
funcionalidad de todos estos genes y la incidencia que tienen en la resistencia frente a los distintos

factores de estrés debera confirmarse mediante ensayos in vitro.
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i) Resistencia a antibioticos

Los genes de resitencia a antibidticos presentes en C119 son en algunos casos especificos para la
detoxificacion de un tipo de antibidtico en particular (como por ejemplo vancomicina, fluoromicina,
quinolonas, lisozima y B-lactamicos) y en otros casos se tratan de sistemas transportadores multi drogas
que podrian aportar cierta tolerancia a antibidticos propios y exogenos (Tabla 3.8). En el caso de los
genes de resistencia especificos hacia lisozima y vancomicina, los operones no estan completos por lo
que es posible que no cuente con la capacidad de contrarrestar la acciéon de los antibiéticos. Por otra
parte la resistencia natural a quinolonas y a ampicilina si es funcional en la cepa y fue utilizada como
marcador para identificar la presencia de C119 entre las bacterias rizosféricas de la alfalfa en el ensayo
de colonizacién descripto en el Capitulo 2. Los sistemas de transporte multidrogas posiblemente
participen en el eflujo del lipopéptido y otros metabolitos producidos por C119, que de otra forma

serian toxicos para la bacteria.

ii) Resistencia a estrés hidrico

Diversos metabolitos osmoreguladores y osmoprotectores son producidos por las bacterias en
condiciones de estrés hidrico o salino. La trehalosa es uno de ellos. Este disacarido no reductor funciona
como osmoprotector estabilizando proteinas y lipidos frente a dichas situaciones de estrés (Dodd &
Perez-Alfocea 2012). Se han descripto al menos cinco vias de sintesis de trehalosa en bacterias. La cepa
C119 presentd los genes de sintesis correspondientes a dos vias la Tres y la TreY-TreZ (Figura 3.28).
Existen reportes de que la inoculacién con cepas productoras de trehalosa promueven el crecimiento de
plantas bajo estrés hidrico. Por ejemplo la inoculaciéon de Rhizobium tropiciy la cepa PGPR Paenibacillus
polymyxa (que sobre expresaba el gen de la trehalosa-6-fosfato sintasa) mejoraron el crecimiento, el
contenido de nitrégeno y la nodulacién de plantas de Phaseolus vulgaris L. (poroto) sometidas a estrés
hidrico (Figueiredo et al. 2008). En este caso se observd en las plantas un aumento de la expresiéon de
proteinas de tolerancia al estrés por lo que podria haber un mecanismo de sefializacidn en las plantas,
que responde a la trehalosa de origen bacteriano. Un efecto promotor significativo también se observd
cuando se inocularon plantas de maiz con una cepa de A. brasilense transformada con un plasmido

conteniendo genes de sintesis de trehalosa de Saccharomyces cerevisiae (Rodriguez-Salazar et al. 2009)
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A nivel celular, las rizobacterias pueden modular la osmolaridad del citoplasma. El genoma de P.
fluorecens C119 presentd genes para proteinas de transporte y/o biosintesis de solutos compatibles
como colina y betaina las cuales pueden acumularse en el citoplasma en situaciones de deshidratacion
(Tabla 3.10). Estos osmolitos permiten la sobrevivencia de las bacterias en ambientes muy cambiantes
(Grover et al. 2010). Por otra parte, el genoma de la cepa C119 presentd genes para la produccion de
glucanos periplasmdaticos osmoregulados (Tabla 3.9). Estos son producidos por diversas proteobacterias
y tienen una funcidn importante en la interaccidn entre la bacteria y el hospedero. La produccién de
glucanos osmoregulados es fundamental para la formacidon de biofilms en condiciones de baja

osmolaridad (Lequette et al. 2007).

iii) Resistencia a metales pesados

El genoma de C119 presenta genes que codifican para bombas de eflujo de metales pesados y que
podrian conferirle resistencia a Cr, Cu, As, Cd, Zn y Co (Tabla 3.11). De ser asi, la cepa podria sobrevivir
en ambientes contaminados. Esto la vuelve una excelente candidata para asistir en el proceso de
biorremediacién mediante plantas acumuladoras de metales pesados. Las plantas utilizadas en los
procesos de biorremediacion de suelos contaminados producen grandes cantidades de biomasa vy
toleran altos niveles de contaminantes. Sin embargo, la presencia de éstos contaminantes genera
limitaciones en el desarrollo de la planta (Dimkpa et al. 2009). La introduccion de PGPR tolerantes a los
contaminantes del suelo pueden mejorar el proceso de biorremediacion realizado por las plantas
acumuladoras (Zhuang et al. 2007). Existen varios ejemplos de PGPR que facilitaron procesos de
biorremediacién. Por ejemplo dos Pseudomonas spp. permitieron mejorar la absorcién de Zn, Niy Cu
por Ricinus communis (ricino) en suelos contaminados con dichos metales (Rajkumar & Freitas 2008).
Otro ejemplo fue la aplicacion de cepas de Azotobacter chroococcum, Bacillus megateriumy B.
mucilaginosus seleccionadas por sus caracteristicas PGPR y tolerancia a metales pesados. Estas cepas
permitieron un aumento de la biomasa de plantas de Brassica juncea (mostaza) en suelos contaminados

con Zny Pb (Wu et al. 2006).
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3.5-4 Genes relacionados con factores de virulencia

Se buscaron a lo largo del genoma de la cepa C119 genes que codificaran para posibles factores de
virulencia que puedan tener algun rol patogénico ya sea hacia animales o plantas. Se realizé un andlisis
de BLAST sobre el genoma de C119 utilizando genes de patogenicidad ampliamente caracterizados
como la fosfolipasa C hemolitica (p/cS), el precursor de la exotoxina A (toxA) y la elastasa (LasB). No se
encontré ninguno de estos factores, por lo que no se evidencia una posible patogenicidad de la cepa en
estudio. Ademas, la cepa carece de sistema de secrecion de tipo Il relacionado con la introduccion de
proteinas efectoras dentro del hospedero por parte de cepas patdgenas (Nurnberger & Lipka 2005). A
medida que aumenta el nimero de genomas completamente secuenciados de los principales patégenos
de plantas y animales, aumenta el nimero de genes candidatos a ser factores de virulencia (Fouts et al.
2002; Salanoubat et al. 2002). Estos nuevos factores pueden ser facilmente revisados dentro del

genoma de C119 para determinar su presencia.

3.6 conclusiones y perspectivas

El genoma de la cepa P. fluorescens C119 presentd diversas rutas biosintéticas que pueden estar
involucradas en las caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal observadas en ensayos con
plantas de alfalfa. El genoma contiene genes que codifican para diversos metabolitos antimicrobianos:
HCN, lipopéptido ciclico (LPC), proteasa, quitinasa y bacteriocinas. La estructura de la cadena peptidica
del LPC pudo ser predicha partiendo de la secuencia de nucleétidos de los genes de sintesis. Se trata de
un LPC nuevo no descripto en Pseudomonas spp. La cepa C119 presenta, ademas, rutas biosintéticas de
metabolitos secundarios no descriptos. Se identificaron genes que podrian estar involucrados en la
promocion directa del crecimiento vegetal. Es posible que la cepa C119 pueda sintetizar AIA mediante
una ruta independiente de triptéfano. Ademas presenta genes que codifican para una glucosa
deshidrogenasa dependiente de pqq con la cual podria sintetizar acido glucénico y disolver fosfatos
inorgdnicos mediante la disminucion del pH del medio. La ACC codificada en el genoma de C119 tiene un

sitio de unién al sustrato que le permitiria unirse al ACC. La estructura primaria de la proteina es
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diferente de las descriptas en Pseudomonas spp. capaces de disminuir los niveles de etileno, por lo que
su actividad deberd ser confirmada. La cepa C119 presenta genes de resistencia a diversos estreses
abidticos como metales pesados y estrés hidrico. Los mecanismos de promocion deberdn ser probados
en el laboratorio, para determinar si C119 es capaz de expresarlos y favorecer el crecimiento de las

plantas.

El genoma de P. fluorescens C119 presenta genes involucrados en varios mecanismos que pueden tener
un impacto directo o indirecto sobre la salud de las plantas hospederas. Ademas carece de genes
relacionados con factores la patogenicidad hacia plantas y animales. Esta diversidad de mecanismos y la
ausencia de genes vinculados a factores de virulencia, brindan una mayor robustez a su aplicacion como
agente de control bioldgico y biofertilizante. La diversidad de patégenos que puede controlar podria ser
amplia y las posibilidades de que éstos generen resistencias se minimizan. Su aplicacion como
biofertilizante podria ampliarse a plantas sometidas a diversos tipos de estrés y a la biorremediacion de

suelos contaminados.
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4.1 introduccidétn

4.1-1 Rol natural de los lipopeptidos ciclicos

En el capitulo anterior se expusieron algunas de las funciones que cumplen los surfactantes en el estilo
de vida de los microorganismos, donde pueden ser factores de virulencia de microorganismos
patogenos o metabolitos antifliingicos en bacterias antagonistas (Seccién 3.1-2). Sin embargo, la enorme
variedad de estructuras de los LPC sugiere que estos compuestos cumplen diversos roles naturales,

algunos de las cuales pueden ser Unicos para la bacteria productora (Raaijmakers et al. 2010).

Los LPC tienen la capacidad de modificar la viscosidad de una superficie, humedeciéndolas, con lo cual
puede incidir en la movilidad bacteriana y en la solubilizacién y difusion de sustratos. Las mutantes en
genes de sintesis de LPC generalmente muestran un fenotipo de movilidad reducida o nula, la cual
puede recuperarse por el agregado exdgeno del LPC (de Bruijn et al. 2007). Esta funcion es importante
para la dispersién y la colonizacidon de nichos ecoldgicos. Diversas cepas de Pseudomonas spp. han
demostrado ser mucho mas efectivas en la colonizacién de raices que sus mutantes incapaces de
producir LPC (Braun et al. 2001; Nielsen et al. 2005; Tran et al. 2007). Los LPC facilitarian el traslado de

las bacterias desde la fuente del inoculo hacia sitios en la planta ricos en nutrientes (Nielsen et al. 2005).

Los LPC también tienen una importante funcidn en la adhesién a superficies y formaciéon de biofilms que
depende de la estructura del LPC. Algunos ejemplos de cepas mutantes de Pseudomonas sp. incapaces
de producir LPC generaban un biofilm mas voluminoso e inestable que la cepa salvaje (Roongsawang et
al. 2003; Kuiper et al. 2004). En otros casos la ausencia del LPC causaba una importante disminucién de
la formacién del biofilm (de Bruijn et al. 2007; de Bruijn et al. 2008). Estas diferencias podrian deberse a
las capacidad del LPC de afectar la hidrofobicidad de la superficie celular. Los LPC serian capaces de
orientarse sobre la superficie celular exponiendo la regidén hidrofébica hacia el exterior permitiendo que

se adhiera a superficies hidrofdbicas o por el contrario exponiendo el dominio hidrofilico para unirse a
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sustratos hidrofilicos (Neu 1996). Se piensa que el rol en la formacién del biofilm dependeria de la carga

de la superficie celular y del sustrato y de la carga e hidrofobicidad del LPC (de Bruijn et al. 2008).

Los LPC también pueden tener un rol en la induccidn de la respuesta sistémica (RSI) en plantas. Por
ejemplo, la inoculacién de plantas de tomate con una cepa productora de masetolide o con el
compuesto puro generd un aumento en la resistencia frente a la infeccion de Phytophthora infestans en
las hojas (Tran et al. 2007). En este sentido existen mas avances en el estudio del rol de los LPC
producidos por cepas de Bacillus spp. sobre la induccion de la RSI. Se ha observado un aumento en las
enzimas de defensa y modificaciones en el patrén de compuestos fendlicos. Se desconoce si son
necesarios receptores especificos en las plantas y se piensa que los LPC pueden generar distorsiones o
canales transitorios en las membranas vegetales que inician una cascada de respuestas que llevan al

aumento de la expresion de los sistemas de defensa de la planta (Jourdan et al. 2009).

4.1-2 Diversidad estructural

Los LPC han sido descriptos en diferentes especies de Pseudomonas asociadas a plantas como por
ejemplo P. tolaasii, P. fuscovaginae, P. corrugata, P. fluorescens, P. putida y la especie patogénica P.
syringae (Raaijmakers et al. 2006). Los LPC se clasifican segun su estructura, la cual varia de acuerdo a la
composicién y largo del acido graso y el nimero, tipo y configuracion de los aminoacidos de la cadena
peptidica. Originalmente los LPC se clasificaron en cuatro grupos principales donde un LPC caracterizado
es referencia en cada clase. Los cuatro grupos son: viscosina, la amfisina, la tolaasina, y la siringomicina.
Sin embargo, posteriormente a dicha clasificacién se han descripto nuevos LPC con una gran diversidad
estructural, tales como plusbacina, pseudofomina, orfamida y putisolvina. Estos no entran en ninguna
de las cuatro categorias anteriores, por lo que se han agregado nuevos grupos a la clasificacion original

(Roongsawang et al. 2010) (Tabla 4.1 y Figura 4.1).

Los LPC del grupo de la viscosina estan compuestos por un péptido de 9 aminoacidos, de los cuales al
menos 3 son leucinas, unidos a un acido 3-hidroxi-decanoico. Han sido purificados de Pseudomonas spp.

provenientes de diversos ambientes (suelo, rizésfera, agua). Se han descripto tanto en una cepa de P.
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fluorescens patdgena de brdcoli (Braun et al., 2001) como en aislamientos a partir de suelos supresivos

para el take-all del trigo (Souza et al. 2003).

Los LPC del grupo amfisina, al igual que los del tipo viscosina, son ricos en leucina. Constan de 11
aminodcidos acoplados a un 3-hidroxiacido. Varios LPC de este grupo presentan la estructura
completamente resuelta por cristalografia (Sorensen & Nielsen, 2001). Dos compuestos de este grupo,
la tensina y la amfisina, poseen una estructura helicoidal donde el dominio peptidico se encuentra
envolviendo una molécula de agua y el acido graso sobresale de la region hidrofilica de la molécula

(Figura 4.2).

El grupo de las tolaasinas presenta variaciones en la composicion y el largo de la cadena peptidica que
va de 19 a 25 aminoacidos. Generalmente contiene aminoacidos inusuales como 2,3-dihidro-
aminobutirato (Dhb), homoserina (HSe) y alo-treonina, éste ultimo involucrado en la formacién del
anillo lacténico de 8 aminodcidos mediante un enlace éster con el C-terminal. El motivo lipidico puede
ser 3-hidroxidecanoico o 3- hidroxioctanoico. Muchos de estos LPC son producidos como factores de

virulencia en cepas patogenas de plantas (D’aes et al. 2010).

El grupo de las siringomicinas también esta compuesto por péptidos de 9 aminoacidos, pero a diferencia
de los del tipo viscosina presentan aminoacidos inusuales como 2,3-dihidro-aminobutirato, 2,4-dihidro-
aminobutirato, y un 4 cloro-treonina en el C- terminal, los cuales son fundamentales para la actividad
antifungica (Hutchison et al. 1995). En este grupo el ciclado se forma entre el residuo N-terminal y el C-
terminal incluyendo a los 9 aminodcidos en el anillo lacténico. El motivo lipidico puede estar formado
por 3-hidroxi o 3,4-dihidroxiacidos de 10 a 14 atomos de carbonos, lo cual puede dar origen a variantes

del mismo LPC (Segre et al. 1989).

Las plusbacinas fueron originalmente purificadas a partir de una cepa de Pseudomonas aislada del suelo.
Estos LPCs estan compuestos por 8 aminodcidos unidos a un hidroxiacido. Se caracterizan por presentar
un motivo guanidina en su estructura, al igual que la siringomicina (Hashizume & Nishimura 2008). Las
variantes dentro del grupo se dan por diferencias en el largo de la cadena carbonada del acido graso y

diferencias en el segundo residuo de hidroxiprolina. El ciclado se realiza entre el acido graso y el
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aminodcido terminal (Wohlrab et al. 2007). Esta caracteristica es observada Unicamente en plusbacinas

y artrofactina.

Tabla 4.1. Estructura primaria de de la cadena peptidica los principales lipopeptidos ciclicos descriptos
en Pseudomonas spp.

