<

UNIVERSIDAD NACIONAL
de MAR DEL PLATA

Facultad Ciencias Exactas y Naturales

Formacion de biopelicula por Azospirillum
brasilense: regulacion por 6xido nitricoy
auxinas, e interaccion con Pseudomonas

protegens.

Tesis para optar por el titulo de Doctor en Ciencias,
Area Biologia

2017

Licenciada: Florencia Salcedo
Directora: Dra. Cecilia Creus

Co-director: Dr. Lorenzo Lamattina



Agradecimientos

Quisiera expresar mi profundo agradecimiento a todos aquellos que de alguna u otra
manera aportaron a la realizacién de esta Tesis;

A Cecilia por todo el aprendizaje, la confianza y la paciencia.
A Lorenzo por sus valiosos aportes.

A todos mis compafieros de laboratorio: Silvia Alicia, Mabel, Alejandra, Guille, Luciana,
Melina, Cintia, Andrés y Paula. Gracias por sus aportes y discusiones, por los mates, las
risas y por el aguante.

Al laboratorio de Biotecnologia y todos sus integrantes por su colaboracién para la
realizacion de esta tesis.

A “los chicos del cole” por hacer los viajes mas divertidos.
A mi familia.

A Miguel y Nicolasa.

A mis amigos todos.

A la Universidad Nacional de Mar del Plata, a INTA-Balcarce y al CONICET por haber
posibilitado el desarrollo de esta tesis.

Para Anika, Lucia y Emma,

junto a ellas lo cotidiano se vuelve magico...



indice de contenidos

RESUIMEN ... e 1
GlOSArio de abreViaturas ....o.ueee ittt e s st e e e s st e e s ssabeeeeseaee 5
INtroduCCion ENEral............oooiiiiii e e e e araes 7
1. La rizésfera y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal ..........ccccvvveeeeeeeeeicnnnns 8
2. EL ENEIO AZOSPIlIlIUM .......ccoeeneeeieeeeee ettt e e e aa e st e e e s araeae s 9

2.1. Mecanismos de accién de Azospirillum en la promocién del crecimiento vegetal... 10

2.2. Interaccién de Azospirillum con 1as plantas........cccccvveeieiiieee e, 11
2.3. Interaccién de Azospirillum con otros microorganismos de la rizésfera................... 12
3. FOrmacion de biopeliCUla.......cccuvvvveeiiii it e et e e 13
3.1. Formacion de biopelicula frente a condiciones de estrés.........cccccceeeeeevecciiveeeeeenenn. 14
Planteo del problema ... s 15
Hipotesis de trabajo............cooiiiiiiiiiniiiie e s 16

Capitulo 1: Analisis de la formacion de biopelicula en A. brasilense y su regulacion por

OXIdO NILFICO Y QUXINAS ...ttt e e e e e e e e tea e e e s ar e e e e ennaaeeaean 17
INtrOdUCCION Y ODJETIVOS cooeiieeiiiieeiee ettt e e e e eesebr e e e e e e e e seansbaaeeeseeesennnnnnes 18
MaAtEriales Y IMEBTOUOS. . .eeiii i ittt e et e e e e e e e e s sttbbeeeeeeeeesesabrsaeeeeeeeeesennnes 27
2T U] - o [o 1P PPPRSPPPPRN 34
B 1Ty o{UE] Lo Yo PSPPI 53

Capitulo 2: Formacidn de biopelicula por A. brasilense en condiciones de estrés salino,

participacion del 0xido NItrico y QUXINAS ............ccoeiiiiiiiiiice e 63
INtrOdUCCION Y ODJEEIVOS covieiieiciiiieiiei ettt e e e e et e e e e e e e seabbbaareeseeesesnnssnes 64
MaAtErialES Y METOUOS . .ueeiiiiiiieitieeeee et e e e e e e e e e s ebb b e e e e e eeeseasbbaaeeeseeeeesnnssnes 68
RESUITAAOS ...ttt et st e st e e st e e e e abe e e s b e e e saneesnnneenane 70
DISCUSION ...ttt et e et e st e e e bt e e s abe e e s b e e e sabe e e sabeeesabe e e e bt e e aabeeennneeea 75

Capitulo 3: Estudio de la interaccion entre A. brasilense y P. protegens en la formacion

de biopelicula MiXta............ccooiii e e 80
INErodUCCION Y ODBJETIVOS ...vviiiieiiiiee ettt e e e e et e e e e are e e e e s nae e e e earaeeeeennns 81
MaAtEriales Y METOUOS . ..ceiiiiieiiitiieeee et e e e e e e e e e e s bbb e e e e e e eeesesassrsaeeeeeeseesasenes 87



X U1 =T Lo LSRN 93

B TR olU [ o USSR P PR PRUPRRPRPRN 106
Conclusiones generales, aportes y perspectivas ...........cccccevvvvieeeinciieeeeniieeeessieee e 114
LAY 112 o LTI 121
Bibliografia ... e e e e e e e e e e e s eanees 127

Indice de Figuras y Tablas
Capitulo 1

Figura 1.1: Formacidn de biopelicula de acuerdo al modelo de desarrollo ....................... 19
Figura 1.2: Informacién general de las diferentes vias para sintetizar AlA en bacteria......24
Figura 1.3: Crecimiento estatico de A. brasilense Sp245, Faj009 y Fajl64..........ccccvvvvenennen. 35

Figura 1.4: Unidades formadoras de colonias de A. brasilense alos 2, 5y 11 dias de
(ol =Tol (4 a 11T g} oI T =Y ole O U PTRTRR 35

Figura 1.5: Formacion de biopelicula en A. brasilense Sp245 y mutantes isogénicas
FJOOD Y FAJLO4 1. eeee e eee s seeeeesee e eeseseeseeeeeesteeeeeeaeeseseseeseeseeeneeseessaeseeseseeerenns 36

Figura 1.6: Concentracién de auxinas en la biopelicula de A. brasilense Sp245, Faj009 y

