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0413 - é,CUI’\LES SON LOS MARCADORES GI’ENISIOS MAS ROBUSTOS PARA LA
ASIGNACION TAXONOMICA DE AISLAMIENTOS DEL GENERO PSEUDOMONAS?

MUZLERA, Andrés ! | GARAVAGLIA, Matias? | VALVERDE, Claudio®

UNIVERSIDAD NACIONAL DE QUILMES !; INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA, UNIVERSIDAD NACIONAL DE
HURLINGHAM 2

Introduccion y Objetivos: Desde los afios 80, la secuencia del ARN y del ADN ribosomal son utilizados como
estandar para evaluar diversidad microbiana y clasificar las bacterias en especies. Esta eleccién se basa en su
distribucion ubicua y su baja tasa evolutiva, lo que permite realizar comparaciones entre bacterias muy
divergentes (Busse, et. al. 1996. doi: 10.1016/0168-1656(96)01379-x). Ademas, los dominios altamente
conservados del ADN ribosomal permiten el disefio de PRIMERS capaces de amplificar una gran variedad de
secuencias tanto de eubacterias como de arqueas. Pero, a pesar de estas ventajas, la informacién que
proporcionan no es suficiente para diferenciar bacterias muy emparentadas filogenéticamente (Santos, et. al.
2004. doi: 10.1111/j.1462-2920.2004.00617.x). Ademas, como el 16S rDNA no codifica ninguna proteina, las
inserciones y deleciones pueden introducir problemas en el momento de alinear secuencias. Por otro lado, la
seleccion evolutiva de una secuencia que determina una estructura secundaria en el ARN puede causar
convergencia y saturacion distorsionando el analisis. Teniendo en cuenta esto, se han propuesto distintos genes
codificantes como marcadores filogenéticos para el género PSEUDOMONAS, aunque para su eleccion solo se
tomaron en cuenta 3 factores: que sean codificantes, que estén conservados y que se puedan
disefiar PRIMERS (Mulet, et. al. 2010. doi: 10.1111/§.1462-2920.2010.02181.x). En este trabajo planteamos la
identificacion de aquellos marcadores filogenéticos para el género PSEUDOMONAS, que otorguen mayor
capacidad de discriminacién de especies de acuerdo a, principalmente, su calidad de contenido informativo.

Materiales y Métodos: Este trabajo se desarroll6 en 4 etapas: 1. Generacion y depuracion de la base de datos
con 215 genomas completos anotados a partir de www.pseudomonas.com; 2. Busqueda de genes conservados
(“core genes”); 3. Analisis de calidad informativa de los genes y sus regiones; 4. Disefio de PRIMERS y
generacion de concatenados para un andlisis multilocus de secuencia (MLSA).

Resultados: Para definir los CORE GENES se establecieron los siguientes requisitos: 1. Que los genes posean
un alto grado de similitud a nivel de secuencia y un porcentaje de identidad mayor a 60%; 2. Ser genes de
simple copia. En base a esto se encontraron 52 CORE GENES en nuestra base de datos. Para analizar su calidad
informativa se generaron fragmentos de 1000pb con corrimientos de 50pb sobre cada gen. Por cada fragmento
se realizd una Correlacién de matrices de Mantel, Correlacion de topologias de arboles de distancias de
Robinson-Foulds y Correlacion de topologias de clister. Se generd un ranking comparando la distancia
euclidiana en cuatro dimensiones de cada valor de correlacion contra el valor de correlacién de un concatenado
de los 52 genes conservados (MLSA52) y contra un analisis del indice de nucledtidos promedio (ANI) de cada
genoma correspondiente. Una vez obtenidos los fragmentos con mejor score (menor distancia contra MLSA52 y
ANI) se disefiaron PRIMERS para amplificar dichas secuencias IN SILICO. Finalmente se generaron todos los
posibles concatenados de a tres amplicones y se repitié la comparacion de sus valores de correlacion contra
MLSAS52 y ANI.

Conclusiones: Los concatenados compuestos por amplicones de los genes SPOVR (proteina conservada no
caracterizada), PEPN (aminopeptidasa N), GLTB(subunidad mayor de glutamato sintasa) y UVRA (subunidad A
de excinucleasa ABS) presentan los mejores scores postuldndose como los ideales para una asignacion
filogenética robusta de especies dentro del género PSEUDOMONAS.
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0552 - EXIGUOBACTERIUM SP. S56A: PROMOTORA DE CRECIMIENTO VEGETAL Y
POTENCIAL AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO

NIEVA MURATORE, Luciana | SANTOS, Ana Paula | FARfAS, Maria Eugenia | BELFIORE, Carolina
PROIMI

Introducciéon y Objetivos: EI hongo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid es un patdgeno expandido
mundialmente, con mas de 500 especies de plantas hospedantes. Infecta, entre otros hospedantes de
importancia agricola, al sorgo, algodén, mani y soja causando en esta ultima, la enfermedad conocida como
“podredumbre carbonosa”. Esta enfermedad se la observa todos los afios en las zonas sojeras de la Argentina,
con una incidencia y severidad relacionadas directamente a periodos de estrés hidrico y térmico. El patégeno
infecta tanto plantas jovenes como adultas, produciendo en tallos y raices; al principio lesiones negras y
posteriormente manchas extensas de color gris blanquecino, en donde se localizan las estructuras reproductivas
del patdgeno (esclerocios y picnidios).
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Materiales y Métodos: Se realizaron pruebas bioquimicas siguiendo protocolos descriptos en la bibliografia y
pruebas de antagonismo frente a Macrophomina phaseolina mediante el Método de cultivo Dual. La microscopia
electrénica se llevd a cabo en el CISME - CONICET