Nombre

Grupo Plusbacina
Plusbacina A1
Plusbacina A2
Plusbacina A3
Plusbacina B1
Plusbacina B2
Plusbacina B3

Grupo Viscosina
Viscosina
Viscosinamida
WLIP

Masetolida A
Masetolida D
Pseudofomina A
Pseudofomina B
Pseudodesmina A
Pseudodesmina B

Grupo Siringomicina
Siringomicina SRA1
Siringomicina SER
Siringostatina A
Siringotoxina B
Pseudomicina A

Cormicina A

Grupo orfamida
Orfamida A
Orfamida B
Orfamida C

Grupo amfisina
Amfisina
Tensina
Folipeptina
Lokisina
Artrofactina

Grupo putisolvina
Putisolvina |

Putisolvina Il

Grupo entolisina

Entolisina A

grupo Tolaasina
Tolaasina |
Tolaasina Il
Tolaasina A
Tolaasina B
FP-B

Corpetina A

Grupo Siringopeptina
SP22

SP25A

Phe25-5P25A

AG

CL.OH
C15OH
C,0H
CL.OH
C15OH
C,0H

C1,0H
C1,0H
Cy0H
Cy,0H
C1,0H
C1,0H
C,;,0H
Cy00H
C10H

C10H
C10H
C10H
C10H
CyqdiOH
Cy6diOH

C,.OH
C,.0H
C,,0H

C1,0H
Cy0H
Cy,0H
C1,0H
C100H

C140H

C;OH
C:OH
COH
COH
C:OH
C10H

C1,0H
C1,0H
C1,0H

1

D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr

L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-leu
L-Leu

L-Ser
L-Ser
L-Ser
L-Ser
L-Ser
L-Ser

L-Leu

Leu

D-Leu
D-Leu
D-Leu

D-Leu

D-Leu

Dhb
Dhb
Dhb
Dhb
Dhb
Dhb

Dhb
Dhb
Dhb

2

D-Ala
D-Ala
D-Ala
D-Ala
D-Ala
D-Ala

D-Glu
D-GIn
D-Glu
D-Glu
D-Glu
D-Glu
D-Glu
D-GIn
D-Gln

D-Ser
D-Ser
D-Dab
D-Dab
D-Dab
D-Orn

D-Glu
Glu

D-Asp
D-Asp
L-Asp

D-Asp

D-Glu

L-Pro(3-OH)

L-Pro(3-OH)

L-Pro(3-OH)
L-Pro
L-Pro
L-Pro

D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr
D-a-Thr

D-Dab
D-Dab
L-Dab
Gly
L-Asp
L-Asn

D-g-Thr
Thr
Thr

D-a-Thr
D-a-Thr
L-Thr
D-a-Thr
D-Thr

D-Glu

Val
Val

L-Arg
L-Arg
L-Arg
L-Arg
L-Arg
L-Arg

D-val
D-val
D-Val
D-a-lle
D-a-lle
D-lle
D-lle
D-val
D-val

L-Dab
L-Dab
D-Hse
D-Hse
Llys
D-Hse

D-a-lle
Val

lle

D-Leu

D-leu

D-Leu
Leu

D-leu

lle

lle

D-val

Val

Ala

L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)

L-Leu
L-leu
D-Leu
L-Leu
L-Leu
D-leu
D-Leu
D-leu
D-leu

L-Arg
L-Arg
L-Orn
L-Orn
L-Dab
L-His

L-Leu

Leu

D-Leu
D-Leu
D-Leu

D-leu

D-Leu

Ala
Ala

D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser

D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser

L-Phe
L-Phe
L-a-Thr.
L-a-Thr
L-a-Thr
L-a-Thr

D-Ser

Ser

D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser

D-GIn

Ala
Val
Val

L-Pro(3-OH)
L-Pro(3-OH)
L-Pro(3-OH)
L-Pro(3-OH)
L-Pro(3-OH)
L-Pro(3-OH)

L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-Leu
L-leu
L-Leu

2-Dhb
Z-Dhb
Z-Dhb
Z-Dhb
2-Dhb
Z-Dhb

L-Leu

Leu

L-Leu
L-Leu
D-Leu

L-Leu

D-val

L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)
L-Asp (3-OH)

D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser
D-Ser

L-Asp (30H)
L-Asp (30H)
L-Asp (30H)
L-Asp (30H)
L-Asp (30H)
L-Asp (30H)

L-Leu

Leu

D-Gln
D-GIn
D-Ser
D-Ser
D-Ser

lle

lle

D-Leu

Llle
Llle
Llle
Llle
L-Leu
Llle
Llle
L-lle
Lval

4-Cl-L-Thr
4-Cl-L-Thr
4-Cl-L-Thr
4-Cl-L-Thr
4-Cl-L-Thr
4-Cl-L-Thr

D-Ser

Ser

L-Leu
L-Leu

D-Leu

L-lle

D-GIn

L-lle
L-lle
L-lle
L-lle
L-lle

D-Ser

Dhb
Dhb

L-Asp
L-Glu
D-Asp
Asp
L-Asp

val
Leu/lle

L-val

Val
Val

12 13
Ser

Ser
L-Leu D-Ser
Ala -
Dhb  Ala
Dhb  Ala
Dhb  Ala
Dhb  Ala

Ala

Val
Val
Val

Ala

Ala
Ala
Ala

Ala
Ala
Ala

Dhb
Dhb
Dhb
Dhb
Dhb
Dhb

Dhb
Dhb
Dhb

a-Thr
a-Thr
a-Thr
a-Thr
a-Thr
a-Thr

a-Thr
a-Thr
a-Thr

Hse
Gly
Hse
Hse
Dab
Dab

Ala
Ala
Al

5

Dab
Dab
Dab
Dab
Dab

Ser

Dhb
Val

val

Lys
Lys
Lys
Lys
Phe

Ala
Ala
Ala

Dab Dab Tyr
Dab Dab Tyr
Dab Dab Phe
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Figura 4.1- Estructura de lipopeptidos ciclicos sintetizados por Pseudomonas spp.
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Figura 4.2- Estructura de la amfisina. A) Esquema de la molécula de amfisina compuesta por 11
aminoacidos, de los cuales 9 participan en la formacién de un anillo lacténico, unidos a un 3-
hidroxiacido de 10 carbonos. B) Secuencia aminoacidica de la molécula de amfisina, el enlace ester se
forma ente el residuo de D-allo-treonina y el aspartico en la posicion C- terminal. C) Representacién
tridimensional de la molécula de amfisina. Vista lateral de la molécula mostrando el arreglo anfifilico de
las cadenas laterales. Tomado de S¢rensen & Nielsen, 2001.

El analisis bioinformatico del genoma de la cepa biocontroladora P. fluorescens Pf-5 demostrd la
presencia de los genes de sintesis de un lipopeptido ciclico al cual denominaron orfamida (Paulsen et al.
2005). Un andlisis informatico detallado permitié predecir la secuencia aminoacidica del polipéptido, el
cual estaba conformado por 10 aminoacidos, con una alta proporcién de leucinas (Loper & Gross 2007).
Posteriormente, mediante un enfoque gendmico-isotdpico se pudo caracterizar el compuesto
surfactante del cual existen tres variantes de acuerdo al largo del 4cido graso y a la composicion
aminoacidica en la posicién 4 del polipéptido (Gross et al. 2007). Hasta la fecha no se ha reportado otro

LPC conteniendo una cadena peptidica de 10 aminodcidos.
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Las putisolvinas, de las cuales existen 2 tipos, | y Il, fueron reportadas por primera vez por Kuiper y
colaboradores (2003). Ambas constan de un motivo peptidico de 12 aminoacidos unidos a un corto
acido graso de 6 carbonos. Estos compuestos fueron purificados a partir de una cepa de P. putida
aislada de suelos contaminados. El anillo lacténico, en el cual solamente participan 4 aminodcidos, se

forma ente dos residuos de serina (Dubern et al. 2008).

Las entolisinas A y B provenientes de la cepa P. entomophila L 48, fueron descriptas por Vallet-Gely y
colaboradores (2010) como un importante factor de virulencia involucrado en la patogénesis de
Drosophila. Este lipopeptido tiene actividad hemolitica y consta de 14 aminodacidos unidos a un

hidroxidcido de 10 carbonos. El anillo lacténico se forma ente los residuos en la posiciones 10y 14.

Las pseudofactinas fueron descriptas en una cepa de P. fluorescens aislada de agua de mar y
caracterizadas parcialmente (Janek et al. 2010). Consisten en un péptido de 8 aminoacidos unidos a un
acido palmitico y se clasifican en tipo | y tipo Il segln el aminoacido en el extremo C-terminal el cual es

valina para la pseudofactina | y leucina para la pseudofactina Il.

4.2 estrategia de trabajo

El andlisis gendmico de la cepa P. fluorescens C119 demostré que dicha cepa posiblemente posee vias
de sintesis de diversos metabolitos secundarios. Entre ellos se destaca la presencia de un operdn de
sintesis para un lipopéptido ciclico. Por otro lado, estudios previos demostraron que los cultivos de la
cepa C119 presentaban actividad antifungica y actividad surfactante. Para caracterizar el principal
metabolito con actividad antagénica producido por C119, se analizaron los compuestos que son
liberados al medio durante la fase estacionaria. Para ello se realiz6 una extraccidn con solventes
organicos y un analisis de los componentes presentes en el extracto. Mediante TLC se separaron los
componentes presentes en el extracto. Las fracciones que presentaron actividad antifungica se
purificaron por HPLC y se analizaron mediante espectrometria de masa Maldi-ToF. La actividad

antifungica de las fracciones se determinaron por bioensayos frente al oomicete P. debaryanum. Para
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una mejor resolucidn estructural se realizé una purificacion del metabolito antifungico a mayor escala y

se analizé por NMR.

Para confirmar la participacidon del metabolito analizado en el antagonismo frente a P. debaryanum se
realizé una mutagénesis generalizada de la cepa C119. Para ello se utilizé el transposén Tn5-Lux. Las
mutantes incapaces de producir el metabolito fueron seleccionadas y caracterizadas. Finalmente, los

genes interrumpidos por el transposén fueron secuenciados e identificados.

metodologia

4.3-1 Analisis de los metabolitos antifiingicos producidos por P. fluorescens C119
4.3-1.1 Extraccion organica a pequefia escala de compuestos antifingicos

Los compuestos antimicrobianos secretados por P. fluorescens C119 fueron purificados a partir del
sobrenadante de cultivo. Para ello se realizdé un cultivo liquido de la cepa en matraces de 250ml
conteniendo 50ml de medio KB, incubando durante 48h a 30°C con agitacién. Luego, los cultivos se
centrifugaron a 10000g durante 20 min y se filtraron para descartar las células. Para la extraccién de los
compuestos presentes en el cultivo, el sobrenadante fue previamente acidificado con acido
trifluoroacético (TFA) 10% hasta pH 2-3. Se realizaron extracciones a partir de 5 o 10ml de cultivo con
1.5 volumenes de acetato de etilo. Se conservd la fase orgdnica y se realizé una segunda extraccion de la
fase acuosa en las mismas condiciones. Las fases organicas se combinaron y se evaporaron en un
evaporador rotatorio calentando a 30°C bajo vacio. El residuo obtenido se conservé a —20°C hasta ser
analizado por cromatografia en capa fina (TLC: thin layer chromatography), Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC: High Performance Liquid Chromatography) y mediante espectrometria de masas
(MS) utilizando el sistema de desorcidn/ionizacion mediante ldser asistida por matriz acoplado a un

lector de tiempo de vuelo (Maldi-ToF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-Of-Flight).
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La tension superficial del sobrenadante libre de células de un cultivo o.n. se analizé mediante el método

del anillo de Du Nouy en el Area de Masa, Masa Especifica y Viscosidad del LATU.

4.3-1.2 Purificacibn a mayor escala

La cepa C119 se cultivé en 50ml de medio KB durante 24h a 30°C y agitacidon. Con este cultivo se
inocularon dos matraces conteniendo 1L de caldo KB los cuales se incubaron 72h en las mismas
condiciones. Se utilizaron dos procedimientos para la extraccién de los compuestos presentes en el
medio de cultivo. Para ambos se partié de 2| de cultivo los cuales fueron centrifugados a 10000rpm
durante 30 min y filtrados. Uno de los procedimientos de purificaciéon se basé en la extraccién cldsica
mediante solventes organicos descripta anteriormente. Por otro lado se puso a punto una metodologia
para purificar los compuestos antimicrobianos por adsorcién en amberlita. Para ello, el sobrenadante
libre de células fue sometido a cromatografia de adsorciéon en una columna (3x25cm) conteniendo la
resina amberlita XAD-2, previamente lavada con metanol 20% y equilibrada con TFA 0,05%. La muestra
se paso por la columna y se lavd con TFA 0,05%. Se realizaron eluciones consecutivas con metanol 20%,
40% y 100%. También se colectd la fraccién que no se retuvo inicialmente en la resina. La fraccién con
actividad se mezclé con una suspension de amberlita XAD-7, previamente equilibrada, en una relacién
1:4 (v/v) amberlita:muestra. Se dejé interaccionar en batch durante 15 min con agitacion y se procedid a
retirar el liquido con los compuestos no adsorbidos. La resina se lavd dos veces con TFA 0,05% vy
finalmente los compuestos adsorbidos se eluyeron con metanol 100%. El procedimiento se repitié hasta
procesar 2000m| de sobrenadante. Durante la purificacion la actividad surfactante se determind por
ensayo de colapso de la gota (Bodour & Miller-Maier 1998). El test consiste en observar la disminucidn
de la tensidon superficial de una gota de agua cuando es mezclada con el compuesto tensoactivo.
Brevemente, se mezclaron 40ul de agua mQ con 10ul de extracto colocados sobre Parafilm y se
observaron cambios en la forma de la gota por la presencia de tensoactivos. Una gota esférica
determinaba la ausencia de surfactantes en el medio mientras que una gota aplanada y de mayor

diametro indicaba la presencia del agente tensoactivo.
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Los extractos obtenidos por ambas metodologias fueron disueltos en metanol y sometidos a sucesivos
pasos de precipitacion con TFA 0,05%. Para ello se mezclaron 10ml del extracto, con 30ml de TFA 0,05%,
dejando precipitar durante 60min a 4°C. La mezcla fue centrifugada a 12000rpm durante 30 min y se
descarto el sobrenadante. EL precipitado se disolvié nuevamente en metanol para el siguiente paso de
precipitacion. Finalmente el precipitado se disolvié en acetato de etilo y se lavd tres veces con % vol de
agua miliQ para eliminar contaminantes. Se eliminé el acetato de etilo por evaporaciéon y se procedié a

liofilizar el precipitado obtenido para su analisis por resonancia magnética nuclear (RMN).

4.3-1.3 Cromatografia en capa fina

Se realizaron cromatografias preparativas en placas de 10 x 5cm de silica gel 60 F254 de 0.25mm de
espesor con soporte de aluminio (con indicador fluorescente), previamente activadas durante 1h a
110°C. El extracto disuelto en metanol se sembré formando una linea a 1.5cm del borde inferior de la
placa y a 0.5cm de los bordes laterales. Se probaron distintas fases moviles: acetato de etilo, acetato de
etilo:metanol (9:1 y 7:3), acetato de etilo:hexano (7:3), Isopropanol: amoniaco:agua (8:1:1, 4:1:2 y 4:1:1)
y cloroformo:metanol:agua (65:25:4). Las bandas obtenidas se observaron por exposicién a luz
ultravioleta, se recortaron y se eluyeron en metanol durante 2h. Luego de retirar los trozos de soporte
de aluminio, las muestras fueron centrifugadas a 10000g durante 5min para descartar los restos de

silica. EI metanol contenido en cada fraccidn se secé en evaporador rotatorio, a 30°C.

4.3-1.4 Bioensayos de actividad surfactante y antifingica

Las fracciones obtenidas por TLC se disolvieron en 500ul de metanol y se determind su actividad
surfactante mediante el test de colapso de la gota. Para determinar la actividad antifingica se
realizaron bioensayos en placas de cultivo celular de 6 pocillos. Cada pocillo, conteniendo 1ml de agar
papa-dextrosa (PDA), se inoculd con 100ul de una fraccion obtenida de la TLC. Se dejo evaporar el
metanol y se colocd en el centro de la placa un disco de 3mm de micelio fresco de P. debaryanum. Como
control, uno de los pocillos fue inoculado Unicamente con 100ul de metanol. Las placas se incubaron a

28°C hasta que el oomicete en el control cubrié todo el pocillo.
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4.3-1.5 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Las fracciones provenientes de la separacién por TLC que mostraron actividad se analizaron por HPLC
(Bonsall et al. 1997), utilizando una columna de fase reversa C18 (Phenomenex) y un equipo de HPLC
marca Waters (MA, USA), con detector de arreglo de diodos 210-600nm (canal derivado 210nm) del
Laboratorio de Bioquimica Analitica del IIBCE. La fase movil consistio en un gradiente lineal del eluyente
A (agua, 0,1% TFA) 85% a tiempo 0, incrementando el eluyente B (Acetonitrilo, 0,1% TFA) de 15% hasta
100% en un tiempo de corrida de 40min con un flujo de 1ml por min. Luego de establecidas las
condiciones de elucion del metabolito de interés se realizd6 una cromatografia preparativa isocratica.
Como fase movil se utilizé acido férmico 0,1% pH=2,65: ACN (70:30) filtrado y desgaseado. Se utilizé
una columna Luna de 10u C18 100 A (AXIA Packed) y un detector de arreglo de diodos. El tiempo de
corrida fue de 40 min con un flujo de 10ml por min. Se inyectaron 2ml de muestra. La temperatura del
horno se establecido a 30°C y la del inyector a 10°C, con una presiéon de 2000psi. Las fracciones se

analizaron para determinar actividad surfactante mediante el test de colapso de la gota.