Figura 1.7: Crecimiento estatico, formacién de biopelicula y contenido de AIA

en Sp245 y sus mutantes Fajo09 y Faj164 en medio Nfb amonio........cccceeeeeieciicciccienn, 40
Figura 1.8: Efecto del agregado exdgeno de SNP y AlA sobre la formacion

de biopelicula €N A. DIASIHENSE ........ccooeceeeeeeeeeeeeeecectee ettt e e e e e stsreea e e e e e e e s snses 41
Figura 1.9: Efecto del agregado exdgeno de SNP y AlA sobre la formacion de biopelicula
@ AL BIASIIENSE. ...t 43
Figura 1.10: Efecto del agregado exégeno de SNP y AlA sobre la produccién de nitrito en
AL DIASIENSE....c....eeeeeee ettt et 45
Figura 1.11: Producciéon de NO por A. brasilense Sp245 y Fajo09 cuantificada

L [0 ToY g Y 0 V=X A Tor= 10 0 T=Y o} o <IN 46



Figura 1.12: Efecto del agregado de SNP sobre el contenido de AIA en las biopelicula.....47
Figura 1.13: Efecto del agregado de cPTIO sobre la regulacién de ppdCegfp ................... 48

Figura 1.14: Efecto del agregado de AIA sobre la expresidn de genes involucrados en el

metabolismo del NO €n A. Brasilense .............c.cooueeeveeeiiiieniiieeiieseeeee e 49
Figura 1.15: Efecto del agregado de auxina exdgena sobre la biopelicula madura ........... 50
Figura 1.16: Formacion de biopeliculas sobre raices de plantulas de tomate ................... 51
Tabla 1.1: Produccidn de nitrito en la biopelicula de A. brasilense..............cccccevevevveennn. 38
Capitulo 2

Figura 2.1: Crecimiento de A. brasilense en distintas concentraciones de NaCl................ 69

Figura 2.2: Crecimiento estatico y formacién de biopelicula de A. brasilense en
condiciones de SaliNidad.........cocueeiiiiiieie s 70
Figura 2.3: Produccidn de nitrito en la biopelicula de A. brasilense en condiciones de
SANNIAA ... s s s 71

Figura 2.4: Concentracién de auxinas en la biopelicula de A. brasilense Sp245, Fajo09 y

Faj164 en condiciones de salinidad.........cooocuiiieiiiiiiiic e 72
Capitulo 3
Figura 3.1: Regresion lineal entre valores de fluorescencia y UFC.ml™ .....oovveeeevevvreeennnn. 88

Figura 3.2: Crecimiento estatico de cultivos simples o mixtos de A. brasilense Sp245 vy P.
Protegens CHAD ......uuiiiii ettt e s e e e et ettt s s e e e e eeaatbb e s e eeeeeeaassaaanseseasanes 92
Figura 3.3: Efecto de distintas concentraciones de A. brasilense sobre el crecimiento en
cultivos mixtos de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO...........ccccvvvvveeeeeeeeeicciinrreeeeeenn, 94
Figura 3.4: Formacidn de biopelicula simples y mixtas de A. brasilense Sp245 vy P.
ProtegenNs CHAD ......uiieiiieieeiiiiee ettt e e ettt es s s e e e e e eebsseseseeeseaessssssssseseseessssnnsnsseserenns 95
Figura 3.5: Andlisis de la estructura de las biopeliculas simples o mixtas de

A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO mediante microscopia confocal ....................... 98

Figura 3.6: Crecimiento en placa de A. brasilense Sp245 y P. protegenes CHAO............. 100



Figura 3.7: Analisis de la colonizacién de raices de tomate co-inoculadas con A. brasilense
Y P PIOTEGENS ...ttt et ettt ettt et et s et sea et aas et seae s st sbesbanbas et sea st st et nnaben s 102
Figura 3.8: Aspecto morfoldgico de plantulas de tomate luego de la inoculacién simple o
co inoculacidn con A. brasilense Y P. ProtegeNs......... . ieeevereveiereieieree s esessssss s sesesssnns 103
Esquema del dispositivo experimental utilizado para los ensayos de microscopia

CONTOCAN ettt e et e ee et e et e et et et eueeeeseeaea et e ensesseeees et ensaneseeseeaesaea e sensensnneeseeseneseesenen 89

Conclusiones, aportes y perspectivas
Esquema de la formacién de biopelicula y colonizacién de la raiz por A. brasilense y P.

PLOTEGENS ...t ettt ettt e st e st e s s ee e s ees sanees sate e sseesanes sennes assees saneenne enneesenneent 115



Resumen

Azospirillum spp. es uno de los géneros mas representativo del grupo de las rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal.

Diversos factores afectan la colonizaciéon de la raiz y la promocion del crecimiento
por parte de Azospirillum, entre ellos: la capacidad de formar una biopelicula estable
sobre la raiz, la interaccién y competencia con otros microorganismos de la rizosfera y la
presencia de factores ambientales estresantes que alteren la actividad y supervivencia de
la bacteria en la rizosfera.

En esta tesis, se abordd el estudio de la regulacion de la formacién de biopelicula
por dos moléculas seial que produce A. brasilense Sp245: 6xido nitrico (NO) y auxinas
(AlA). Ademads se investigd la capacidad de esta bacteria de formar biopelicula en
condiciones de estrés salino. Por ultimo, se estudié el efecto de la interaccién con otro
microorganismo habitante de la rizosfera como Pseudomonas protegens sobre el
crecimiento y la formacién de biopeliculas de Azospirillum.

Para estudiar la participacidon del NO y el AIA en la formacién de biopelicula se
utilizaron mutantes isogénicas de Sp245; Fajl64 deficiente en la produccién de NO y
Fajo09 disminuida en la sintesis de AIA. Ademas se analizd la produccién de NO vy el
contenido de AIA en la biopelicula, asi como el efecto del agregado exégeno de dadores
de NO y de auxina sintética. Asimismo, se determiné el efecto del agregado de cloruro de
sodio sobre la formacién de biopelicula, la produccién de NO y auxinas. Por otra parte, la
interaccion en el crecimiento estatico y la formacién de biopelicula entre A. brasilense
Sp245 y P. protegens CHAO se abordd mediante microscopia confocal y ensayos en placa
de Petri.

Los resultados indicaron que el NO participa en la formacién de biopelicula en A.
brasilense, no asi las auxinas. En contraste, el agregado de auxina exdgena provocd una
disminucién en la produccién de NO y en la formacidn de biopelicula, mientras que la
adicion de NO disminuyd el contenido de AIA en la biopelicula. Por otra parte, el estrés

salino indujo la formacién de biopelicula independientemente de la produccién de NO. Los



estudios de interaccidn entre A. brasilense y P. protegens mostraron que el crecimiento
estatico de ambas cepas fue mayor cuando crecieron co-cultivadas, mostrando un efecto
cooperativo. Asimismo, las imdgenes de microscopia confocal revelaron la formacién de
biopeliculas mixtas estructuradas, ubicandose Sp245 principalmente en el fondo y CHAO
hacia la superficie de la biopelicula. Los ensayos de interaccion en placa de Petri
mostraron que A. brasilense presentd un fenotipo de colonia pequefia en presencia de un
césped de P. protegens.