Resultados: Los resultados mostraron que nuestro aislamiento es capaz de inhibir a las tres cepas
de Macrophomina phaseolina evaluadas, en un 25% aproximadamente. Se pudo observar que es capaz de
producir sustancias con efecto antibidtico difusibles pero no volatiles. Observaciones con microscopia
electrénica muestra el dafio ocasionado en las hifas de las cepas ensayadas. Por otro lado, los métodos
cualitativos realizados demostraron que Exiguobacterium sp. S56a produce enzimas degradadoras de la pared
celular de hongos como glucanasas y proteasas. Ademas resultd productora de sideréforos y catalasa, aunque
resulté negativa para la produccién de HCN y acidos organicos. Exiguobacterium es capaz de fijar nitrogeno,
solubilizar fésforo, producir catalasa y acido indol acético. Las semillas inoculadas disminuyen el tiempo de
germinacién comparadas con las semillas control (sin inocular).

Conclusiones: Estos resultados alientan a continuar estudiando el uso de Exiguobacterium como alternativa
para la formulacién de un bioinoculante.
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0569 - INOCULANTES MICROBIANOS: MARCAJE GENICO DE UNA CEPA COMERCIAL
BASADA EN PSEUDOMONAS SP. 1008 PARA ANALIZAR SU PERMANENCIA EN MUESTRAS
DE SUELO

MORELLATO, Agustin Ezequiel ! | WALL, Luis? | AGARAS, Betina?
UNIVERSIDAD NACIONAL DE QUILMES !; UNIVERSIDAD NACIONAL DE QUILMES - CONICET 2

Introduccioén y Objetivos: Los efectos benéficos de los inoculantes microbianos probioticos sobre plantas son
conocidos, pero aun no se ha estudiado en detalle sus dinamicas de crecimiento, persistencia y efectos
microambientales en el suelo. El inoculante Rizofos® (Rizobacter Argentina S.A.) estd basado en la
cepa Pseudomonas sp. 1008 y se comercializa para favorecer la disponibilidad de fésforo en gramineas. Con
este producto como modelo, nos propusimos obtener una variante marcada y caracterizarla fenotipicamente
para realizar ensayos en invernaculo y analizar su trazabilidad en distintas porciones del sistema suelo-raiz.

Materiales y Métodos: En la caracterizacion fenotipica, se cuantificaron in vitro la produccién de fosfolipasas
(agar yema de huevo, AYH), exoproteasas (agar leche, AL) y la solubilizacion de fosfatos inorganicos (agar
NBRIP), y se evalud la producciéon de acido cianhidrico (HCN) y la susceptibilidad a los antibiéticos kanamicina,
gentamicina y cloranfenicol. La variante marcada (1008-VM) se obtuvo por conjugacién tetraparental
(Lambertsen et al. 2004, doi: 10.1111/j.1462-2920.2004.00605.x), incorporando un cassette que expresa la
proteina fluorescente YFP y resistencias a estreptomicina (Str) y kanamicina (Km). Se realizd6 un ensayo en
invernaculo en macetas de 1l con mezcla suelo:perlita, plantas de trigo y 1 mes de duracién. Los tratamientos
fueron 4: A) trigo sin inoculacion; B) trigo inoculado en semilla; C) trigo inoculado en sustrato; D) sin planta,
sustrato inoculado. El seguimiento de 1008-VM en las muestras de raices, suelo rizosférico (SR) y suelo libre
(SL) se hizo mediante recuentos en placa en medio selectivo Gould’s S1 con Str!00 y Km®0. Ademas, se
observé al microscopio de fluorescencia el patron de colonizacidén sobre las raices. El efecto sobre el desarrollo
vegetal (PGP) se evalubé midiendo biomasa radical y aérea y altura.

Resultados: La cepa comercial expuso gran capacidad para solubilizar fosfatotricalcico, como se esperaba,
pero ademas se observaron altas actividades relativas en AL y AYH, las cuales estan relacionados con el
biocontrol en otras Pseudomonas (Sacherer et al. 1994, doi: 10.1111/j.1574-6968.1994.tb06694.x). El fenotipo
de 1008-VM fue idéntico al salvaje y la insercidon fue estable, representando un buen modelo para el ensayo en
invernaculo. En éste, se observd que en los tratamientos B y C la colonizacion radical fue alta (con titulos entre
107-108 UFC/gr de muestras R). Sin embargo, en las muestras SL y SR, la variante marcada fue observada sélo
en el tratamiento C. En conjunto, ésto sugiere la existencia de un comportamiento direccional no descripto
hasta ahora: estas bacterias podrian desplazarse desde el sustrato hacia la raiz, pero no podrian colonizar el SL
partiendo desde la superficie radical. Esto también indicaria que si se inocula en semilla, el efecto
microambiental residual seria minimo. Ademas, los titulos obtenidos en SL fueron 2 érdenes de magnitud
menores en D respecto de C, sugiriendo que la planta también tiene un efecto sobre la supervivencia de la
bacteria en el SL circundante. Los efectos PGP acompafiaron las tendencias de colonizacién radical. Por
microscopia de fluorescencia, se observaron dos patrones de colonizacion en superficie radical: difuso o en
forma de corddn, segun si la inoculacién habia sido en sustrato o en semilla, respectivamente, sugiriendo que la
dindamica de colonizacion seria distinta en cada caso.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que el comportamiento de Rizofos® en el suelo varia segun la
metodologia de la inoculacion.
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