4.3-1.6 Espectrometria de masas

La fraccion con actividad, purificada mediante HPLC, se analizd mediante espectrometria de masas
Maldi-ToF, en la Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas del Instituto Pasteur. Para el analisis se
tomaron 2ul de muestra y se diluyeron en 10ul de agua ultrapura. La dilucién se pasé por un puntero de
micropipepta conteniendo una microcolumna de fase reversa Omix C18 en el cual la muestra quedd
retenida. Luego se eluyd con 2,5ul de matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) en Acetonitrilo
60%/ TFA0.1%. Se realizd la lectura del espectro de masas en modo lineal positivo. Los picos de interés

se fragmentaron y volvieron a analizarse mediante MS/MS.

i) Caracterizacion de la cadena peptidica: derivatizacion de Ettan CAF

Para mejorar la eficiencia de la fragmentacién y simplificar la interpretacion del espectro de masas, se
utilizé la técnica de derivatizacién de Ettan CAF. Esta modificacidén incorpora un grupo sulfonato en el N-
terminal del péptido. Para esto se parti6 de 1ul de la muestra, la cual se disolvié en 10ul de TFA 0.1% y

se pasé por una microcolumna Omix C18 donde se realizé la reaccidn. La columna con los compuestos
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retenidos se lavd con agua ultrapura. Luego se agregé el reactivo de CAF (NHS-ester conteniendo un
grupo acido sulfénico) (Amersham Bioscience) en bicarbonato de sodio 0,25M pH9,4. Se dejé actuar
durante 3min y se eluyé deteniendo la reaccién con 1ul de solucién stop (50% hidroxilamina). La
muestra se mezclé con 2,5ul de matriz CHCA 60%ACN-0,1%TFA y se analizd su espectro de masas en
modo reflector positivo. Se tomd como positivo un corrimiento de +136 en la masa del péptido. Como
control se realizd paralelamente la misma reaccidn para un estandar generado en base a fragmentos de

inmunoglobulina G.

ii) Metilacion de residuos acidos

Para confirmar la presencia de aminoacidos conteniendo carboxilatos en sus cadenas laterales (Asp,
Glu), la muestra se sometié a una metilacion. Se partié de 1ul de la muestra a la cual se le agregd 50ul
de una mezcla de metanol:cloruro de acilo (5:1) y se dejoé reaccionar 30min a temperatura ambiente, en
oscuridad. Se seco en vacio y se lavd con metanol. Finalmente se agregd 0.5ul de 0.1%TFA, y se sembrod
en la placa con matriz CHCA 50%ACN/0.1%TFA. Cada metilo agregado al compuesto generaba una

diferencia de +14 en su masa. En caso de un péptido lineal el C-terminal libre también es metilado.

iii) Hidrolisis basica

Para determinar si el péptido era lineal o ciclico se procedié a realizar una reaccién de hidrdlisis basica.
Una diferencia de +17 en la masa del péptido evidenciaba la apertura de un anillo por la unién del
amoniaco al enlace ester. Para ello se partié de 3ul de muestra a la cual se le agregd 50l de una mezcla
de metanol:amoniaco (1:1) y se dejé 18h a temperatura ambiente. Se secé al vacio, se lavé con metanol

y se disolvié con 6pl de 0.1%TFA. Se tomd 1pl, se mezcld con matriz y se analizd el espectro de masas.

4.3-1.7 Resonancia magnética nuclear

El andlisis del espectro de resonancia magnética nuclear del compuesto se realizé en la Catedra de
Quimica Farmacéutica de Facultad de Quimica, UdelaR. Previo al andlisis se realizaron dos pasos
adicionales de purificacién. El compuesto se metild con diazometano en eter etilico y se aplicé en una
columna de silica gel con acetato de etilo:metanol 90:10. Luego se eluyd con metanol 100% y se aplicé
en una columna de Sephadex LH20. Para el andlisis por NMR la muestra fue disuelta en DMSO

deuterado. El analisis se realizd en un equipo Bruker Avance 400 a 22°C para obtener los espectros de
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1H-NMR, 13C-NMR, HSQC (de: Heteronuclear single quantum coherence spectroscopy) y COSY (de:

correlated spectroscopy).

4.3-2 Obtencidn de mutantes incapaces de producir el lipopéptido

4.3-2.1 Mutagénesis generalizada

Se realizd una mutagénesis generalizada de la cepa C119 con la finalidad de obtener mutantes
deficientes en la produccién del compuesto antifungico, mediante insercion del transposén Tn5-lux.
Para ello se realizé el apareamiento triparental entre: 1) la cepa receptora C119, resistente a ampicilina,
2) la cepa donadora Escherichia coli DH50, conteniendo el plasmido pRL1063a, con genes de resistencia
a neomicina y genes que codifican para el TN5 lux y 3) la cepa helper Escherichia coli DH5a, conteniendo
el plasmido pRK2013, que provee de los genes tra y mob necesarios para la transferencia del ADN vy
presenta resistencia a Kanamicina (Milcamps et al. 1998). Las tres cepas se cultivaron durante una
noche en medio LB (Luria Bertani medium) suplementado con 50ug/ml de los respectivos antibioticos a
30°Cy agitacion a 200rpm. Luego se realizaron cultivos secundarios en LB sin antibidticos y cultivaron en
las mismas condiciones durante 4h. Se tomaron alicuotas de 200ul de cada cultivo y se filtraron a través
de un mismo filtro de nitrocelulosa de 45um de tamafio de poro. El filtro se colocé en una placa con
medio LB sin antibidticos y se incubd o.n. a 30°C. Luego las células crecidas sobre el filtro fueron
despegadas del mismo, y resuspendidas en NaCl 0,9%. Diluciones de dicha suspension fueron sembradas
en LB conteniendo 50ug/ml ampicilina y 50ug/ml de neomicina. Como control se realizé el mismo

procedimiento con cada una de las tres cepas y combinadas de a dos.

4.3-2.2 l|dentificacibn de mutantes

Los transconjugantes se seleccionaron por resistencia a neomicina (presente en el plasmido) y
ampicilina y se discriminaron de acuerdo a la presencia de compuestos tensoactivos en el sobrenadante
de cultivo mediante el test de colapso de la gota. Para ello, aproximadamente unas 1000
transconjugantes se cultivaron por separado en placas de microtitulaciéon conteniendo caldo King B. Se
incubaron durante 48h a 30°C y agitaciéon a 200rpm. Se tomaron alicuotas de 20ul de sobrenadante de
cultivo de cada transconjugante para analizar la presencia de surfactantes en el cultivo. Las gotas se

colocaron sobre parafilm y se observé la forma de las gotas luego de 30 seg.
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4.3-2.3 Verificacion por Southern Blot

Se verificd la existencia de una unica insercién del transposén dentro del genoma bacteriano de las
transconjugantes seleccionadas, deficientes en la produccidn del agente tensoactivo, mediante Southern
blot utilizando como sonda un al transposén Tn5 marcado con biotina. Para generar la sonda se utilizé el
kit NEBIot® Phototope® (New England BiolLabs®). Este kit incorpora biotina en la sonda de hibridacidon
mediante una reaccién de amplificacién con cebadores aleatorios. La deteccién del ADN blanco con la
sonda se efectia mediante una simple reaccidon enzimatica donde el agente quimioluminiscente es
desestabilizado al ser fosforilado por la enzima fosfatasa alcalina emitiendo luz en el proceso. Para la

deteccidn se utilizé el kit Phototope® - Star Detection (New England BiolLabs®).

El ADN gendmico de las mutantes y de la cepa salvaje se purific6 mediante el sistema comercial
PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Los ADNs fueron digeridos con las enzimas EcoRI utilizando la siguiente mezcla de digestion:
4pl de buffer D 10X (Promega), 2l de EcoRI 1U/ul (Promega), 20ul de ADN gendmico (200ng/ul) y H20
mQ c.s.p 40ul. El ADN digerido se separd por electroforesis en gel de agarosa donde se empled un
marcador de peso molecular prebiotinilado como estdndar. EIl ADN contenido en el gel se transfirié a
una membrana de nitrocelulosa humedecida con buffer de transferencia. La transferencia se realizé
utilizando un equipo de vacio el cual facilita el pasaje del ADN desde el gel hacia la membrana. Se cubrid
el gel con solucién depurinizante y se utilizé una presién de 30mbar durante 3 minutos para promover el
ingreso de la solucidn al gel. Se retiré el exceso de la solucién anterior y se agregd la solucién
desnaturalizante dejandola actuar durante 7 minutos a 30mbar. Posteriormente se retird el exceso de
solucién desnaturalizante y se neutralizé durante otros 7 minutos a la misma presion. Se realizé la
transferencia durante una hora a 50mbar aplicando buffer de transferencia. Luego la membrana se secd
en estufa a 70°C por 15 minutos y se expuso 2 minutos en luz U.V. para entrecruzar el ADN. La
hibridacién se realizd de acuerdo a las indicaciones del protocolo utilizando la sonda previamente
construida. La deteccion se realizé por revelado mediante autoradiografia como se detalla en el kit de

deteccion.
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4.3-2.4 Caracterizacion de los clones mutantes

Las mutantes seleccionadas, incapaces de producir el compuesto tensoactivo, fueron caracterizadas
fenotipicamente. Se analizd la actividad inhibitoria de los sobrenadantes de cultivo frente a P.
debaryanum, asi como la movilidad y la capacidad de formar biofilms. Para el ensayo de inhibicion se
incubaron las mutantes en tubos conteniendo 5ml de KB durante 48h a 30°C y agitacion. Para cada
mutante se filtré el sobrenadante y se incorpord en partes iguales con agar-agua al 3%. La mezcla se
colocé en placas de cultivo celular de 2,5cm de diametro. En el centro de cada pocillo se colocé un disco
de micelio de P. debaryanum y se incubd a 25°C. Como controles se incluyé sobrenadante de cultivo de
la cepa salvaje y un pocillo con agar-agua 1%. Se observd el crecimiento del oomicete en los distintos
pocillos hasta que el control en agar-agua alcanzé a cubrir toda la placa con micelio. Para analizar
capacidad de movimiento tipo swarming, se sembraron 5ul de una suspensién de 10" células/ml de las
cepas mutantes y la cepa salvaje en el centro de placas de medio KB conteniendo 0,6% de agar (de
Bruijn & Raaijmakers 2009). La capacidad de formar biofilms se analizdé en placas de microtitulacion de
fondo plano. Las cepas mutantes y la salvaje se inocularon en 200ul de caldo KB y se incubaron con
agitacion a 30°C durante 48h. La presencia de biofilms recubriendo el interior de los pocillos se
evidencié por tincién de los mismos con cristal violeta luego de quitar cuidadosamente los cultivos

(O'Toole et al. 2000).

4.3-2.5 l|dentificacion de genes interrumpidos

Para determinar la identidad de los genes interrumpidos en las mutantes se procedid a secuenciar los
fragmentos adyacentes a ambos lados del transposéon. Dado que el transposén Tn5-lux contiene un
origen de replicacién es posible recuperarlo en forma de plasmido luego de su escisidon del genoma. Por
lo tanto se procedid a digerir el ADN vy ligar los fragmentos generados generar plasmidos a partir del
genoma de las mutantes con los cuales luego se transformaron células competentes de la cepa DH5-0.
Para ello se extrajo el ADN gendmico de las mutantes y se digirié con la enzima EcoRlI. Los fragmentos
obtenidos fueron ligados mediante la enzima Ligasa T4 y purificados para ser utilizados en la
transformacion de las células competentes. Los fragmentos ligados se precipitaron con etanol y acetato

de amonio 0,3M o.n. a -20°C. Luego se centrifugaron a 12000g, se lavaron con etanol 70% y se
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suspendieron en solucién tampdn TqxE4. Se tomaron alicuotas de 10l de cada suspensidn de plasmidos
para transformar 200ul de células competentes resuspendidas en CaCl, 0,1M (0,1 DO). Las células se
transformaron incubando en hielo 10 min, luego a 42°C por 90 seg, y nuevamente en hielo 2min. Se
agregd 1ml de medio liquido LB y se incubd con agitacion durante 1h a 37°C. Las transformantes
conteniendo el Tn5-lux se seleccionaron por resistencia a neomicina en placa de LB conteniendo
50ug/ml del antibidtico. Estas fueron crecidas en medio LB a 30°C y agitacién o.n. para extraer los
pldsmidos mediante minipreparaciones de ADN con el sistema Purelink Quick Plasmid Miniprep Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Los plasmidos purificados se secuenciaron mediante el servicio de
secuenciacion de Macrogen (Corea) utilizando cebadores que hibridan en los extremos del transposdn.

Las secuencias se analizaron por comparacién mediante BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.4 resultados

4.4—1 Actividad antifingica del sobrenadante de cultivo

El sobrenadante de cultivo de la cepa C119 mostré como caracteristica una tensién superficial inferior a
la del medio de cultivo sin inocular. Utilizando un tensidmetro DeNouy, se midid la tensidn superficial
del sobrenadante libre de células de un cultivo liquido en KB, incubado durante 24h a 30°C. Se observé
que la tensidn superficial del medio de cultivo disminuia notoriamente llegando a 26,33 + 1,15 dinas/cm,
en comparacion con la del medio de cultivo sin inocular el cual presenté una tensién superficial en el

entorno de 58 dinas/cm.

El extracto organico del sobrenadante de cultivo de la cepa C119 presentdé una fuerte actividad
inhibitoria de P. debaryanum cuando se enfrentaron en los bioensayos. El extracto fue fraccionado para
identificar los componentes responsables de dicha actividad. Inicialmente se separaron cinco fracciones
mediante TLC, utilizando como fase moévil Cloroformo: Metanol: Agua 65:25:4. Esta fase mévil fue la que

mejor resolvié la mezcla de compuestos. Las cinco fracciones se sometieron al test de colapso de la gota
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y a bioensayos de actividad antagdnica y se observd que aquellas fracciones que presentaron actividad

surfactante también eran capaces de inhibir el crecimiento de P. debaryanum (Figura 4.3).

Las fracciones 2 y 3, con actividad antifungica, se analizaron mediante HPLC. De esta manera se pudo
observar que la fracciéon 2, de mayor actividad antiflingica, estaba compuesta por varios componentes
minoritarios y un pico principal, colectado a los 34min de corrida. Todos los compuestos fueron
colectados para determinar si presentaban actividad surfactante. Como resultado se observé que el pico
principal presenté una fuerte actividad surfactante y un espectro de absorcién caracteristico de los

lipopéptidos con un maximo de absorcion a una longitud de onda ubicado en 206nm (Figura 4.4).

4.4-2 Analisis estructural mediante espectrometria de masas.