En conclusion, el NO modula la formacién de biopelicula en Azospirillum y no las
auxinas. Existe una regulacién cruzada entre AIA y NO evidenciada por un requerimiento
de NO para la formacién de biopelicula en Azospirillum y una dispersion de la misma por
AlA. La salinidad induce mayor formacién de biopelicula.

Por otra parte, los resultados revelan una interaccion cooperativa entre A.
brasilense y P. protegens, en la que ambas cepas aumentaron su crecimiento estatico y
formaron biopeliculas mixtas con una distribucion especie-especifica. Asimismo, los
cambios en el fenotipo de la colonia de Sp245 sugieren una comunicacion activa entre

estas dos cepas.



Abstract

Azospirillum spp. is one of the most representative genera of plant growth
promoting rhizobacteria.

Several factors affect root colonization and plant growth promotion by
Azospirillum. Among them the ability to form biofilm on roots, the interaction with other
important inhabitants of the rhizosphere and the occurrence of environmental stressing
factors altering its survivor in the rhizosphere.

The regulation of biofilm formation by the two signals molecules produced by A.
brasilense Sp245, auxin (IAA) and nitric oxide (NO), was studied. In addition, the capability
of the bacteria to form biofilm in salt conditions was investigated. Finally, the growth and
biofilm formation of A. brasilense Sp245 when is co-cultivated with Pseudomonas
protegens, a natural inhabitant of the rhizosphere, were studied.

Isogenic mutant strains of Sp245 impaired in auxin synthesis (Fajo09 strain) and in
NO production (Faj164 strain) were chosen as a genetic model to distinguish between IAA
and NO regulations. IAA and NO production by the biofilm were analyzed. In addition the
effect of exogenously added IAA and NO donors on biofilm formation and dispersion were
analyzed. The interaction between A. brasilense Sp245 and P. protegens CHAO was
analyzed by confocal microscopy of mixed biofilms and by growth compatibility assays in
Petri dishes.

Results indicated that NO participates in the regulation of biofilm formation but
not IAA, which produced A. brasilense biofilm dispersion. The exogenous addition of
synthetic AIA decreased NO production and biofilm formation, while NO donors reduced
biofilm’s AIA content. On the other hand, saline stress produced higher biofilm formation
independent of the level of NO production. When co-cultived A. brasilense and P.
protegens were capable to form structured biofilms with a specie-specific distribution
within it. Both strains statically grew better when co-cultivated indicating a cooperative
effect.

In conclusion, biofilm formation by Azospirillum is modulated by NO but no by IAA.

Moreover, it was also possible to establish a crosstalk between auxin and NO. The salt
3



stress induced higher biofilm formation. When co-cultivated with P. protegens, mixed
biofilms were structured in a specie specific way and phenotypic changes in plate assays

suggested an active communication between both strains.



Glosario de abreviaturas

° ul: microlitro

. KUM: micromolar

° ARC: Agar Rojo Congo

° ADN: acido desoxirribonucleico

° AlA: acido-3-indol acético

° AMPc: adenosin monofosfato ciclico

° ARN: acido ribonucleico

° cPTIO: (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazol-1-oxil-3-oxido de potasio)
. CV: cristal violeta

. DGC: diguanilato ciclasa

° di-GMPc: 3’5 ‘-di-guanosin-monofosfato-ciclico

° DOxxxnm: densidad optica XXX nandmetros

. eGFP: enhanced green fluorescent protein

° EPS: exopolisacaridos

° E. coli: Escherichia coli

° Fajo09: cepa mutante nula en el gen ipdC de Azospirillum brasilense Sp245
° Faj164: cepa mutante nula en el gen Nap de Azospirillum brasilense Sp245
. FBN: fijacidn bioldgica de nitrégeno

° FDE: fosfodiesterasas

° Fe: hierro

) FeCls: Tricloruro férrico

° g: gramo

. GSNO: S-nitrosoglutatién

. HCI: acido clorhidrico

° HSO,: acido sulfurico

° Kl: ioduro de potasio

° KNOs: nitrato de potasio

. LB: medio de cultivo Luria-Bertani

° min: minutos

. ml: mililitro

° mM: milimolar

° N: nitrégeno

. NaCl: cloruro de sodio

. Nap: nitrato reductasa periplasmica

° Nfb: medio de cultivo libre de nitrégeno

. NNF: medio de cultivo Nfb suplementado con nitrato y hierro

. NH4Cl: cloruro de amonio



nm: nanémetros

NO/NO - : éxido nitrico

NO2Na: nitrito de sodio

OAB: medio de cultivo Okon Albrecht Burris
OC: grados centigrados

P: fosforo

PAS: dominio estructural que se encuentra presente en muchas proteinas
involucradas en sefalizacién

PGPR: plant growth promoting rhizobacteria
pH: potencial hidrégeno

PHB: polihidroxibutirato

PPDC: fenil piruvato descarboxilasa

QS: quérum sensing

rpm: revoluciones por minuto

SNP: nitroprusiato de sodio

Sp245: cepa salvaje de Azospirillum brasilense
Trp: triptéfano

UFC: unidades formadoras de colonias

% v/v: porcentaje volumen en volumen
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1. La rizosfera y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal

La rizésfera es el drea del suelo influenciada por las raices de las plantas y se
caracteriza por presentar una alta concentracién de nutrientes debido principalmente a la
presencia de exudados y deposiciones radicales (Bais et al. 2006; Somers et al. 2008). En
ella se desarrollan y son activas una gran diversidad de comunidades microbianas
(Vacheron et al. 2014; Van Loon 2007). Se denomina microbioma de la rizésfera a la
comunidad microbiana asociada a las raices, y su composicion es diferente de las
comunidades microbianas de suelo circundante (Chaparro et al. 2013). Muchos miembros
de esta comunidad no tienen efecto sobre las plantas, sin embargo, algunos ejercen
efectos deletéreos y otros, benéficos. Aquellos que afectan adversamente el crecimiento y
la salud de la planta incluyen hongos patégenos, oomycetes, bacterias, virus y nematodos,
mientras que dentro de los microorganismos benéficos se incluyen las endo y ecto
micorrizas, ciertos hongos y bacterias (Raaijmakers et al. 2009). Las bacterias del suelo
capaces de colonizar la superficie del sistema radical (y a veces los tejidos internos) y que
estimulan el crecimiento y mejoran la salud de la planta se denominan rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal, PGPR, por sus siglas en ingles: Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (Barea et al. 2005; Couillerot et al. 2009; Vacheron et al. 2014).