El compuesto purificado mediante HPLC, con un tiempo de retencién de 34 min, se analiz6 mediante
espectrometria de masa MALDI-ToF. Se observé un pico predominante que correspondia a una m/z de
1079,7+0,1Da (1080,7Da para el ion protonado) (Figura 4.5-A). Dicho peso molecular estaba dentro de
lo esperado para un lipopéptido ciclico. En el espectro de masas también se observaron los aductos con
sodio (1102,7Da) y potasio (1118,69Da). El pico principal se selecciond para su fragmentacion y analisis
de masas de los fragmentos. Se observaron picos cuyos tamafos eran caracteristicos de aminoacidos, lo
cual confirmaria la naturaleza peptidica del compuesto en estudio (Figura 4.5-B). A partir del espectro
de fragmentacién fue posible dilucidar el orden de los aminoacidos en la secuencia peptidica. Se
realizaron diversas modificaciones quimicas sobre el compuesto para obtener mds informacién de su
composicién (Tabla 4.2). La reaccidon de sulfonacion del N-terminal dio resultado negativo por lo cual se
asumiod que el extremo N-terminal no estaba libre. También se descarté la presencia de lisinas en la
cadena peptidica. Por otra parte, luego de una reaccién de metilacién dirigida hacia los grupos acidos
que pudieran estar presentes, se observé un aumento de 14Da en la masa del péptido, correspondiente
a una metilacion (Figura 4.6-A). La fragmentacion del péptido metilado mostré que no todos los picos
fueron afectados por lo cual se concluyd que la reaccidon ocurrid en un aminodcido distinto del C-
terminal (Figura 4.5-B). Teniendo en cuenta la masa del pico correspondiente al aminoacido metilado se

pudo determinar que se trataba de un acido aspartico.
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Fraccion Actividad surfactante

— Control

Figura 4.3- Anadlisis de la actividad antifungica del sobrenadante de cultivo de C119. A) Separacion
mediante TLC preparativa de los compuestos extraidos del sobrenadante de cultivo de la cepa C119
utilizando como fase movil cloroformo:metanol:agua (65:25:4). B) Ensayo de colapso de la gota
realizado a cada fraccion de la TLC eluida separadamente. C) Bioensayo de inhibicidon de P. debaryanum
en agar PDA mezclado con cada fracciéon. Como control se utilizé metanol (la fraccion 4 presenté
contaminacidn, sin embargo esto no evité que el oomicete creciera abarcando todo el pocillo).
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Figura 4.4- HPLC analitica de la fraccion del extracto orgdnico con mayor actividad antifungica. En el
cromatograma se observan los compuesto eluidos a distintos tiempos de retencidn. Con una flecha se
indica un pico que eluyé a 34min y presentd actividad surfactante.

Tabla 4.2. Modificaciones estructurales realizadas sobre el lipopeptido

Etan CAF: Agregado de 4c. Corrimiento +136 1102,65 No hay N-t
Sulfénico en N-t para en la masa (aducto de sodio, no libre ni Lys
mejorar espectro de hay reaccién de
fragmentacion sulfonacidn)

Metilacion Metilacion de Asp, GIt  Corrimiento +14 1116,67 Se confirma

de grupos y C-terminal por cada metilacion  (una metilacién en el Asp

acidos aducto de sodio)

Hidrélisis Apertura del anillo Corrimiento +17 1097,73 Péptido

basica lacténico, por union de (anillo hidrolizado ciclico

amoniaco al enlace
ester
Capitulo 4 140




4700 Reflector Spec #1 MC=>BC=>NF0.7[BP =1080.7, 735]
A N
I
8
100 S 735.3
90
80
70
> 60 g
= g
n Z N
g 50 El
= ]
40 =}
30
@
20 ge
o © o '8
10 5 g 2g
5 38 =
0 N W i,
800 920 1040 1160 1280 1400
Mass (m/z)
4700 MS/MS Precursor 1080.7 Spec #1 MC=>BC=>NF0.7=>BC=>NF0.7[BP =797.7, 2007]
1001 B 797.7513 20072
907 967.8954
801
701
682.6770
36.7883
2 60] 726.7026
%]
G
£ 50 95,5565
X 20
13.6392 1684.6519 080.397
201 2.4926 0498528
o5p.8919
201 6.5322 o734
64.2675 25,2507 EEZaN 8399 7.7p68
29,6289 6.9716 X 1 767.4740 [ 0
b f7ob.7059
107 243170 FAET0TL aoohiaos i B35 Kl pons | 172k TysseNL Al [ M S Y
X s y
JL 2cho 68| | (4438
%0 2356 4622 688.8 915.4 11420
Mass (m/z)

Figura 4.5- Espectrometria de masa del metabolito antifungico. A) Espectro de masas del compuesto con
actividad surfactante obtenido en modo lineal positivo. Se observa el compuesto principal protonado de
1080,7m/z y aductos de sodio y potasio 1102,7 y 1118,7 m/z respectivamente. B) Espectro de
fragmentacion del pico 1080,7m/z.

Finalmente el compuesto se sometid a un proceso de hidrdlisis basica con lo cual se pudo observar un
aumento de 17Da en la masa correspondiente a la apertura del anillo lactdonico y la unién de un
amoniaco mediante enlace éster. De esta forma se confirmd que el péptido se hallaba ciclado (Figura

4.7).

Teniendo en cuenta todos los datos recabados mediante espectrometria de masas y comparando las
masas de los picos con bases de datos protedmicas, se pudo inferir una secuencia de aminoacidos del

péptido analizado (Tabla 4.3).
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Figura 4.6- A) Espectro de masas del péptido metilado. Se observa un pico mayor correspondiente al
aducto de sodio. B) espectro de fragmentacion del péptido metilado. Se resaltan con un recuadro
anaranjado los picos cuyas masas se modificaron por la presencia del grupo metilo. Se indica con una
flecha roja el pico que posiblemente corresponda a una Leucina unida a un acido graso hidroxilado de 10
carbonos.
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Figura 4.7- Espectro de masas del péptido hidrolizado

Tabla 4.3. Secuencia de aminoacidos predicha de acuerdo a las masas de los residuos (calculados por
diferencia de masas entre picos), series “y” y “b” de las masas de los fragmentos, del producto hidratado
y deshidratado (x18) y fragmentos “a” que perdieron un CO (b — 28)

SECUENCIA RESIDUO SERIE b ‘ SERIE Y ‘ b-18 y+18 a SECUENCIA ‘
/L 113.04* 981.66 113.04* - - - I/L
/L 113.05 868.61 227.2 - - - I/L
Q 128.08 740.53 355.28 722.52  245.21 - Q
/L 113.06 627.47 468.35 609.43 - 599.47 I/L
I/L 113.08 514.39 581.5 496.34  486.37 486.39 IIL
T 101.05 413.34 682.5 - 599.46 - T
D-met 129.05 284.29 811.54 - - 256.29 D-met
I/L + lipid 283.29 - 1094.7 - - L + lipid

*  Masa tedrica de la leucina e isoleucina.

El pico de masa 284,29Da posiblemente correspondia a una leucina unida a un acido graso hidroxilado
de 10 carbonos, con lo cual la estructura completa del lipopéptido estaria compuesta por 8 aminoacidos

formando un anillo lactdnico, unidos a un acido graso hidroxilado:

ac graso-(lle/Leu)- Asp-Thr- (lle/Leu)- (lle/Leu)-GIn-(lle/Leu)-(lle/Leu).

La Leucina y la Isoleucina poseen las misma relaciéon m/z por lo cual no es posible diferenciarlas a través

de ésta tecnologia.
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4.4-3 Confirmacion estructural mediante RMN

Se obtuvieron varios miligramos del LPC partiendo de 2 litros de cultivo. Se siguieron dos protocolos de
purificacion, en uno se utilizé un solvente organico para extraer el compuesto y en el otro se utilizé una
resina de adsorcion. Ambas estrategias fueron exitosas pues se pudieron obtener en total 63mg del LPC.

La pureza del lipopéptido purificado con un solvente organico fue mayor.

Se obtuvieron espectros monodimensionales para los distintos H y Bc gue componen la molécula
(Figuras 4.8 y 4.9). También se realizaron espectros bidimensionales HSQC para determinar la relacion
de los carbonos con los protones (Figura 4.10). Se pudo identificar la presencia de los 8 grupos -NH-
correspondiente a cada aminoacido, mds un -NH2 de la glutamina. Las sefiales correspondientes a
carbonos unidos a atomos de oxigeno (no carbonilos) confirmaron por un lado el grupo hidroxilo del
acido graso y por otra parte el éster involucrado en la formacién del anillo lactdnico. La ciclacidn
involucraba a una treonina de acuerdo a los acoplamientos observados entre protones cercanos del

espectro COSY (Figura 4.11).

La estructura molecular modelizada mediante el programa Chemdraw se ajusté a los espectros
observados y presentd un peso molecular tedrico para el compuesto protonado, el aducto de sodio y el

metilado de acuerdo a lo esperado (Figura 4.12).

El paso de purificacion mediante una columna de Sephadex LH20 para eliminar pequefias impurezas
presentes en la muestra generd cambios en el compuesto que interfirieron con la interpretacion del
espectro. El compuesto sufrié una transesterificacién entre el OH del hidroxiacido y el grupo metoxilado,
con pérdida de un metilo y una molécula de agua. La mezcla del compuesto modificado y sin modificar
generd la aparicion de sefales adicionales en el espectro de NMR, lo cual dificulté un andlisis mas

profundo del compuesto.
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Figura 4.8- Espectro de 'H-NMR del lipopeptido metilado.
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Figura 4.9- Espectro de BC-NMR del lipopeptido metilado.
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Figura 4.10- Analisis por NMR del lipopeptido ciclico. 2D- *H**C- HSQC obtenido del compuesto metilado
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Figura 4.11- Andlisis por NMR del lipopétido ciclico. 2D- COSY del compuesto metilado.

Capitulo 4 146



P S
EH c 8 Em MH T HN r\)lm Ny
Il W e e M TN Ty I j i HN =0
H 0 H I o5

Erzct M z== TLEL ERT1E

B i 2 Cx
IE)ED@ NH H\If i
CH © "B I NH 2
N“‘m«’“v’L\/lLN [r - 1 HN 0
H & H o o0
OH " Y
Crerriczl Fermilz UesHeaMglNz Gy 4 o] NH -

bExzct Mz==: 11L: k14 F

; &
H
Cremicsl Formulz CeHe el gy 0 H
/

ExzciMz=s 1054 TLT1

Figura 4.12- Modelos estructuarales predictivos realizados en Chemdraw. Se indican las férmulas
quimicas y el peso molecular de cada estructura. A) lipopéptido ciclcico protonado, B) aducto de sodio y
C) compuesto metilado.
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4.4-4 Confirmacioén de la actividad antifungica del lipopéptido producido
por la cepa C119.

Para determinar si la produccion del lipopétido surfactante era responsable de la actividad antagdnica
frente al oomicete P. debaryanum, se realizé una mutagénesis generalizada utilizando el transposén
Tn5-lux y se identificaron aquellos transformantes que eran incapaces de disminuir la tensidn superficial
del medio de cultivo. De esta forma se obtuvieron cuatro mutantes que se denominaron C119 2-3F,
C119 2-10G, C119 5-10G y C119 8-3B. Se verificé por Souther Blot que el transposén tuviera una Unica
insercién en el genoma de las mutantes. Se observd una Unica banda luego de la hibridacién con la
sonda marcada para las cuatro mutantes (datos no mostrados). La mutante C119 5-10G presentd una

banda mas ancha posiblemente debido a dos fragmento de tamafio similar hibridando con la sonda.

Para determinar la identidad de los genes interrumpidos por la insercion del transposén se secuenciaron
los fragmento de ADN flanqueantes y se mapearon en el genoma de la cepa (Figura 4.13). Las mutantes
C119 2-3F, C119 2-10G y C119 5-10G presentaron una insercién en un dominio de adenilacion de una
NRPS, lo cual concuerda con la hipétesis de que la actividad surfactante se debia Unicamente a la
presencia de un lipopéptido. La identidad del gen se confirmé por comparacién con genes homadlogos
mediante BLAST (Figura 4.14). La mutante C119 5-10G también mostré una insercién en un gen de tipo
quinasa de serinas y treoninas, por lo cual el transposén debid insertarse dos veces en el genoma.
Finalmente, el gen interrumpido para la mutante C119 8-3B presentdé homologia con el gen figN,
ubicado dentro del operdn responsable de la sintesis del flagelo, en la cepa P. fluorescens Pf0-1 (figura

4.15).
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Figura 4.13- Sitios de insercion del transposon Tn5-Lux en el genoma de la cepa C119. Las mutantes
C119 2-3F, C119 2-10G y C119 5-10G presentaron una interrupcién en los genes de biosintesis del
lipopéptido ciclico. La mutante C119 5-10G también presentd una insercidn en una serina/treonina
quinasa muy cercana a un operoén de sintesis de proteinas involucradas en el sistema de sercrecién del
tipo VI. La mutante C119 8-3B presentd una Unica insercion en el gen flgN, ubicado dentro del operdn

de sintesis del flagelo.
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Figura 4.14- Alineamiento de la secuencia interrumpida en la mutante C119 2-3F con secuencias
similares obtenidas del BLAST
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Query 352 ACGCTACCAGETLGETCAGT T TCAGTELEECGCRARARELETTELGEELTOLTOATAA 411

[ELLRRRREEL LRRPRELD B LR RRLED ARRRRLLEREE T L

Sbjct #£883182 ACGCTGACCAGATCGGTCAGCTTGAGGECTECACGEAMGECGTTELGACGITGETGATAA 4883123

Query 412 ACCACTTCGOTERAAGETCOCCoaTAT AGAAGCGETCOCCATOGRAGTCTTTGATOETL 471

[LCCERRRLERRRE LECPRRRRETIenete L ennae ey it P fi 1l

Sbjct 4883122 ACCACTICGGTGGRRLAGETCECCGATATAGAAGCGETCGCCACTOEATTCTICGATETTL 4503863

Query 472 AGCATOCCTATECATTCCCAGGCAATGLGLACGCCATCATGAAAATCCTCAACTTTEAAL 531

LOLEE BE FEEERERELERRELELEEEEE L RREERL LR L AR

Sbjct 4803862 AGCOTECCATTECATTCCCAGGCAATEOECACACCETCATRARAACCTTCGACCTTEAAL 4E83883

Query 532 GETTCECCTRCT T CAGARAACGT TCGOCGTCQOGOEREATCATCTCATCAAGITTEGATL 591

L L e B

Sbjct 4203082 GGCTCECCGLCEAGCAGRAAGCGT TCRCCATCOCGUEGEATCATCTCGTCCAGGAIAATL 4802943

Query 53Z GAMCCETTTTCGCGATCGACTTCAATCAGETAGC TCTGRAMGIGLTEACTEIGITCGTEE 651

_ e e AR R NN RN NN NAaARNE
shict 4s@1sa2 GTGGEEG.TTC:*GGTCAAEchATcH GATAGCTCTGGAAGCGCTGGCTGCGCTCGTGE 4862883

Query 652 AACGTAATGATCAGCGEATCETGRCTCTCTTACAGCTEECGCAGATTGCTERAGATCTOC 711

, LD RRECREEREC el Rerir i CEC e i e e i
shjct 4302882 AAGGTGATGATCAGLGEATCATGGCTTTCAAGCAGCTGELGCAGATTGCTEEAGATCTCC 4882823

Query 71z AGGRELGTEATEAGLACCTT ToaaEECTELeoARCETLATCETTERACACGTTARATCAA 771

[LLLELRRCEL FREERELLERR LRI R R et ] LR LT

Sbjct #£802822 AGGEGGCGTEATAAGCACCTTTGGAGECTEIGGAGCETCATCATTGRACACGTTAAATCAA SEB2763

Query V72 TCTCCAGACRAAAT T TGACTACGECTEGECCAGTA GLCAGCATGTTTORCACGTTGA  B31

IIIIIHIIII]II[IIIIlHIIIIII]I[IIIIlIIIIIIII1IIIIIIlIIIIIIIl

sbjct 4882762 CAGACAARRATTTEACTACGRCTEELCAGTA GCCAGCATATTTCECACOTTGA 4882783

Query B3Z ARGECOCAAGEAT A0AAGAARGEATCACGLCTORCTGAGCGCGLGTAATTTCTGCAGTT 831

IIIII'IlIIIIJI LLLELRRELETL R ERREEE R ER LR L

Sbjct 4882782 TAGGGCGCAAGCATGGAARAAAGCATCACGCCTERCTGAGCGCECGTAATTTCTGLIARTT 4882643

Query B9z TEEAGAAGGTECCGLTGECATCGT AGAGCGLGLEAGEITCOCCGLLGATRAGGATTTTCA 351

IIIIIII[IIII1 CLLCLLRREET AR e Lt Ce e e ettt

Sbjct 4202842 TORAGAAGGTECCACTGGECATCGTAGAGCGLGREAGEITCRCCECCGRTRAGGATTTTCA 4882533

Query 952 GCTEATTGRCCETAG GO TG TGCATEATGATCGACTGGCCETTOTTRACGTTGECG:E 1811

0 0

Shjct 4882582 GCTRATTGOCCETGGLGRCCTGCTGLAT "'{GHTCMTTGGCCAWCTGEEH_FGECTE 48082523

Query 1812 CCTRECACTAGECAATCAGETCGATCAGRACATCGCTCTGECTCAGCAACTEATCGCCGA 1871

LLELREEE Erer A net L e e el e e e eeeerennn fretinl

Sbjct 4282522 COTGECACTGEECGATCAGATCGGTCAGEACATCGCTCTORCTCASCAACTEATCGCORA 4882263

Query 1872 GACTGECTGECCAGTTGTTCCAGECCTGCGGETCGAGCEATAGATTGAGACTEE 1131

: |||IJIIIIIIIIIlIIII'JlIIIII'||| LEVERELERL BRE FELLELLL L1E
sbict 4sez462 CEACTGGCTGGCCAGTTGTT CCAGECCGECGLEETCGATCEACAGATTGAGGCTGE 4882483
Query 1132 CTAGEATTTCGETELG 1147

| LLETRRLETENL

Sbjct 4802482 CGAGRATTTCGECTGLG 4882387

Figura 4.15- Alineamiento de secuencias nucleotidicas entre el fragmento adyacente al transposén Tn5-
lux de la mutante C119 8-3B (Query) y el gen figN presente en el genoma de la cepa P. fluorescens Pf0-1
(Sbjct) mediante BLAST. Las secuencias presentaron un 91% de similitud (724/796 nucleétidos).