Dentro las PGPR, podemos encontrar las que directamente promueven el
crecimiento de la planta por medio de la secrecion de fitohormonas como auxinas,
giberellinas y citoquininas, o facilitando la disponibilidad de nutrientes, a través de la
fijacion bioldgica de nitrégeno, o la solubilizacion de fosfatos (Spaepen et al. 2009b). Otras
PGPR ejercen indirectamente su efecto, que principalmente esta asociado con la
reduccion de dafios causados por patdgenos. Estos microorganismos también llamados
agentes de control bioldgico, pueden actuar sobre el patdégeno a través de la produccion
de antibidticos, depletando de Fe el medio por la sintesis de sideréforos, o inducir la
resistencia sistémica de la planta (Helman et al. 2011; Spaepen et al. 2009b; Weller 2007).

Los efectos benéficos de las PGPR sobre las plantas son muy variados, entre los
mas conocidos se encuentran, el aumento de la superficie radical, de las tasas de

germinacioén y de crecimiento, de la tolerancia a estrés (tanto biético como abidtico), de la
8



resistencia a patdgenos. Todos estos efectos conllevan, a un incremento en el rendimiento
de los cultivos (Bashan y de-Bashan 2010; De-Bashan et al. 2007; Mercado-Blanco 2015;
Nautiyal et al. 2013; Timmusk et al. 2014).

Entre los géneros mas conocidos de PGPR se encuentran; Azospirillum,
Acetobacter, Azotobacter, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella,
Burkholderia, Serratia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Azoarcus, Arthrobacter,
Rhizobium, Bradyrhizobium. (Bashan y de-Bashan 2010; Bloemberg y Lugtenberg 2001;
Drogue et al. 2014; Okon et al. 2015; Spaepen et al. 2009b).

2. El género Azospirillum

Azospirillum spp es uno de los géneros mas representativo del grupo de las PGPR
(Bashan y de-Bashan 2010). Desde su re-descubrimiento a mediados de la década del 70
por Johana Ddbereiner, y su definicidon como bacteria promotora del crecimiento vegetal
(Dbbereiner y Day 1976), Azospirillum se ha convertido en la PGPR de vida libre mas
estudiada, y es modelo de investigacién en fisiologia, ecologia y genética molecular de
bacterias rizosféricas asociadas a las plantas (Bashan et al. 2004; De-Bashan et al. 2007).
Durante las décadas de los ‘80 y ‘90 se realizaron ensayos de inoculacion con Azospirillum
en varios paises, incluyendo Israel, Francia, Bélgica, Argentina, Uruguay, Méjico vy
Sudafrica. Los resultados de estos ensayos fueron analizados en sendas reuniones
internacionales (Okon and Labandera-Gonzalez 1994, Dobbelaere et al. 2001), arribando a
la conclusidon que la inoculacién con Azospirillum resulta en aumentos significativos del
rendimiento de los cultivos en magnitudes del orden de 5-30% por sobre los controles,
con una eficiencia del 60-70%. Debido a esto, ha sido aplicada directamente en la
agricultura, desarrollandose y comercializdndose inoculantes en paises como Argentina
Méjico, India, Italia, Francia y otros (Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia 2009).

El género Azospirillum pertenece a la subclase alfa de las proteobacterias, Gram
negativa, fijadoras de nitrégeno de vida libre, microaeréfilas, méviles con un Unico flagelo
polar (Bashan et al. 2004; Okon y Labandera-Gonzalez 1994). Las cepas de Azospirillun han

sido aisladas de la rizdsfera de diversos pastos tropicales, de filosfera y de raices de
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numerosas gramineas (silvestres y cultivadas), de cereales y de plantas de diversas
familias de climas tropicales, subtropicales, templados y articos (De-Bashan et al. 2007).
Hasta el momento se han descripto 18 especies de  Azospirillum

(http://www.bacterio.net.).

2.1. Mecanismos de accidon de Azospirillum en la promocion del crecimiento

vegetal
Al comienzo de las investigaciones, el efecto de promocién del crecimiento vegetal

fue atribuido a la capacidad de Azospirillum de fijar nitrégeno atmosférico. En la
actualidad, se han descripto numerosos mecanismos por los cuales Azospirillum puede
promover el crecimiento vegetal. La capacidad de producir fitohormonas como auxinas,
giberelinas y citoquininas es una de las caracteristicas mdas importantes para la induccién
de cambios en la morfologia radical (Somers et al. 2008). Mas recientemente se ha
descripto la produccién de oxido nitrico (NO) por parte de esta bacteria (Creus et al.
2005), esta molécula sefial seria necesaria para la formacion de las raices laterales y
adventicias (Molina-Favero et al. 2008).

Otros mecanismos descriptos para explicar los efectos de Azospirillum sobre las
plantas, son la induccion de cambios en la fisiologia de la planta como el incremento en la
tasa de respiracion celular (Sarig et al. 1992), cambios en la pared celular (Pereyra et al.
2010), incremento de la movilizacidn y absorcion de iones como fosfatos, nitratos, potasio
(Bashan et al. 1990). Ademads, se ha comprobado que Azospirillum es capaz de mitigar el
estrés ambiental al cual esta sometida la planta, como el estrés hidrico (Sarig et al. 1990),
salino (Bacilio et al. 2004; Casanovas et al. 2003; Creus et al. 1997) y estrés por toxicidad
de metales pesados (Belimov y Dietz 2000). Si bien no se ha definido un mecanismo
principal por medio del cual Azospirillum promueve el crecimiento vegetal, se ha
propuesto la “hipdtesis aditiva”, que supone la accion simultdnea de todos los
mecanismos mencionados previamente para ejercer la promocion del crecimiento (De-

Bashan et al. 2007). Hay que destacar que estos mecanismos pueden variar de acuerdo a
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la especie vegetal, la cepa de Azospirillum sp. y las condiciones medioambientales en la

cual ocurre la interaccién planta-bacteria (Bashan y de-Bashan 2010).