La caracterizacidon fenotipica mostré que todas las mutantes eran incapaces de antagonizar a P.
debaryanum en bioensayos de actividad del sobrenadante de cultivo. La movilidad celular también se
vio afectada, ya que las mutantes perdieron la capacidad de swarming (figura 4.16). Sin embargo las

mutantes retuvieron la capacidad de formar biofilms y de producir sideréforos (datos no mostrados).
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Control

Figura 4.16- fenotipo de las cepas mutantes en la produccién del LPC. A) Ensayo de antagonismo frente
a P. ebaryanum utilizando sobrenadante de cultivos de la cepa salvaje y las mutantes incorporados en el
agar. (B) Ensayo de swarming en medio conteniendo 0,6% de agar.
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4.5 discusiotn

La cepa P. fluorescens C119 presenta varias caracteristicas que la hacen una buena candidata para su
aplicacién como agente de control biolégico (ACB) de patdgenos de plantas. Una de ellas es la capacidad
de antagonizar diversos patégenos mediante la produccion de metabolitos secundarios antimicrobianos.
Determinar la naturaleza de dichos metabolitos en fundamental para avanzar en el conocimiento de las

complejas interacciones presentes en los sistemas patégeno-ACB-planta.

4.5—-1 Identificacion del principal metabolito antifingico de P. fluorescens
C119

Para determinar los posibles compuestos antimicrobianos producidos por la cepa C119, se comenzd
estudiando la actividad antifingica de sobrenadantes de cultivos liquidos. Se comprobdé que luego de
alcanzada la fase estacionaria, la tension superficial del cultivo liquido disminuia notoriamente. Esto era
debido a la presencia de un compuesto tensoactivo producido por la cepa, posiblemente el LPC. En una
primera etapa se logré recuperar la actividad antifingica mediante la extraccién con un solvente
organico. En los siguientes pasos de purificacién (TLC y HPLC) se pudo observar que las actividades
surfactante y antifungica coincidian en la misma fraccidon. El analisis por HPLC de fase reversa se
monitored a una longitud de onda de 210nm (dentro del rango de absorbancia del enlace peptidico)
como se ha reportado en las purificaciones de otros lipopéptidos ciclicos (Washio et al. 2010; de Bruijn
et al. 2008). De esta forma se detectd un pico importante que, luego de concentrado, presenté actividad
surfactante (Figura 4.4). Algunas Pseudomonas spp. fluorescentes son capaces de producir varios
biosurfactantes, evidenciados por la presencia de varios compuestos en el analisis por HPLC. Estos
compuestos demostraron ser variantes del mismo LPC producidos a partir de una misma NRPS (Gross et
al. 2007; Kuiper et al. 2004). Los mecanismos de sintesis de estas variantes pueden ser dos. En uno de
los mecanismos, la NRPS que sintetiza el compuesto presenta algin dominio de adenilaciéon con
especificidad mds laxa y puede incorporar diferentes aminoacidos a la cadena peptidica en formacion.
Otro motivo es que se incorporen acidos grasos de diferente largo y saturacion, debido a un dominio de

condensacion inicial mas laxo. Ambos eventos generan variantes del LPC producido por la misma
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bacteria. Estas situaciones se observan, por ejemplo, en la sintesis de orfamidas por la cepa P. protegens
Pf-5. La orfamida A es la forma predominante, la orfamida B se diferencia de la A por la sustitucion de
una valina por una D-allo-isoleucina en la posicion 4 de la cadena peptidica. La orfamida C se diferencia
de la A en que presenta un acido tetradecanoico en lugar del dodecanoico (Loper & Gross 2007). Las tres
orfamidas son producidas por la misma NRPS ya que una mutacidon en un gen de sintesis elimina la
produccion de todas (Gross et al. 2007). Si la cepa C119 produce mas variantes del LPC, éstas no estaban

presentes en niveles detectables para las condiciones en que se realizé la purificacién.

La fraccion con actividad se analizé por Maldi-ToF con lo cual se pudo confirmar que se trataba del LPC
cuyos genes se identificaron previamente en el andlisis gendmico (Figura 4.5). Diversas modificaciones
quimicas realizadas sobre el compuesto permitieron confirmar que el LPC estaba compuesto por 8
aminodcidos. La secuencia pudo ser parcialmente confirmada, con excepcién de los residuos de
leucinas/isoleucinas ya que presentan la misma masa y no fue posible diferenciarlas. La secuencia de
aminoacidos coincidid con la predicha a partir del andlisis informatico de los genes siguiendo la regla de
colinealidad (Tabla 4.3). También se confirmad la presencia de un anillo lacténico, dado que el compuesto
reacciond positivamente a su apertura con un aumento en la masa del compuesto hidrolizado. La
mayoria de los lipopéptidos de Pseudomonas fluorescentes son ciclicos con excepciéon de la
syringafactina descripta en P. syryngae pv. syringae de la cual se identificaron seis variantes similares,
todas ellas lineales. A pesar de que las NRPS que los sintetizan presentan los dos dominios tioesterasas
terminales, el péptido carece de la treonina que forma el enlace éster involucrado en la cilcacion de la

molécula (Berti et al. 2007).

Para finalizar la caracterizacion estructural del LPC se realizé un analisis de RMN, sobre el compuesto
purificado. Dado que la técnica requiere de varios miligramos del compuesto puro se puso a punto un
protocolo de extraccidon del LPC a partir de dos litros de sobrenadante libre de células. En general los
protocolos seguidos para la purificacion de varios miligramos de lipopeptidos ciclicos requieren de una
extraccion con solvente organico como el acetato de etilo (Yin et al. 2009; Saini et al. 2008; Koch et al.
2002; Kuiper et al. 2004). También se han descripto estrategias de purificacion donde simplemente el

sobrenadante libre de células es acidificado y mantenido en frio para que precipite el LPC (Rokni-Zadeh
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et al. 2012; Saini et al. 2008). Esto es posible por las caracteristica anfipaticas del compuesto. La
diversidad estructural de los LPC hace dificil que un mismo protocolo pueda ser aplicado a todos los
compuestos. La precipitacion a partir del medio de cultivo acidificado no dio buenos rendimientos para
el LPC producido por la cepa C119. Para evitar el uso de grandes volumenes de solventes organicos se
puso a punto una purificacion por adsorcidon en amberlita. De esta manera fue posible separar el LPC de
la mayor parte de los componentes del medio de cultivo y concentrarlo. La purificacién por amberlita
fue muy eficiente ya que no se detectd actividad surfactante entre los compuestos no adsorbidos por la
resina y se obtuvieron varios miligramos del producto. Sin embargo, debe mejorarse el nivel de pureza
del compuesto obtenido mediante este procedimiento ya que el analisis por RMN mostré trazas de
otros compuestos contaminantes que entorpecian la interpretacién de los espectros. El analisis por
RMN permitié ratificar varias caracteristicas de la estructura del LPC. Se confirmd la presencia de la
glutamina, el aminoacido que presentd una mayor dificultad para su prediccion a partir del analisis de
los genes de sintesis. También se confirmd la formacion del anillo lactdnico que involucra a la treonina y
la presencia de un hidroxilo en el acido graso. No es posible confirmar por esta metodologia la

quiralidad de los aminoacidos.

El lipopéptido producido por la cepa P. fluorescens C119 no ha sido descripto anteriormente en otra
bacteria y no forma parte de ninguna de las categorias en las cuales se han clasificado los LPC de
Pseudomonas fluorescentes. Muy pocos LPC con motivos peptidicos compuestos por ocho aminoacidos
se han descripto en Pseudomonas fluorescentes. Hasta la fecha solamente se han reportado las

plusbacinas y la pseudofactina.

Las plusbacinas fueron aisladas de una Pseudomonas sp. Poseen una composicion aminoacidica muy
diferente del LPC de C119. Las plusbacinas poseen arginina, prolina, serina, hidroxiprolina y acido
hidroxiaspartico entre los aminoacidos de la cadena peptidica (Hashizume & Nishimura 2008). Presentan
actividad inhibitoria ante bacterias Gram positivas, pero no actian sobre bacterias Gram negativas. Las

plusbacinas de la serie A son mas potentes que las de la serie B.

La pseudofactina fue purificada a partir de una cepa de P. fluorescens aislada de agua de mar. Presenta

un péptido rico en leucinas al igual que el LPC de C119. La cadena peptidica posee la siguiente secuencia
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de aminoacidos: Gly-Ser-Thr-Leu-Leu-Ser-Leu-Leu, para la pseudofactina Il (la mayoritaria) y Gly-Ser-Thr-
Leu-Leu-Ser-Leu-Val para la pseudofactina | (Janek et al. 2010). Al igual que el LPC de C119, el anillo
lacténico involucra a seis aminoacidos. Quedan fuera del anillo dos residuos, Gly y Ser, el primero unido
a un acido graso de 14 carbonos. Las pseudofactinas demostraron tener una capacidad para emulsionar
hidrocarburos alifaticos y aromaticos y aceites vegetales superior a los surfactantes comerciales
Tween20 y Tritdn X100 (Janek et al. 2010). Estudios posteriores demostraron que este compuesto posee
un gran potencial en el darea médica. Por un lado la pseudobactina Il es capaz de disminuir notablemente
la adhesién de las bacterias patégenas: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae,
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis y Candida albicans sobre tres tipos de superficies (vidrio,
poliestireno y silicona). Esto evita la formacion de biofilms por lo cual el LPC podria ser utilizado para
impedir la colonizacion de bacterias patdgenas sobre catéteres, protesis e implantes (Janek et al. 2012).
La pseudobactina Il también es capaz de inducir la apoptosis de células de melanoma A375 en forma
selectiva, sin generar un efecto tan marcado en los fibroblastos de la dermis. Aparentemente el LPC
afecta la integridad de las membranas de las células cancerigenas sin embargo no se conoce el motivo
de la selectividad hacia esas células (Janek et al. 2013). Las posibles aplicaciones del LPC producido por

la cepa C119 en medicina, industria alimentaria o biorremediacién no han sido determinadas aun.

4.5-2 |mplicancia del lipopeptido producido por la cepa C119 en el control
biolbgico de patbgenos

La produccion del LPC podria ser uno de los principales mecanismos responsables del efecto
biocontrolador observados en la cepa C119. Esto se debe a que el compuesto demostré tener un fuerte
efecto inhibidor sobre oomicetes, uno de los principales fitopatégenos oportunistas encontrados en el

suelo.

Frente a estas evidencias, se procedid a confirmar su implicancia en antagonismo hacia los oomicetes.
Se utilizd como estrategia una mutagénesis generalizada, mediante la insercidn al azar del transposodn
Tn5-lux, para obtener informacion adicional sobre posibles genes de regulacién o transporte del

metabolito implicado. De esta forma se obtuvieron cuatro mutantes incapaces de producir el
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compuesto tensoactivo. Las mutantes tampoco eran capaces de inhibir el crecimiento del oomicete P.
debaryanum. Por otra parte, las mutantes eran capaces de formar biofilms pero carecian de movimiento
tipo swarming. El analisis de los genes interrumpidos demostré que tres de las mutantes presentaron
una insercion del transposén en los genes de biosintesis del LPC. Una cuarta mutante presentd una

interrupcion en un gen homalogo a flgN involucrado en el ensamblado del flagelo (Figura 4.12).

Se han reportado fenotipos muy variados asociados a mutaciones en genes involucrados en la
produccion de LPC. Por ejemplo, la cepa Pseudmonas sp. MIS38 aislada de un derrame de petréleo
produce artrofactina. La mutacion del gen de sintesis arfB eliminaba por completo la produccién del
LPC. Las mutantes eran capaces de formar mayor cantidad de biolfilm que la cepa salvaje, pero el
biofilm de las mutantes era mas inestable. Por otra parte, las mutantes perdian el movimiento de
swarming, y el agregado exdgeno del LPC recuperaba levemente la movilidad en relacién a la cepa
salvaje. La observacion al microscopio electronico mostré que, a diferencia de la cepa salvaje, las
mutantes presentaban elementos fibrosos interconectando las células. La participacion del LPC en la
formacién de estas fibras no ha sido elucidada, pero posiblemente estén interfiriendo con el
movimiento de swarming (Roongsawang et al. 2003). Una mutagénesis generalizada sobre ésta misma
cepa, utilizando el transposén miniTn5, generd un gran nimero de mutantes incapaces de producir el
LPC, la mayoria de ellas en los genes de biosintesis. También se obtuvieron mutantes para el gen que
codifica para ArfF, para una proteina de choque térmico (HtpG) y para una ppGpp sintetasa/hidrolasa
(spoT) (Washio et al. 2010). La produccién del LPC pudo ser restaurada mediante complementacion de
las mutantes. ArfF es una proteina reguladora de tipo LuxR y dirige la sintesis del LPC. Por otra parte, la
mutante para htpG no eliminaba la transcripciéon de los genes de biosintesis del LPC. Para explicar la
ausencia de LPC los autores propusieron que esta proteina podria actuar como chaperona para el
correcto plegado de factores de transcripcion o del complejo multienzimatico de sintesis. Finalmente,
trabajos recientes demostraron que la produccién de artrofactina esta fuertemente ligada a la funcién
de SpoT (Washio et al. 2011). SpoT regula la “respuesta estricta” ante la falta de aminoacidos, lo cual
afecta la sintesis de todas las macromoléculas de la célula. La artrofactina, entonces, cumpliria multiples

funciones en la cepa MIS38 que le permitirian su adaptacion fisioldgica al medio circundante.

Capitulo 4 156



Al igual que en el ejemplo anterior, las mutantes obtenidas a partir de la cepa P. protegens Pf-5,
incapaces de producir orfamida, podian adherirse a una superficie de poliestireno y formar biofilms,
pero no presentaban movimiento de swarming (Gross et al. 2007). Por el contrario, la mutante de la
cepa P. brassicacearum DFA41, incapaz de producir sclerocina, un LPC recientemente descripto (Berry et
al. 2012), retenia el movimiento de swarming. El LPC de esta cepa es necesario para el control bioldgico
del patdgeno Sclerotinia sclerotiorum. La mutante en GacS si perdia la capacidad de movilizarse por
swarming (Berry et al. 2010; Berry et al. 2012). Para la cepa P. fluorescens SS5101, la produccion de
masetolide es necesaria para el movimiento de swarming y para la formacion de biolfilms ya que las
mutantes en los genes de biosintesis eran incapaces de expresar ambas actividades (de Bruijn et al.

2008).

Si bien no se ha reportado ninguna relacidon entre la expresion de FIgN y la produccion de LPCs, existen
trabajos recientes que indican la estrecha relacidn entre la sintesis de surfactantes y de flagelos. En las
gamma-proteobacterias el ensamblado de los flagelos es un proceso de varios niveles donde es
necesario que cada nivel se complete antes de pasar al siguiente (McCarter 2006). Los genes
involucrados se clasifican por nivel. En el nivel | esta el regulador principal FleQ, que controla los genes
de clase Il. Dichos genes son responsables de la seleccion del sitio y del comienzo del ensamblaje del
cuerpo basal. En el nivel Il también se encuentra el sistema de dos componentes FleS/FleR. FleR regula
la expresion de los genes de clase Ill que codifican para proteinas que completan el cuerpo basal.
Cuando estd completo, el factor anti sigma FIgM es exportado a través del cuerpo basal, liberando la
expresion del factor sigma FliA que mantenia reprimida. FliA pertenece al nivel | y funciona como

activador de los genes de clase IV que incluyen a la flagelina (FliC) y a genes de quimiotaxis.

Estudios realizados en una cepa de P. syringae productora de un surfactante de tipo rhamnolipido,
mostraron que mutaciones en genes relacionados con el ensamblaje del flagelo disminuian la
produccion de este surfactante. Cuanto mas avanzado era el nivel del gen mutado (desde fleQ hasta fliC)
menor era la inhibicidon en la produccién del rhamnolipido (Burch et al. 2012). La eliminacién de fleQ
generaba la ausencia total del surfactante mientras que una mutacién en fliA reducia 3 veces su

produccion. Una mutacién en fliC generaba un aumento en la produccidn del surfactante. El mecanismo
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de regulacion que coordina la produccién del surfactante y el flagelo no se conoce, sin embargo es claro

que ambos procesos estan intimamente relacionados.

La relacién entre movilidad y produccién de LPC fue analizada recientemente en la cepa P. fluorescens
SBW25 productora del LPC viscocina (Alsohim et al. 2014). Se observd que la eliminacion del gen fleQ
afectaba la movilidad de tipo swimming sobre agar semisdlido. Sin embargo la mutante mantenia un
tipo de movilidad que los autores llaman spidery (de aspecto dendritico). Los autores observaron en este
punto que el ensayo de movilidad utilizando 0,6% de agar no daba resultados positivos sin embargo,
disminuyendo el porcentaje de agar al 0,25% permitia apreciar el movimiento tipo spidery. Cuando se
analizé una doble mutante FleQ Visc, ésta perdia todo tipo de movilidad, por lo cual concluyeron que el
movimiento de spidery dependia del LPC. El analisis de la capacidad de colonizar raices de remolacha
azucarera demostré que las mutantes FleQ y FleQ Visc’ no podian colonizar la raiz mientras que la
mutante Visc', con el flagelo intacto, las colonizaban mas lentamente. Los autores concluyen que si bien
la viscocina no es esencial para la colonizacién radicular, su funcién seria facilitar el movimiento de las

bacterias.

A partir de estos trabajos surgen teorias de por qué las bacterias coordinan tan intimamente la funcién
del flagelo con la produccidn del surfactante. Algunos autores coinciden en que el surfactante cumpliria
una funcién de lubricacidn de la superficie sobre la cual se desplazaria la célula mediante la propulsion
del flagelo. La regulacién positiva y negativa de la produccién del surfactante permitiria asegurar que
éste se produzca en suficiente cantidad para permitir funcionar el flagelo e impediria que se sobre
produzca para evitar desperdiciar recursos (Burch et al. 2012; Xu et al. 2012). Otra alternativa es que el
flagelo funcione como sensor de la superficie, fendmeno observado en Proteus mirabilis (Belas &
Suvanasuthi 2005). Si la sintesis de flagelina fuera indicativo de una condiciéon externa donde la
produccion de biosurfactante es beneficiosa, entonces coordinar la produccién de biosurfactante seria

una respuesta eficaz a esta condicidn (Burch et al. 2012).

La mutacién en el gen flgN en la cepa P. fluorescens C119 dio como resultado un fenotipo que se
caracterizaba por el impedimento en la movilidad bacteriana y ausencia del LPC en cantidades

detectables. Los estudios sobre la proteina FIgN han demostrado que posee dos funciones, como
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chaperona y como regulador transcripcional. Como chaperona protege de la degradacidn a las proteinas
Flgk y FlgL asociadas al gancho del flagelo (Aldridge et al. 2003), aunque no es necesaria para la
secrecion de dichas proteinas (McCarter 2006). Por otra parte regula la expresion de factor antisigma
flgM. FIgN puede estar en dos estados: unida a FIgK/L 6 libre. Cuando se encuentra libre promueve la
transcripcién de flgM pero cuando estd unida a FIgK/L se impide la promocién. La mutacion en flgN
genera la ausencia del regulador positivo para FlgM, por lo cual el factor antisigma no seria transcripto y
FliA podria expresarse activando los genes de tipo 1V, como la flagelina. Por otra parte la ausencia de
FIgN podria favorecer la degradacion de las proteinas del gancho. La cepa mutante en el gen flgN
deberd analizarse por microscopia para determinar si el flagelo estad presente y posee una estructura
normal vy si las células presentan movilidad. También se deberd determinar si la insercién del transposén
no afectd la expresion de algun otro gen cercano, como por ejemplo flgM, que pueda estar explicando
el fenotipo observado. A diferencia de lo observado para el rhamnolipido de P. syringae, donde
aparentemente mutaciones en proteinas del nivel II, lll y IV tenian un efecto paulatinamente menor
sobre la produccion del surfactante, la mutacion de la proteina reguladora FIgN en C119 tiene un efecto
inhibidor importante sobre la produccién del LPC. La participacion del gen flgN en la produccién del LPC
se presenta como un posible mecanismo de coordinacion de dos procesos que estdn involucrados

directamente en la movilidad bacteriana, lo cual debera analizarse en profundidad para su confirmacion.

4.6 conclusiones vy perspectivas

La cepa P. fluorescens C119 produce un nuevo lipopéptido ciclico (LPC), que no ha sido descripto en
otras Pseudomonas spp. Su estructura fue determinada mediante técnicas de espectrometria y se
corresponde correctamente con la predicha en base a los genes de sintesis identificados en el genoma
de la cepa. El LPC caracterizado es uno de los principales mecanismos involucrados en la inhibicién del
oomicete P. debaryanum, y podria estar implicado en el control biolégico de enfermedades de
implantacién de la alfalfa observado en trabajos previos. Sin embargo, la produccién del LPC en la

rizésfera de la alfalfa deberd ser confirmada.

Capitulo 4 159



Si bien la cepa C119 se presenta como un promisorio agente de control biolégico de enfermedades de la
alfalfa, es posible que el LPC producido por esta cepa tenga otras aplicaciones. La capacidad
emulsionante de hidrocarburos, la citotoxicidad, inmunosupresidon, entre otras, son posibles

aplicaciones que deberan ser analizadas.

Estudios recientes apuntan a una estrecha relacion ente la formacion del flagelo y la produccién de
surfactantes. La mutante en el gen flgN deberd ser caracterizada en profundidad dado que en este
trabajo se observd una relacion entre la produccién del biosurfactante y dicho gen. Este resultado
aporta nuevas evidencias sobre la coordinacién de dos procesos que estan relacionados con la movilidad

bacteriana.
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consideraciones finales

En este trabajo se han confirmado las excelentes cualidades de la cepa P. fluorecens C119 para su
aplicacién como biopesticida y biofertilizante de alfalfa. Presenta caracteristicas promotoras del
crecimiento vegetal tales como la capacidad de producir metabolitos antifungicos, colonizar
eficientemente las raices de alfalfa y promover un aumento significativo en el rendimiento del cultivo.
Los mecanismos posiblemente involucrados en el biocontrol de patdgenos son la competencia por
hierro mediante siderdforos y la produccidon de metabolitos antiflingicos, tales como un lipopéptido
cilcico, HCN y enzimas hidroliticas de paredes de hongos. El lipopéptido ciclico, identificado vy
caracterizado estructuralmente en este trabajo, es novedoso y podria tener aplicaciones en otras areas.
Los mecanismos de promocién directa del crecimiento vegetal son menos claros y podrian involucrar la
sintesis de AIA por una via independiente de Trp, la actividad de una enzima ACC desaminasa diferente a
las descriptas y la solubilizacion de fésforo precipitado en formas inorganicas. La cepa C119 logré
persistir en las raices de la alfalfa en altas densidades poblacionales sin afectar a largo plazo la
estructura de la comunidad microbiana de la rizésfera. Su manipulacién y aplicacién sobre superficies
extensas no supondria riesgos para la salud de las personas expuestas ni para el ambiente, dado que no

se identificaron genes relacionados a la patogenicidad de plantas y animales.

Los mecanismos de promocién presentes en C119 deberan ser confirmados mediante ensayos en
plantas de alfalfa. También seria interesante determinar cambios en la estructura de la comunidad de
hongos y oomicetes de la rizésfera de alfalfa debido a la inoculacién de la cepa C119 y la persistencia de

la cepa durante un periodo mayor de tiempo.

Quedan algunas interrogantes por resolver como por ejemplo la presencia de genes para la biosintesis
de metabolitos secundarios de funcidn desconocida y de qué manera esta relacionada la produccion del

LPC con la formacion del flagelo a través del gen figN.

La cepa P. fluorescens originalmente aislada en una prospeccion de bacterias promotoras del
crecimiento de la alfalfa, se consolida actualmente como una buena alternativa para la promocién de

esta forrajera, de manera eficiente y amigable con el medio ambiente.
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anexo 2.1

Cebadores utilizados en el presente tarbajo:

BOX-PCR Referencia
BOXA-1 5'- CTA CGG CAA GGC GAC GCT GACG - 3' (versalovic et
al. 1994)
DGGE
F968-GC 5- CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG
GCA CGG GGG GAA CGC GAA GAA CCT TAC -3’ (Heuer et al.
R1378 5- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG -3’ 1997)
T-RFLP
27F-FAM FAM - 5" - AGA GTT TGA TCM TGG CTCAG -3’ (Lane, 1991)
R1378 5'- CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG -3’ (Hell‘gg%t al.
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anexo 2.2

SOLUCIONES

Pirofosfato de Sodio

Pirofosfato de Sodio decahidratado 1,68¢g
Agua desionizada 1000 ml c.s.p

SellevoelpHa7 conHCI10N

Soluciones para DGGE

2.2-1 EDTA 0.5M pH 8.0

EDTA 2H20 18.6g
NaOH hasta pH 8
Agua ultra pura 100 ml c.s.p.

Se agrego EDTA a 70ml de H20 ultra pura. Se agitd y agregé NaOH hasta alcanzar pH 8. Se
completd el volumen a 100 ml. Se guardd a temperatura ambiente.

2.2 —2 Buffer TAE 50X

Tris-Base 60.5¢g

Acido acético glacial 14.28ml

Sol. EDTA 0.5M pH8.0 25ml

Agua ultra pura 250 ml c.s.p.

Se agrego Tris-Base a 150 ml de agua ultra pura. Se agité y agregd acido acético glacial y EDTA.
Después de solubilizar se completd el volumen a 250 ml. Se autoclavé 20 minutos. Se guardo a
temperatura ambiente.

2.2-3 Formamida desionizada

Resina Ag-501-X8 (BIORAD) 5g

Formamida 100 ml
Se mezcld y agitd aproximadamente durante 1hora. Se filtré con papel Whatman (cualitativo
N2.4). Se guardd a temperatura ambiente.

2.2-4 Acrilamida 40%

Acrilamida 38.93¢g
Bisacrilamida 1.07g
Agua ultra pura 100 ml c.s.p.

Se disolvié la acrilamida en 30 ml de agua ultra pura. Se Agregd lentamente la bisacrilamida
agitando. Se completd el volumen a 100 ml. Se filtré con membrana
Millipore 0.45uM. Se guardoé a 42C (sin luz).
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2.2-5 Solucion 0% de desnaturalizante (6% acrilamida)

Acrilamida 40% 15ml
Buffer TAE 50X 2ml
Agua ultra pura 83 ml

Se mezcld acrilamida 40% con TAE 50X y el volumen se completd con agua ultra pura. Se filtré

con membrana Millipore 0.45uM. Se guardd a 42C sin luz (hasta 1 mes).

2.2—-6 Solucion 70% desnaturalizante (6% acrilamida)

Acrilamida 40% 15 ml

Buffer TAE 50X 2 ml
Formamida desionizada 28 ml

Urea 294¢g

Agua ultra pura 100 ml c.s.p.

Se mezcld urea, formamida, buffer TAE 50X y acrilamida. Se agité aproximadamente durante
40 minutos hasta que se disolvio la urea. Se completé el volumen a 100 ml con agua ultra pura.
Se filtré con membrana Millipore 0.45uM y se guardd a 42C por un mes.

2.2—7 Persulfato de Amonio (APS) 10%

Persulfato de amonio

0.1g

Agua ultra pura

iml

Se homogeneizd y se guardd a -202C como maximo por 1 semana.

2.2—-8 Colorante (D code DYE solution)

Azul de bromofenol 0.05g
Xilencianol 0.05g
Buffer TAE 1X 10ml

Los colorantes fueron disueltos en 10ml de TAE 1X. Se guardd a temperatura ambiente.

2.2—-9 Colorante (2X gel loading DYE)

Azul de bromofenol 0.005g
Xilencianol 0.005g
Glicerol 100% 7 ml
Agua ultra pura 3 ml

Se agregaron los colorantes al agua y luego se agrego el glicerol. Se guardd a temperatura

ambiente.
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anexo 2.3

MEDIOS DE CULTIVO
3.1 Agar agua (AA):

Agar 15g

HZO c.s.p. 1litro
3.2 King’s B:

Proteosa peptone N23 20g
K,HPO, 1.5g
MgSO4 1.5g
Glicerol 10ml

Agar 18g

HZO c.s.p. 1litro

3.3 Luria Bertoni:

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g

NacCl 10g

Agar 18g

HZO c.s.p. 1litro

3.4 Potato dextrose Agar (PDA, Difco®) :

Infusién de papa 200g
Dextrosa 20g

Agar 15g

HZO c.s.p. 1litro
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anexo 2.4

Resultados Capitulo 2: material suplementario

2.4—-1 Registro de lluvias durante el ensayo de campo
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Figura S2.1 Los mapas de precipitacién representan la distribucion de lluvias en el pais usando como

informacion base los registros pluviométricos de 75 estaciones del Instituto Uruguayo de Metereologia y

5 estaciones de INIA. Para cada mes/trimestre se presentan dos mapas, uno con la precipitacién

acumulada para el mes seleccionado (arriba) y otro con los desvios o anomalia de precipitacidn

acumulada con respecto a la mediana calculada en el periodo 1961-1990 (abajo).
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2.4-2 Resultados del analisis de componentes principales utilizando el programa T-rex

Disefio experimental para el cual se definieron ambientes de acuerdo al momento de muestreo y el
tratamiento aplicado sobre las plantas de alfalfa.

Tabla 2.4-1 - Lista de muestras ordenadas segun el ambiente que definen

File Tratamiento muestreo Replicas
1 002b.fsa Control 1 1
2 003.fsa Control 1 2
3 004.fsa Control 1 3
4 001.fsa Control 1 4
| Ambiente E2 (tartamiento, muestreo)=control3)
File Tratamiento Replicas
17_002.fsa Control 3 1
18 003.fsa Control 3 2
19_004.fsa Control 3 3
20_001.fsa Control 3 4
Ambiente E3 (tartamiento, muestreo)= (control,4)
File Tratamiento Muestreo Replicas
25 _002.fsa Control 4 1
26_003.fsa Control 4 2
27_004.fsa Control 4 3
28 001.fsa Control 4 4
Ambiente E4 (tartamiento, muestreo)= (control,2) _
File Tratamiento Muestreo Replicas
10_003.fsa Control 2 2
11_004.fsa Control 2 3
12_001.fsa _ Control _ 2 _ 4
| Ambiente E5 (tartamiento, muestreo)=(C119,1) |
File Tratamiento Muestreo Replicas
5_002.fsa C119+Riz 1 1
6_003.fsa C119+Riz 1 2
7_004.fsa C119+Riz 1 3
8 001.fsa - Cl19+Riz 1 _ 4
| Ambiente E6 (tartamiento, muestreo)=(€1192) |
File Tratamiento Muestreo Replicas
13_002.fsa C119+Riz 2 1
14_003.fsa C119+Riz 2 2
15_004.fsa C119+Riz 2 3
16_001.fsa ~ Cl19+Riz 2 _ 4
| Ambiente E7 (tartamiento, muestreo)=(C1193) |
File Tratamiento Muestreo Replicas
21 _002.fsa C119+Riz 3 1
22_003.fsa C119+Riz 3 2
23_004.fsa C119+Riz 3 3
3 4

24 001.fsa C119+Riz
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File Tratamiento Muestreo Replicas
29 _002.fsa C119+Riz 4 1
30_003.fsa C119+Riz 4 2
31_004.fsa C119+Riz 4 3
32 001.fsa C119+Riz 4 4
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Figura S2.2- Grafico de ordenacién representando los dos ejes principales calculados mediante PCA. El
primer componente es representado por el eje horizontal, y el segundo por el vertical. Las muestras se
clasifican en ambiente de acuerdo al momento del muestreo y al tratamiento (ver Tabla 2.4-1 de este

anexo)
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2.4-3 Indices de diversidad
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Figura S2.3- Indices de diversidad de Shannon (H) para los resultados por T-RFLP de cada tratamiento en los cuatro muestreos (calculados mediante el
programa estadistico PAST).

P
J -
H' = -3 pilog,p
=1 donde &: nimero de especies (la riqueza de especies) ; Ii: proporcién de individuos de la especie i respecto al total de
individuos (es decir la abundancia relativa de la especie i): ni/N; T4 — nimero de individuos de la especie i; N = numero de todos los individuos de todas

las especies
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Figura S2.4- Indices de equitatividad de especies (Evenness) para los resultados por T-RFLP de cada tratamiento en los cuatro muestreos (calculados
mediante el programa estadistico PAST).