2.2. Interaccion de Azospirillum con las plantas

Para que se establezca la asociacién planta-bacteria, un evento preliminar y
decisivo es el contacto de la bacteria con la superficie de la raiz, el cual ocurre cuando las
bacterias méviles migran hacia el sustrato. En el caso especifico de Azospirillum, estas
bacterias son atraidas a la raiz por una gran variedad de quimio-atrayentes, exudados por
la raiz, que pueden ser utilizados como fuente de carbono (Burdman et al. 2000). Ademas,
la baja concentracién de oxigeno tipica de la rizésfera es otro de los principales estimulos
que atrae a la bacteria hacia la raiz. Azospirillum tiene la capacidad de moverse en busca
de concentraciones optimas de oxigeno (aerotaxis) para la generacién de energia y la
fijacion de nitrogeno (Alexandre et al. 2000; Barak et al. 1982; Burdman et al. 2000). Una
vez que la rizobacteria ha sido atraida hacia la raiz tiene que establecerse y adherirse al
sistema radical para ejercer sus propiedades benéficas (Drogue et al. 2012). Entonces, la
colonizacién de la raiz es un proceso activo que involucra el crecimiento y establecimiento
de la bacteria sobre la raiz, y es afectado tanto por la planta huésped como por la
presencia de otros microorganismos del suelo (Kloepper 1996; Kloepper y Beauchamp
1992).

Azospirillum puede colonizar la endodermis y el cértex (la endorizosfera) o la
epidermis (el rizoplano) de la raiz. En esta ultima, las bacterias tienden a formar agregados
de unas pocas o unas decenas de células, aunque es posible encontrar también células
aisladas distribuidas a lo largo de la superficie radicular. Azospirillum se caracteriza por
colonizar la zona de elongacidn de la raiz y los pelos radicales (Assmus et al. 1995; Ramos
et al. 2002; Zhu et al. 2002). Se ha descripto un mayor nimero de bacterias colonizando la
superficie basal de la raiz que disminuye hacia la parte apical (Rothballer et al. 2003).
Algunas cepas pueden ser endodfitas, este es el caso de A. brasilense Sp245 que es capaz
de colonizar los espacios intercelulares (apoplasto) y los haces vasculares (Baldani et al.

1986; Rothballer et al. 2003).
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2.3. Interaccion de Azospirillum con otros microorganismos de la rizosfera

La capacidad de la PGPR para interactuar no sélo con la planta sino también con los
miembros de la comunidad microbiana del suelo es un factor clave para su supervivencia y
para que ejerza la promocion del crecimiento vegetal. Los estudios de interaccién de
Azospirillum con otros microorganismos se basan principalmente en el impacto ecoldgico
de la inoculacién con esta bacteria sobre los microorganismos residentes de la rizosfera y
el efecto de este inoculante sobre la planta (Couillerot et al. 2013). En estos estudios se ha
demostrado que la inoculacién con Azospirillum no afecta a las poblaciones microbianas
autoctonas (Baudoin et al. 2009; Lerner et al. 2006; Naiman et al. 2009; Russo et al. 2005).

Muchos de los microorganismos presentes en la rizdsfera tienen la capacidad de
sintetizar y liberar compuestos con actividad antimicrobiana que inhiben el crecimiento de
otros microorganismos, de esta forma, reducen la poblacidon patogénica para la planta.
Estos microorganismos biocontroladores también tienen la capacidad de colonizar la raiz
(Couillerot et al. 2009). Microorganismos del género Pseudomonas pertenecen a este
grupo y son capaces de producir metabolitos antifungicos, sideréforos y compuestos
antimicrobianos (Haas y Défago 2005). Estas bacterias no sélo presentan una gran
capacidad de proteccion de los cultivos mediante el biocontrol de diversos
microorganismos patégenos, sino que también fomentan el equilibrio y sanidad del suelo
con su potente capacidad solubilizadora de fésforo (Rodriguez y Fraga 1999).

En nuestro pais se ha generalizado el uso de inoculantes mixtos conteniendo
Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens, mezcladas en proporciones no
indicadas en marbete, ni de uso propuesto para cultivos especificos. El hecho de que
existan escasos estudios basicos acerca de la interaccidn entre estas dos bacterias, que
poseen caracteristicas fisiolégicas y culturales bien diferentes, no ha sido impedimento

para que estos productos ya estén disponibles en el mercado.
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3. Formacioén de biopelicula

La formacién de las biopeliculas es una estrategia de vida comun de las bacterias
en ambientes naturales. La biopelicula se define como una comunidad estructurada de
células microbianas compuesta por una o varias especies de microorganismos, adheridas a
una superficie, y embebidas en una matriz polimérica que incluye exopolisacaridos (EPS),
lipopolisacaridos (LPS), proteinas y ADN (Fujishige et al. 2006; Ramey et al. 2004).

Estas comunidades microbianas de estructura tridimensional, se pueden formar en
todos los ambientes colonizados por bacterias, tales como sustratos inertes sélidos en
contacto con la humedad, o sobre superficies de tejidos en organismos vivos. Las
biopeliculas le confieren a las bacterias tolerancia a condiciones ambientales adversas
como desecacion, escasez de nutrientes, temperaturas extremas, exposicion a luz UV,
como también resistencia a compuestos antibidticos (Barraud et al. 2015; Brooun et al.
2000; Davey y O'toole 2000; Rinaudi y Giordano 2010). Las biopeliculas pueden colonizar
diferentes tipos de superficies, bidticas o abidticas, causando un efecto benéfico o
perjudicial para el medio ambiente, la industria y la salud humana (Costerton et al. 1987).

Las propiedades de las biopeliculas pueden ser explotadas para el tratamiento de
aguas residuales (Nicolella et al. 2000), para la biorremediaciéon (Wu et al. 2015), o para
incrementar el efecto de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Rinaudi vy
Giordano 2010). De hecho en la rizésfera, muchas especies microbianas adoptan un estilo
de vida sésil para colonizar las raices (Rudrappa et al. 2008)

Estas bacterias interactuan fisicamente con la superficie para formar complejos
multicelulares, intra e interespecie, incluyendo biopeliculas y pequefios agregados
(Danhorn y Fuqua 2007). El proceso de formacién de agregados celulares y biopelicula es
de particular relevancia para la supervivencia de la bacteria y la colonizacién de la planta.
Una variedad de factores ambientales, genéticos y estructurales afectan la adhesién
celular, las interacciones célula-célula y por consiguiente la interaccién planta-bacteria
(Bogino et al. 2013).