Donde H’es el indice de Shannon, H’,., es el valor maximo de Hy S es el nimero total de especies
H'

J' =
'H:I‘J. AN

i yinl_ms
max — o Ul = ino.
1=1.5' S
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Indice de diversidad (Shannon)
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Figura S2.5 Analisis estadistico de los indices de diversidad de Shannon para los diferentes
tratamientos en los cuatro momentos de muestreos. C: tratamiento control; P tratamiento P.
fluorescens C119 + rizobio. Los muestreos se indican segln los dias post siembra: 1 (21dias),

2(42 dias), 3(82 dias) y 4 (121 dias)

Indice de equitatividad entre especies (Evenness)
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Figura S2.6 Andlisis estadistico de los indices de equitatividad de las especies en las muestras

(Evenness) para los diferentes tratamientos en los cuatro momentos de muestreos. C:

tratamiento control; P tratamiento P. fluorescens C119 + rizobio. Los muestreos se indican

segun los dias post siembra: 1 (21dias), 2(42 dias), 3(82 dias) y 4 (121 dias)

Anexo 2



anexo 3

1) Alineamiento de secuencias aminoacidicas de la proteina represora FUR de la cepa C119y
varias Pseudomonas fluorescentes (fuente pseudomonas.com) mediante el programa Clusta X.

PSEBR_FUR- subsp.
PSF113_FUR- F113
Pput UM_FUR- UM
PSEBR_a761- subsp.
PSF113_0850- F113
Pput UM_00687- UM
PSPTO_FUR- pv.
PSPTO_4508- pv.
Psyr _FUR- pv.

Psyr _4198- pv.
PFLCHAO_FUR
PFL_FUR- Pf-5
C119_
PFL_0824-Pf-5

Pfl 01_FUR-PfO-1
Pf101_0760-Pf0-1

PSEBR_FUR- subsp.
PSF113_FUR- F113
Pput UM_FUR- UM
PSEBR_a761- subsp.
PSF113_0850- F113
Pput UM_00687- UM
PSPTO_FUR- pv.
PSPTO 4508- pv.
Psyr _FUR- pv.
Psyr_4198- pv.
PFLCHAO_FUR
PFL_FUR- Pf-5
C119_
PFL_0824-Pf-5
Pfl01_FUR-PfO-1
Pf101_0760-Pf0-1

PSEBR_FUR- subsp.
PSF113_FUR- F113
Pput UM_FUR- UM
PSEBR_a761- subsp.
PSF113_0850- F113
Pput UM_00687- UM
PSPTO_FUR- pv.
PSPTO_4508- pv.
Psyr_FUR- pv.

Psyr _4198- pv.
PFLCHAO_FUR
PFL_FUR- Pf-5
C119_
PFL_0824-Pf-5

Pfl 01_FUR-PfO-1
Pf101_0760-Pf0-1

——————————— MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL DSAEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL. DSAEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL. DSAEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
——————————— MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL DSAEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
——————————— MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL DSAEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
——————————— MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL DSAEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL. DSAEQRHVSAEDVYKAL MEASEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL. DSAEQRHVSAEDVYKAL MEASEDV
——————————— MVENSEL RKVGLKVTLPRVKI LQVL DSAEQRHVSAEDVYKAL MEASEDV
——————————— MVENSEL RKVGLKVTLPRVKI LQVL DSAEQRHVSAEDVYKAL MEASEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL DSTEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LOQVL DSTEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
——————————— MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LOVL DSTEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
——————————— MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LOVL DSTEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL DSTEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV
----------- MVENSEL RKAGLKVTLPRVKI LQVL DSTEQRHVSAEDVYKAL MEAGEDV

* khkkkhkkhhkkhk hhkhkkhhkhhhhhhhhhhdhh . khkhkhhhhhhdhhhhdx **x%

GLATVYRVLTQFEAAGL VWRHNFDGGHAVFEL DDGKHHDHWNVETSEVI EFFDEEI ERL
GLATVYRVLTQFEAAGL VWRHNFDGGHAVFEL DDGKHHDHWNVETSEVI EFFDEEI ERL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL DDGKHHDHWNVETSEVI EFFDEEI ERL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL DDGKHHDHWNVETSEVI EFFDEEI ERL
GLATVYRVLTQFEAAGL VWRHNFDGGHAVFEL DDGKHHDHWNVETSEVI EFFDEEI ERL
GLATVYRVLTQFEAAGL VWRHNFDGGHAVFEL DDGKHHDHWNVETSEVI EFFDEEI ERL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFESAGL VWRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFESAGL VWRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFEAAGL VWRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFEAAGL VWRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL
GLATVYRVLTQFEAAGL VVRHNFDGGHAVFEL ADGGHHDHWNVESGEVI EFFDEEI EKL

khkkkhkkkhkkhhkhhhk . khkhkhhhkhhkhhhhhhhkkh *%k *khkkhkkhhhk. *kkhkhkhhhkh.*x

KAl VDKYGFEMVDHNL VL YVRKKK-
KAl VDKYGFEMVDHNL VL YVRKKK-
KAl VDKYGFEMVDHNL VL YVRKKK-
KAl VDKYGFEMVDHNL VL YVRKKK-
KAl VDKYGFEMVDHNL VL YVRKKK-
KAl VDKYGFEMVDHNL VL YVRKKK-
KAl VERHGFDL VDHNL VL YVRNKKA
KAl VERHGFDL VDHNL VL YVRNKKA
KAl VERHGFDL VDHNL VL YVRNKKA
QKAI VERHGFDL VDHNL VL YVRNKKA
KAl VEKHGFEL VDHNL VL YVRKKK-
KAl VEKHGFEL VDHNL VL YVRKKK-
KAl VEKHGFEL VDHNL VL YVRKKK-
KAl VEKHGFEL VDHNL VL YVRKKK-
KAl VEKHDYEL VDHNL VL YVRKKK-
KAl VEKHDYEL VDHNL VL YVRKKK-

kkkkke o o kkkkkkkkkKko kK
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2) Alineamiento de secuencias aminoacidicas de la proteina de respuesta reguladora GacA

perteneciente al sistema de dos componentes de la cepa C119 y varias Pseudomonas

fluorescentes (fuente pseudomonas.com) mediante el programa Clusta X.

HO45_GacA- RE*1-1-14
Pf | A506_GacA- A506
PFLCHAO_GacA- CHAO
PFL_GacA-Pf-5
PSF113_GacA-F113
Pput UM_GacA- U
Cl119_GacA

HO45_GacA- RE*1- 1- 14
Pf | A506_GacA- A506
PFLCHAQO_GacA- CHAO
PFL_GacA-Pf-5
PSF113_GacA- F113
Pput UM_GacA- U
C119_GacA

HO45_GacA- RE*1- 1- 14
Pf | A506_GacA- A506
PFLCHAQO_GacA- CHAO
PFL_GacA-Pf-5
PSF113_GacA- F113
Pput UM_GacA- U
C119_GacA

HO45_GacA- RE*1-1- 14
Pf 1 A506_GacA- A506
PFLCHAO_GacA- CHAO
PFL_GacA-Pf-5
PSF113_GacA- F113
Pput UM _GacA- UM
C119_GacA

M RVLVVDDHDLVRTG TRMLADI DGLQVVGQAESGEESL | KAREL KPDVVLNVDVKMPG
M RVLVVDDHDLVRTG TRMLADI DGLQVVGQAESGEESL | KARELKPDVVLNDVKMPG
M RVLVVDDHDLVRTG TRMLADI DGL QVVGQAESGEESL L KAREL KPDVVLNDVKMPG
M RVLVVDDHDLVRTG TRMLADI DGL QVVGQAESGEESL L KAREL KPDVVLVDVKMPG
------------------- M_ADI DGLQVVGQAESGEESL | KAREL KPDVVLNMDVKMPG
M RVLVVDDHDLVRTG TRMLADI DGL QVVGQAESGEESL L KAREL KPDVVLNDVKMPG
——————————————————— MLADI DAL QVVGQAESGEESL| KARELKPDVVLMDVKMPG

khkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk: khkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk*x*x*%x

GGLGATTKLLRSHPDI KVWWVTVCEEDPFPTRLLQAGAAGYLTKGAGLAEMVQAI RLVFA
GGLGATTKLLRSHPDI KVWVWVTVCEEDPFPTRLLQAGAAGYLTKGAGLAEMVQAI RLVFA
GGE.EATRKLLRSHPDI KWAVTVCEEDPFPTRLLQAGAAGYL TKGAGLNEMVQAI RLVFA
GGELEATRKLLRSHPDI KVWAVTVCEEDPFPTRLLQAGAAGYL TKGAGLNEMVQAI RLVFA
GGLEATRKLLRSHPDI KVWAVTVCEEDPFPTRLLQAGAAGYL TKGAGLNEMVQAI RLVFA
GGLEATRKLLRSHPDI KVWAVTVCEEDPFPTRLLQAGAAGYLTKGAGLPEMVQAI RLVFA
GGELEATRKLLRSHPDI KVWWAVTVCEEDPFPTRLLQAGAAGYLTKGAGLPEMVQAI RLVFA

kkk Kkk Kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk *hkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkx*x **k*kkkkkkk*x*%x

GORYI SPQ AQQLAI KSFQPTSDSPFDALSEREI Qf ALM VGCQKVQT T SDKLCLSPKTV
GORYI SPQ AQQLAI KSFQPTSDSPFDALSEREI QF ALM VGCQKVQT T SDKLCLSPKTV
GQRYI SPQ AQQLVFKSFQPSSDSPFDALSEREI QF ALM VGCQKVQ | SDKLCLSPKTV
GQRYI SPQ AQQLVFKSFQPSSDSPFDALSEREI QF ALM VGCQKVQ | SDKLCLSPKTV
GORYI SPQ AQQLAI KSFQPTNDSPFDALSEREI Qf ALM VGCQKVQ | SDKLCLSPKTV
GORYI SPQ AQQLAI KSFQPTNDSPFDALSEREI Qf ALM VGCQKVQ | SDKLCLSPKTV
GQRYI SPQ AQQLAI KSFQPTNDSPFDALSEREI QF ALM VGCQKVQ | SDKLCLSPKTV

kkkkkkkkkkkkk*x - kkkk*kx- khkkkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx*x **kkkkk*kkkk*x*%

NTYRYRI FEKLAI SSDVEL TLLAVRHGWDASA
NTYRYRI FEKLAI SSDVELTLLAVRHGWDASA
NTYRYRI FEKLSI SSDVELTLLAVRHGWDASL
NTYRYRI FEKLSI SSDVELTLLAVRHGWDASL
NTYRYRI FEKLSI SSDVEL TLLAVRHGWDASA
NTYRYRI FEKLSI SSDVELTLLAVRHGWDASL
NTYRYRI FEKLSI SSDVELTLLAVRHGWDASL

khkkkhkkkhkkhhkkhk: khkhkhhhhhkhhkhhhhkhdkk

3) Alineamiento de secuencias aminoacidicas de la proteina kinasa sensora GacS perteneciente al

sistema de dos componentes de la cepa C119 y varias Pseudomonas fluorescentes (fuente

pseudomonas.com) mediante el programa Clusta X.

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- UM

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

Cl19_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- UM

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

MQEKGVLKKLG KGRVLLLTLLPTSLMALVLGGYFTWQQSDLQAQLMORGEM AEQLAP
MOEKGVLKKLG KGRVLLLTLLPTSLMALVLGGYFTWIQQSDLQTQLMORGEM AEQLAP
----- M_KKLG KGRVLLLTLLPTSLMALVLGGYFTWVMQQSDLHAQLLQRGEM AEQLAP
----- M_KKLG KGRVLLLTLLPTSLMALVLGGYFTWVQQADL QTQLMORGEM AEQLAP

Pkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkk kk: okk o kk- kkkkkkkkkk kK

LVAPAMGHGDAEL LERI ATQSL EQPDVRAVTFLAPDRSPLAHAGPTM.NQAPSGDSAHL L
LVAPAMGHGDAEL LERI ATQSL EQPDVRAVTFLAPDRSPLAHAGPTM.NQAPSGDSAHL L
LVAPANVBRQDTDLLERI ATQSLEQADVRAVTFLAPDRL PLAHAGPTM_NRAPEGNSTQLL
LAAPAMGHQDNEL LERI ATQALEQTDVRAVTFLAPDRTLLAHAGPTML I\Q\/PSGSGNQ\/L

* **** . * -******** *kkk kkkkkkkkkkk*kx ********** * *

RRSGNDATRYL L PVFGKHRNLAGEL | PQESDRLL GAWEL EL SHNGVLLRGYRSLFASLLL
RRSGNDATRYL L PVFGKHRNLAGEL | PQESDRLL GAEL EL SHNGVLLRGYRSLFASLLL
QRTGNDATRYLLPVFGKHRNLAGEL | PEEADRLL GWELEL SHSGMLLRGYRSLFASLLL
RRSGNDATRYL L PVFGKHRNLAGDVI SEEADRL L GAWEL EL SHNSM_L RGYRSLFASLM.

Pk kkkkkkkhkkkhkkhkhkhkkkhkKk. ok k. kkkkhkhkhk Ak kkkk khkkkkkkkkkkkk- k

| GAGLAGAALLALRMGRTI NRPLSQ KQAVAQLKDGHL ETRLPPLGSQELDELASG NRM
| GAGLAGAALLALRMGRTI NRPLSQ KQAVAQLKDGHL ETRLPPLGSQELDELASG NRM
| GAGLCLTALLALRMGRTI NRPLSQ KQAVAQLKDGHL ETRLPPLGSQELDELASG NRM
| AAGLTGAALLALRMGRTI NRPLSQ KQAVAQLKDGHL ETRLPPLGSQELDELASG NRM

*  kkk B R X
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Cl119_GacS

Pfl01_GacS-Pf0O-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- UM

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- UM

Cl19_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

Cl19_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- UM

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

Cl19_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- UM

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

Cl119_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- UM

Cl19_GacS

Pfl01_GacS-PfO-1
PSF113_GacS- F113
Pput UM_GacS- U

AGTLQNAREEL QHSVDQATEDVRONLETI ElI QNI ELDLARKEAL EASRI KSEFL ANVMSHE
AGTLQNAREEL QHSVDQATEDVRONLETI ElI QNI ELDLARKEAL EASRI KSEFL ANMSHE
ASTLONAQEEL QHSI DQATEDVRONLETI El ONI' ELDLARKEAL EASRI KSEFL ANVSHE
AGTLONAQEEL QHSI DQATEDVRONLETI El ONI' ELDLARKEAL EASRI KSEFL ANVSHE

k kkkkk: kkkhkhkkhk: khkhhkhhhkhhkhhhhhhhhhhhhkhhkhhhhhhhkhhkhkhkhkhkkkkkk*

| RTPLNG LGFTHLLQKSELTPRQLDYLGTI EKSADSLLG | NEI LDFSKI EAGKLVLDH
| RTPLNG LGFTHLLQKSELTPRQLDYLGTI EKSADSLLG | NEI LDFSKI EAGKLVLDH
| RTPLNG LGFTHLLOKSELTPRQLDYLGTI EKSADSLLA | NEI LDFSKI EAGKLVLDS
| RTPLNG LGFTHLLQKSELTPRQLDYLGTI EKSADSLLG | NEI LDFSKI EAGKLVLDH

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkx*x*%x

| PENLRDLLQDTLTI LAPAAHAKQLELVSLVYRDTPLSLVGDPLRLKQ LTNLVSNAI KF
| PENLRDLLQDTLTI LAPAAHAKQLELVSLVYRDTPLSLVGDPLRLKQ LTNLVSNAI KF
| PENLRDLLQDTLTI LAPAAHAKQLELVSLVYRDTPLSLVGDPLRLKQ LTNLVSNAI KF
| PENLRDLLQDTLTI LAPAAHAKQLELVSLVYRDTPLSLVGDPLRLKQ LTNLVSNAI KF

EE I e R R R X

TREGTI VARAM.EEENDDSVQLR! S| QDTG GLSNEDVRAL FQAFSQADNSL SRQPGGTG
TREGTI VARAM_EEENDDSVQLR! S| QDTG GL SNQDVRAL FQAFSQADNSL SRQPGGTG
TREGTI VARAM_EDEHEDSVQLR! S| QDTG GLSNQDVRAL FQAFSQADNSL SRQPGGTG
TREGTI VARAM_EEEHEDSVQLRI S| QDTG GLSNQDVRAL FQAFSQADNSL SRQPGGTG

khkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkek -+ hkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkk: khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk*kkx*x*x*%x

LGLVI SKRLI EQVIGGEI GVDSTPGEGSEFW SLNL PKTRDDAEDL PCAPLLGRRVAVLEN
LGLVI SKRLI EQVIGGEI GVDSTPGEGSEFW SLNL PKTRDDAEDL PAAPL L GRRVAVLEN
LG_VI SKRLVEQVIGGEI GVDSTPGEGSEFW SLRLPKTRDDAEDL PGPPLLGRRVAVLEN
LGLVI SKRLI EQVIGGEI GVDSTPGEGSEFW SL SL PKARDDAEDL PAAPL L GRRVAVLEN

khkkkkkkkk: khkkkhhkhhkhhkrhhkhhkhhkrhkhk *xk- kkkkkkkk * ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok %

HEL ARQAL QHQL EDCGLDVTPFENTLESL TNGVTGAHQTDQAI DLAVLG TSNDVPPERLN
HEL ARQAL QHQL EDCGLDVTPENTLESL TNGVTGAHQTDQAI DLAVLG TSNDVPPERLN
HEL ARQAL QHQLEDCGLQVTPENTLESLTNG TI AHQTDQAI DLAVLG TSNDMVPPERLN
HEL ARQAL QHQLEDCGL STTPFNTLESL TNGVTAAHQTDQAI DLAVLG TSNDMVPPERLN

kkkkkkkkkkkkkkkk*x khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk -k *hkhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkkkkkkkkkk*x*%x

QHI WDLEHL GCRVLVLCPTTELTL YHL SVPNPHSQL QSKPACTRKL RRAL SDMWNPRQPR
QHI WDLEHLGCRVLVLCPTTELTL YHL SVPNPHSQL QSKPACTRKL RRAL SDMVNPRQSR
QHI WDLEHL GCKVLVLCPTTEQTL YHL SVPNPHSQL QAKPACTRKL RRSL SDLVNPRPTR
QHI WDL EHL GCKVLVLCPTTEQT L FHL SVPNPHSQL QAKPACTRKL RRSL SDL VSPRPMVR

khkkkhkhkhkhhkkhk khkhhkhhkhdk *k . khkhhhkhhhkhkh: khkhkhhhhhkh. kkk. % %% *

SEPGEPL SSRAPKVL CVDDNPANL L L VQTLL EDMGAKVLAVESGYAAVKAVQNETFDL VL
SEPGEPL SSRAPKVL CVDDNPANL L L VQTLL EDMGAKVL AVESGYAAVKAVQSESFDL VL
SEPHEPI SSRAPKVL CVDDNPANLLLVQTLLEDMGAKVLAVESGYAAVKAVQKETFDLVL
SEPGEPVSSRAPKVL CVDDNPANL MLVQT L L EDMGAKVL AVESGYAAVKAVQNETFDL VL

kkhkk Khkhkkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhk: khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkx*x*x*x *: *k*k*k*x%

VDVQVPGVDGRQSTETI ROAESERHCTPLPI VAL TAHAMANEKRAL LQSGVDDYLTKPI S
VDVQVPGVDGRQSTETI ROAESERHCTPLPI VAL TAHAMANEKRAL LQSGVDDYLTKPI S
VDVQVPGVDGRQSTEAI RONESERHCTPLPI VAL TAHAMANEKRAL LQSGVDDYLTKPI S
VDVQVPGVDGRQSTEAI RONESERHCTPLPI VAL TAHAMANEKRAL LQSGVDDYLTKPI S

khkkkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhk: khhkhkhkhhhkhhhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkkkxkkk*x*%x

ERQLAQVVL KWI'GLAL RNQAPDRGGESVL GNQEL PI L DHEEGL RLAAGKADL AADMLAML
ERQLAQVVL KWI'GLAL RNQAPDRGGESL L GNQEL PI L DHEEGL RL AAGKADL AADM_AML
ERQLAQVVL KWI'GLAL RNQSPERSGDTPGGS- EL L VL DHEEGL RLAAGKADL AADM_AM.
ERQLAQVVLKWSGLAL RNHSPERSGDGHGGAHDL LVLDHEEGL RLAAGKADL AADMLAML

KKK KKAKKKK K - hk kA KK ko k ke * *k ckkkkkkkkkhkkkkkhkhkhkkkkkkk Kk

LASL EADREAI RTARDSQDQNSL L ERVHRL HGATRYCGVPQL RAACQRSETL L KQQDPKA
LASL EADREAI RTARDHQDONAL L ERVHRL HGATRYCGVPQL RAACQRSETL L KQDDPKA
LASLEADREAI RQASEANDHNAL I ERVHRL HGATRYCGVPQL RAACORSETL L KQQDPKA
LASL EADREAI RLAQQSDDHNAL I ERVHRL HGATRYCGVPQL RAACQRSETL L KQQDPKA

*kkkkkkkkkkkk *x ke ke ke khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkhkkhkkk kkk*

STALDELERAI NRLAAQAKI SA
SAALDELERAI NRLAAQAKI SA
AVALEEL ERAI NRLASEARI SA
SVALDEL DRAI NRLAAHARNNA

PR K s kk e kR KRk kkk . k- *
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4) Alineamiento de secuencias aminoacidicas del precursor de la proteina TolC (predicho a partir de
la secuencia del gen) presente en la cepa C119 y varias Pseudomonas fluorescentes (fuente

pseudomonas.com) mediante el programa Clusta X.

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol G- Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol G- Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol C-Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol G- Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol G- Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol C-Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol G- Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

PFLCHAO_Tol C- CHAO
PFL_Tol G- Pf-5

Pf | A506_Tol C- A506
Pf101_Tol G PfO-1
C119_Tol C

M_RKL SL AVAVSCASNGVAVWAAEAPL TTKTDL VSVYQEAVDNNADL AAARAQYGAQKEW
ML RKL SLAVAVSCASNGVAVWAAEAPL TTKT DL VSVYQEAVDNNADL AAARAQYGAQKEW
MLRKL SLAVAVSCATNGL VWAAEAPL SANT DL VSVYQEAAHNNADL AAARAQYGAQKEW
M_RKLSLAVAVSCASTTTVWAAEAPL STKTDL VSVYQEAVDNNADL AAARAQYGAQKEW
M_RKLSLAVAVSCASTATAWAAEAPL STRTDL VSVYQEAVDNNADL AAARAQYGAQKEW

khkkkkkkkkkkkkk- kkkkhkkk o Kkhkkkkkkkkk Kok kokkokokkokkokkokkkokkokk

PQARAGL L PNL SAGADVNNTRTKFDEPSMI STRSGNVYQATL AQPL FRADRWFQL QAAKD
PQARAGL L PNL SAGADMNNTRTKFDEPSMI STRSGNVY QAT L AQPL FRADRWFQL QAAKD
PQARAGL L PNL SAGADSNNVRTQ DQPAATANRDAHSVRATL SQPL FRADRWFQL QAAQA
PQARAGL L PNL SGGAEVANVRTS! DQPSAI ANRSAHSYQATLAQPL FRADRWFQYQAAKD
PQARAGL L PNL SGGAEVANVRTSI DQPSAI ANRSAI-lSYQATLAQDLFRADRV\FQYQAAKD

************ ** * ** -* * --*** *kkkkkkkkkk*x ***

I NEQASLQLSATEQNLI LQSAENYFAVLRACDNLASTKAEEAAFKRQLDQSNERFDVGLS
| NEQASLQLSATEQNLI LQSAENYFAVL RAQDNLASTKAEEAAFKRQL DQSNERFDVGLS
VNEQASLQLSASEQNLI LQSAESYFAVL RAQDNLASTKAEENAFKRQLDQSNERFDVGLS
VNEQAAL QLSATEQNLI LQTAESYFNVLRSCDNLASTKAEEAAFKRQLDQSNERFDVGLS
VNEQAAL QLSATEQNLI LQTAESYFNVLRSCDNLASTKAEEAAFKRQLDQSNERFDVGLS

ckkkk kkkkk kkkkkhk: kk kk kkk. khkkhkhkhkhhkhkk KAhkkhkhkhkkhkkhkhkhkk kK

DKTDVLQSQASYDTARANRI LAQRQVDDAFEALI TLTNREYNSI QG VHTLPVLAPTPND
DKTDVLQSQASYDTARANRI LAQRQVDDAFEALI TLTNREYNSI QG VHTLPVLAPTPND
DKTDVLQSQASYDTARANRI LAQRQVDDAFEALI TLTNRQYNSI QG VHTLPVLPPAPND
DKTDVLQSQASYDTARANRI VAQRQVDDAFEALI TLTNRQYNSI QG VHTLPI LPPAPND
DKTDVLQSQASYDTARANRI VAQRQVDDAFEALI TLTNRQYNSI QG VHTLPI LPPAPND

khkkhkhkkkhkhhkhhhhhkhhhhh . khkhhhhhhhhhhhhhhh . khkhkhdhhhhdk . % % k&%

AKAW/DTAAKQNLNL LASNYAVSAAEET L KQRKAGHAPTL DAVAQYKKGDNDAL GFSNPN
AKAW/DTAAKQNLNL LASNYAVSAAEET L KQRKAGHAPTL DAVAQYKKGDNDAL GFSNPN
AKAW/ETAGRQNLNL LASNYAVTAAEET L RORKAGHL PTL DAVAQYEKGDNDAL GFSNPN
AKAW/DTAAKQNLNL LASNYAVSSAEQT L KQRKAGHL PTL DAVAKYEKGDNDAL GFSNPN
AKAW/DTAAKQNLNL LASNYAVSSAEQT L KQRKAGHL PTL DAVAKYEKGDNDAL GFSNPN

khkkhkkhkke kk - hkkkkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkk: o kk: kk: khkkkhkk*x *kkkkkk: k- kkkk*k*kkkkk*k*x*%x

PL- TRYGSDVEQRS! GLQLNI Pl YSGGL TSSQVRESYSRL SQTEQQRESL RRQVWENTRN
PL- TRYGSDVEQRS! GLQLNI Pl YSGGL TSSQVRESYSRL SQTEQQRESL RRQVWENTRN
QLPI PYGGDVSQRTVGLRLNI Pl YSGGLTSSQVRESYSRL DQTEQQREGL RRQVWENTRN
AFGTPYSGNVEQSTVGLQLNI Pl YSGGL TSSQVRESYSRL DQTEQQREGL RRQVWENTRN
AFGI'PYSGN\/EQSTVGLQ_NI Pl YSGGLTSSQVRESYSRL DQTEQQREGL RRQVENTRN

-* * --** ********************** ******* *kkkkkkkkkk*x

LHRAVNTDVEQVQARRGS! | SNQSAVEATE! GYQVGTRNI VDVL DAQRQL YTSVRNYNNS
LHRAVNTDVEQVQARRGS! | SNQSAVEATE! GYQVGTRNI VDVL DAQRQL YTSVRNYNNS
LHRAVNTDVEQVQARRGS! | SNQSAVEATE! GYQVGTRNI VDVL DSQRQL YASVRNYNNS
LHRAVNTDVEQVQARRGS! | SNQSAVEATEI GYQVGTRNI VDVL DAQRQL YTSVRNYNNT
LHRAVNTDVEQVQARRGS! | SNQSAVEATEI GYQVGTRNI VDVL DAQRQL YTSVRNYNNT

Khkkhkhkhkhhkhhkhhkhhhkhhhhhhhkhhkhhhhhkhhkhhhhhkhhkhhhhhhk  khkhkh: kkhkkhkkhk.

RYDY! LDNLRLKQAAGTLNPGDL QDL SRYL KADYNPDRDFL PPDLAKAAQEQL RARP- -
RYDY! LDNLRLKQAAGTLNPGDL QDL SRYL KADYNPDRDFL PPDLAKAAQEQL RARP- -
RYDY! LDNLRLKQAAGTLNPGDL QDL ARYL KADYNPDKDFL PPDLAKAAAEQL KARPGY
RYDY! LDNLRLKQAAGTLNPGDL QDL TRYL KADYNPDKDFL PPDLAKAAEAQL KARP- -
RYDY! LDNLRLKQAAGTLNPGDL QDL TRYL KADYNPDKDFL PPDLAKAAEAQL KARP- -

khkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkk: khkhkkhkhkhkhkk*k: kxk*kx*k*k*k*k*k*x*x*%x * Kk kk %k
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5) Alineamiento de secuencias aminoacidicas de la proteina ANR perteneciente a la familia de

reguladores de fumarato y nitrato reductasas (predicho a partir de la secuencia del gen) presente

en la cepa C119 y varias Pseudomonas fluorescentes (fuente pseudomonas.com) mediante el

programa Clusta X.

PFLCHAO_ANR- CHAO
PFL_ANR- Pf -5
Pf101_Crp/ FNR-PfO-1
C119_FNR

Pput UM_Cr p/ FNR- UM

PFLCHAO_ANR- CHAO
PFL_ANR- Pf -5
Pf101_Crp/ FNR-PfO-1
C119_FNR

Pput UM_Cr p/ FNR- UM

PFLCHAO_ANR- CHAQ
PFL_ANR- Pf - 5
Pf101_Crp/ FNR- PfO- 1
C119_FNR

Pput UM_Cr p/ FNR- UM

PFLCHAO_ANR- CHAO
PFL_ANR- Pf -5
Pf101_Crp/ FNR-PfO-1
C119_FNR

Pput UM_Cr p/ FNR- UM

PFLCHAO_ANR- CHAO
PFL_ANR- Pf -5
Pf101_Crp/ FNR-PfO-1
C119_FNR

Pput UM_Cr p/ FNR- UM

VBEPVKL RAHNQAHCKDCSL APL CL PL SLNL EDVDAL DEI VKRGRPL KKGEFL FRQGDG
MBEPVKL RAHNQAHCKDCSL APL CLPL SLNL EDVDAL DEI VKRGRPL KKGEFL FRQGDGF
MBEPVKL RAHNQANCKDCSL APL CLPL SLNL EDVDAL DEI VKRGRPLKKGEFL FRQGDTF
VBEPVKL RAHNQANCKDCSL APL CL PL SLNL EDVDAL DEI VKRGRPL KKGEFL FRQGDTF
VBEPVKQRAHNQAHCKDCSL APL CL PL SLNL EDVDAL DEI VKRGRPL KKGEFL FRQGDTF

khkkhkkhkkhkk Khhkkhkkhkkhkk *hkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk*x*x*x*x *x

DSVYAVRSGALKTFSLSDSGEEQ TGFHLPSELVGLSGVDTESHPVSAQALETTSVCEI P
DSVYAVRSGALKTFSLSDSGEEQ TGFHLPSELVGLSGVDTESHPVSAQALETTSVCEI P
DSVYAVRSGALKTFSLSDTGEEQL TGFHL PSEL VAL SGVDTEKHPVSAQALETTSVCEI P
DSVYAVRSGALKTFSLSDTGEEQL TGFHL PSEL VAL SGVDTEKHPVSAQALETTSVCEI P
DSVYAVRSGALKTFSL SDSGEEQL TGFHLPSEL VAL SGVDTEKHPVSAQALETTSVCEI P

khkkhkhkkkkhhkhkhkhhhhhkh: khhkh: khkhhhkhhhhhhhhhhdhhd *hkhdhhhhhhdrhhhhdkr

FERLDELALQLPQLRRQLMRVMSREI RDDQQVM.LL SKKTADERI ATFLVNLSARFRARG
FERLDELALQLPQLRRQLMRVMSREI RDDQQVMLLL SKKTADERI ATFLVNLSARFRARG
FERLDELALQLPQLRRQLMRVMSREI RDDQQVMLLLSKKTADERI ATFLVNLSARFRARG
FERLDELALQLPQLRRQLMRVMSREI RDDQQVM.LL SKKTADERI ATFLVNLSARFRARG
FERLDELALQLPQLRRQLMRVMSREI RDDQQVM.LL SKKTADERI ATFLVNLSARFRARG

khkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk*x*%x

FSANQFRL SVSRNEI GNYLGLAVETVSRVFTRFQONELI AAEGKEVH! LDPI QLCALAGG
FSANQFRL SMSRNEI GNYLGLAVETVSRVFTRFQONELI AAEGKEVHI LDPI QLCALAGG
FSANQFRL SMSRNEI GNYLGLAVETVSRVFTRFQONELI AAEGKEI HI LDPI QLCALAGG
FSANQFRL SMSRNEI GNYLGLAVETVSRVFTRFQONELI AAEGKEI HI LDPI QLCALAGG
FSANQFRL SVSRNEI GNYLGLAVETVSRVFTRFQONELI AAEGKEI RI | DPI QLCALAGG

khkkhkkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkk: k- kkk*k*k*k*x*x*x*x*%x

SVEG
SVEG
SLEV
SLEV
SLEG
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