Algunos componentes de la superficie de la bacteria, particularmente flagelos,

exopolisacaridos y lipopolisacaridos, en combinacion con la presencia de sefiales
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funcionales en la bacteria, son cruciales para el establecimiento de las biopeliculas
(Rinaudi y Giordano 2010).

Las bacterias en las biopeliculas actian en forma coordinada mediante la secrecion
de sefiales quimicas funcionales en procesos Quorum Sensing (QS). Estas moléculas suelen
estar relacionadas a la etapa inicial de formacién de la biopelicula, mediando la transicion
de las microcolonias a una biopelicula madura (Nadell et al. 2008). Otras moléculas
sefiales implicadas en la regulacion de la formacidn de las biopeliculas son: i) el segundo
mensajero, ubicuo en bacterias, 3’-5’-diguanilato monofosfato ciclico, (di-GMPc) (Plate y
Marletta 2012; Ramirez-Mata et al. 2016), ii) el NO (Arruebarrena Di Palma et al. 2013;
Barraud et al. 2006; Barraud et al. 2015), iii) las poliaminas (Ding et al. 2014; McGinnis et
al. 2009) y iv) las auxinas (Bianco et al. 2006). Por otro lado, compuestos antimicrobianos
producidos por otros microorganismos de la rizosfera, también pueden afectar la
formacién de biopeliculas (Combes-Meynet et al. 2011; Powers et al. 2015). De este
modo, tanto factores internos, como externos, pueden afectar la formacién y el

establecimiento de la biopelicula en una superficie.

3.1. Formacion de biopelicula frente a condiciones de estrés

La formacion de biopelicula es reconocida como una estrategia de supervivencia
microbiana que permite la resistencia a diferentes tipos de estrés ambiental, como falta
de nutrientes, presencia de metales pesados, luz UV, desecacién, agentes bactericidas y
bacteriostaticos, diferencias de temperatura y de pH (Loera Muro e al 2012). Esta
resistencia ha sido atribuida a distintos mecanismos que operan conjuntamente, que
incluyen barreras fisicas como la produccién de una matriz de EPS, quimicas como la
produccién y acumulacion de osmoprotectores; y a la activacién a una respuesta general a
estrés (Mah y O'Toole 2001; Qurashi y Sabri 2012). La formacién de biopelicula frente
condiciones de estrés es una caracteristica importante en las PGPR, ya que le confiere una
mayor capacidad para sobrevivir y asi entonces ejercer efectos benéficos en las plantas

frente a estas condiciones.
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Planteo del problema

La capacidad de Azospirillum de formar biopeliculas sobre raices y también sobre
superficies abidticas ha sido demostrada (Arruebarrena Di Palma et al. 2013; Assmus et al.
1995; Cerqueira 2015). Sin embargo hay pocos estudios acerca de los mecanismos que
regulan la formacion de la biopelicula en esta bacteria de interés agronédmico. En este
contexto, se ha descripto que el NO es necesario para la formacién de biopelicula en A.
brasilense (Arruebarrena Di Palma et al. 2013), pero no se ha implicado la molécula de AIA
en este proceso. Teniendo en cuenta que Azosprillum produce NO y AIA, y que estas
moléculas son reguladoras de los efectos positivos sobre el sistema de raices y que
ademds se han implicado, en forma separada, en el desarrollo de biopeliculas
(Arruebarrena Di Palma et al. 2013; Bianco et al. 2006), resulta de importancia estudiar la
regulacion por NO y AIA del desarrollo de biopeliculas durante la colonizacion de raices

por Azospirillum.

Argentina es el tercer pais en el mundo con dreas extensamente salinizadas
(Puchulu 2008). Una estrategia prometedora es el uso de inoculantes microbianos, que
pueden promover el crecimiento vegetal bajo condiciones de estrés abidtico (Boostani et
al. 2014; Egamberdieva y Lugtenberg 2014; Yang et al. 2009). Si bien ha sido demostrado
que la inoculacion Azospirillum mitiga los efectos del estrés salino en las plantas, se
desconocen los mecanismos que adopta esta bacteria para enfrentar dichas condiciones.
La formacion de biopelicula es un proceso clave para la colonizacion pero también una
estrategia de supervivencia frente a condiciones de estrés, entonces resulta de interés
estudiar si Azospirillum es capaz de formar biopelicula frente a condiciones de estrés salino

y si el AlAy el NO estan implicados en esta respuesta.

Mediante la combinacién de microorganismos PGPR con capacidades metabdlicas

diferentes, se puede esperar un efecto sinérgico o aditivo sobre la planta. Este efecto,
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obtenido de la combinaciéon de diferentes microorganismos benéficos, es importante para
mejorar consistentemente el rendimiento (Couillerot et al. 2013).

Las bases de la interaccién y formacién de biopeliculas mixtas entre diferentes
PGPR, y en particular entre Pseudomonas sp. y Azospirillum sp., es un campo de escasa
investigacion. No obstante a la falta de conocimiento en el tema, estas dos especies son
actualmente utilizadas en nuestro pais para la formulacidon de inoculantes mixtos de uso
agricola. Es necesario entonces estudiar las bases moleculares y fisiolégicas de Ia
interaccidon Pseudomonas-Azospirillum para lograr un conocimiento integral del proceso
gue sirva como guia para el disefio y formulacién de inoculantes mixtos mas eficientes.

Comprender como interactdan las PGPR en las biopeliculas mixtas posibilitaria la
generacién de inoculantes con alto impacto tecnolégico en la produccidn agropecuaria y

en la industria.

Hipdtesis de trabajo

En base a los antecedentes previamente expuestos, se plantearon las siguientes

hipétesis generales de trabajo:

1. “El 6xido nitrico y las auxinas participan conjuntamente en la regulacién de la
formacién de biopelicula de Azospirillum brasilense, siendo este proceso necesario

para la colonizacidn exitosa de la raiz.”

2. “Azospirillum brasilense forma biopelicula en respuesta a condiciones de salinidad

y el AlA y el NO participan conjuntamente en la regulacién de este proceso”.

3. “Azospirillum brasilense y Pseudomonas protegens son capaces de crecer en forma
conjunta y formar biopeliculas mixtas (in vitro y sobre raices) a través de una
comunicacidn activa entre estas dos bacterias que modula la interaccién inter-

especifica.”
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Capitulo 1

Andlisis de la formacion de
biopelicula en A. brasilense y su
regulacion por 6xido nitrico y auxinas
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Introduccion y objetivos
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Formacion de biopelicula

La formacién de la biopelicula se inicia cuando sefiales ambientales estimulan a
que células plancténicas se asienten y se establezcan como microcolonias sobre una
superficie (Fig. 1.1). En este proceso las bacterias pierden la movilidad, reprimen la sintesis
de flagelos, y producen abundantes EPS (Stoodley et al. 2002). Posteriormente, la
biopelicula comienza a desarrollase y forma una estructura vertical de espesor variable
con canales libres para el transporte de oxigeno, nutrientes y para la eliminacién de
desechos metabdlicos. Como consecuencia existen en la biopelicula distintos
microambientes con condiciones fisico-quimicas diferentes a las que las bacterias deben
adaptarse (Stoodley et al. 2002). El dltimo paso en el ciclo de vida de este tipo de
bacterias, es la dispersidén de la biopelicula. Nuevamente, cambios ambientales como la
baja disponibilidad de nutrientes, concentracién de oxigeno, estrés oxidativo o
acumulacién de desechos, disparan sefiales moleculares que causan la dispersion de la
biopelicula. En esta etapa, las células bacterianas se separan de la biopelicula volviendo al
estado planctdnico, para comenzar un nuevo ciclo de formacion de biopelicula

(McDougald et al. 2012).

A

ell-cell adhesio Maturation

Figura 1.1: Formacion de biopelicula de acuerdo al modelo de desarrollo. Imagen recuperada de la libreria
de imagenes CBE, Centro de Ingenieria de Biopeliculas, Universidad Estatal de Montana, USA.
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Senales moleculares que modulan la formacion de biopeliculas

El sistema de sefalizacion QS es un tipo de comunicacién que presentan las
bacterias para detectar la densidad de su poblacién. Esta comunicacién ocurre debido a la
produccion y secreciéon de moléculas sefiales especificas denominadas “autoinductores”.
Cuando la concentracion de la molécula sefial alcanza un determinado nivel umbral, se
dispara el mecanismo de deteccidon de quérum vy la célula bacteriana activa genes que
expresan funciones de manera cooperativa, favoreciendo la adaptacion de la bacteria al
entorno (Ramirez-Mata et al. 2014). Dependiendo del entorno especifico y de su estilo de
vida, las bacterias controlan de manera definida los fenotipos asociados a la densidad de
poblacién. Un ejemplo de esto lo constituyen los genes que participan en la formacién de
biopelicula en V. cholerae, los cuales se expresan a baja densidad de poblacién, mientras
gue en P. aeruginosa, estos genes se expresan en condiciones de alta densidad de

poblacién (revisado en Ramirez-Mata et al. (2014)).

Uno de los reguladores implicados en la formacién de biopeliculas mas estudiado
es el 3'5"-guanosin-monofosfato-ciclico (di-GMPc). El di-GMPc esta presente en casi todas
la bacterias y regula procesos tan variados como las transiciones en el desarrollo, el
comportamiento de agregacién, la adhesién, y la virulencia en patégenos de plantas y
animales, entre otros (Kalia et al. 2013; Ryan et al. 2006). En particular, un aumento en los
niveles intracelulares de di-GMPc resulta en la expresidn de los factores necesarios para la
formacion de la biopelicula e inhibe la sintesis flagelar y la movilidad, mientras que una
disminucién en los niveles de esta molécula promueve la dispersion de la biopelicula y la
virulencia. Los niveles de di-GMPc estan regulados por actividades opuestas de
diguanilato(s) ciclasa(s) (DGC) que lo sintetizan, y de fosfodiesterasas (FDE) que lo

degradan (Paul et al. 2010; Ryan et al. 2006).

Otra molécula sefial involucrada en la regulacién de la formacién de la biopelicula

es el NO (Barraud et al. 2006; Schmidt et al. 2004). El NO es una molécula gaseosa,
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lipofilica, que actia como molécula de seializacién en mamiferos, plantas y
microorganismos (Cohen et al. 2010; Schmidt y Walter 1994).

En organismos procariotas, el NO participa en numerosos procesos que van desde
la regulacidon de la via de desnitrificacién (Zumft 2002), la respuesta al estrés oxidativo
(Cruz-Ramos et al. 2002), la respuesta a estrés por UV (Patel et al. 2009) y los procesos de
colonizacién (Cohen y Yamasaki 2003; Wang et al. 2010), entre otros.

El NO como molécula sefal en la biopelicula, tiene una participacién dual, ya que
puede intervenir en la formacidn o bien en la dispersiéon de la misma, dependiendo del
estilo de vida de la bacteria y de la concentracion fisioldgica acumulada dentro de la célula
(Barraud et al. 2006; Barraud et al. 2015; Plate y Marletta 2012). El mecanismo por el cual
el NO ejerce efecto sobre la formacién o dispersidn de las biopeliculas ha sido en parte
dilucidado en los ultimos afios. Se ha reportado que el NO interactia con dominios
receptores del tipo PAS o H-NOX (hemo NO/oxigeno) los cuales estan unidos a dominios
GGDEF o EAL/HD-GYP regulando la actividad de éstos y por lo tanto alterando la
concentracion celular de di-GMPc. En este sentido el NO actia como promotor de la
formacion de la biopelicula o de su desensamblado, dependiendo de qué clase de
actividad (DGC o FDE) regule en cada sistema (Barraud et al. 2015; Barraud et al. 2009).

La influencia del AIA en la formacién de biopeliculas ha sido escasamente
investigada. Sin embargo algunos estudios han demostrado que el AIA puede disparar en
bacterias, tanto la formacién como la dispersidon de la biopelicula. En este sentido, Bianco
et al. (2006) demostré que cultivos de E. coli tratadas con AIA incrementaban la
produccién de LPS, EPS y la formacién de biopelicula, lo que llevé a esta bacteria a
aumentar la tolerancia al estrés. En Rhizobium etli se reportd que la adicion de AlA regula
los genes involucrados en la movilidad y adhesién a las raices de las plantas (Spaepen et
al. 2009a), mientras que en Bradyrhizobium japonicum el tratamiento con AIA estimula la
formacion de biopelicula (Donati et al. 2013). Por otro lado, y en contraposicion con los
estudios previamente mencionados, Lee et al. (2011) reporté que derivados de indoles
producidos por las plantas, como el 3-indolacetonitrilo (IAN) y el AIA, en menor medida,

inhiben la formacidn de biopelicula de E. coli 0157:H7.
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Produccion de NO vy AlA por A. brasilense

A. brasilense Sp245 produce NO (Creus et al. 2005) tanto por las vias de
nitrificacidon heterotréfica, como por desnitrificacién aerdbica (Molina-Favero et al. 2008).
La desnitrificacion es la reduccion desasimilatoria sucesiva de nitrato a nitrito, 6xido
nitrico, éxido nitroso y por ultimo a nitrégeno molecular por las correspondientes N-6xido
reductasas. En este proceso, el nitrato es utilizado como aceptor final de electrones en la
respiracion en ausencia de oxigeno. Este mecanismo permite a los microorganismos
desnitrificadores generar energia para su crecimiento bajo condiciones anaerdbicas o
microaerodbicas (Cutruzzola 1999; Zumft 1993, 1997). Las enzimas involucradas en la
desnitrificacion son: nitrato reductasa (NR), nitrito reductasa (NiR), éxido nitrico reductasa
(NoR) y oxido nitroso reductasa (Nos). Ademas, A. brasilense posee una Nitrato reductasa
periplasmatica, Nap, que le permite realizar la desnitrificacion aerdbica, ya que no es
reprimible ni inactivada por oxigeno (Steenhoudt et al. 2001a). Esta via es la principal
forma de produccidon de NO en A. brasilense Sp245, ya que una mutante isogénica (cepa
Faj164) nula para esta enzima produce sélo un 5% de NO (ca. 6 nmol NO.g™*) comparado
con la cepa salvaje (ca.120 nmol NO.g'l) cuando ambas crecen con NO3; como Unica
fuente de nitrégeno (Molina-Favero et al. 2008).

Los reportes acerca de la regulacién de la formacion de biopelicula en A. brasilense
son escasos, pero se han identificado algunos genes involucrados, los cuales estan
relacionados a la sintesis de EPS (Lerner et al. 2009; Sheludko et al. 2008) o al regulador de
la respuesta quimiotactica Chel (Siuti et al. 2011). Recientemente, se han implicado en
este proceso, a las moléculas reguladoras NO y di-GMPc. Arruebarrena Di Palma y col.
(2013) demostraron que el NO producido por la propia bacteria tiene un rol clave en la
formacién de la biopelicula, ya que la mutante de A. brasilense Fajl64, deficiente en la
produccién de NO, forma menos biopelicula que la cepa salvaje cuando ambas cepas
crecen de forma estatica en medios con nitrato. Por otra parte, se ha descripto que un gen
que codifica para una Diguanilato Ciclasa A (DGC A) en A. brasilense Sp7, esta involucrado

en la formacién de biopelicula y en la produccién de EPS (Ramirez-Mata et al. 2016).
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A. brasilense puede sintetizar AIA y se ha descripto que lo hace al menos por
cuatro vias diferentes, dependientes del precursor triptofano (Fig. 1.2). De ellas, las tres
principales son: la via del 4cido 3-indolpiravico (IPyA), la via de la 3-indolacetamida (IAM) y
la via de la triptamina (TAM) (Costacurta et al. 1994). El 90% del AIA producido en A.
brasilense es por la via IPyA (Trp = IPyA = 3-indol acetaldehido - AlA), cuyo paso
limitante es el catalizado por la enzima IPyA descarboxilasa codificada por el gen ipdC
(Prinsen et al. 1993). Esta multiplicidad de vias es probablemente la causa de que no se
hayan podido aislar mutantes que carezcan completamente de AIA (Hartmann y Baldani
2006). Ademas de la produccion en cultivos puros, la sintesis de fitohormonas se ha
observado también en la interaccién con plantas (Hartmann y Baldani 2006). Es asi que las
bacterias utilizan esta fitohormona para interactuar con las plantas como parte de su
estrategia de colonizacién, incluyendo fitoestimulacion y elusion de los mecanismos
basales de defensa de las plantas (Spaepen et al. 2007). Por otra parte, como ya se ha
mencionado, varios informes indican que el AlA también puede ser una molécula senal en
las bacterias, pudiendo tener efecto directo sobre la fisiologia bacteriana (revisado en

Kochar et al. (2013) y Spaepen et al. (2007)).
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Figura. 1.2: Informacidn general de las diferentes vias para sintetizar AIA en bacterias. El intermediario que
hace referencia al nombre de la via o de la via en si mismo esta subrayado en una linea discontinua. Figura

tomada de Spaepen et al. (2007).

Particularmente en Azospirillum, se ha reportado que el AlA regula la expresién de
los genes implicados en su propia sintesis por un mecanismo de retroalimentacién positiva
(Lambrecht et al. 1999; Vande Broek et al. 1999). Sin embargo, no existen reportes acerca
de la participacion de esta molécula sobre la formacién de su biopelicula, proceso que es

importante para la efectiva colonizacién de la raiz.

Interaccion NO-AIA

Muchos reportes han documentado la estrecha relacién entre las auxinas y el NO
en el desarrollo de las plantas, principalmente en los procesos de crecimiento de las raices
(Correa-Aragunde et al. 2006; Correa-Aragunde et al. 2004; Lombardo y Lamattina 2012;
Lombardo et al. 2006; Pagnussat et al. 2002). En todos ellos fue demostrado
inequivocamente el requerimiento del NO para la accién de la auxina, dando lugar al

normal crecimiento y desarrollo de las raices (Correa-Aragunde et al. 2016).
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Si bien se ha estudiado la participacion tanto del AIA como del NO como moléculas
sefial en la interaccion planta-microorganismo, debido a que ambos reguladores modulan
la expresién génica en ambos organismos, sélo un trabajo de publicacién posterior al
planteo de nuestras hipétesis, ha sugerido una interaccién entre estas dos moléculas (Koul
et al. 2015a). En este estudio se sugiere una interrelacidén entre la produccion de AIA y NO,
ya que mutantes que sobrexpresaban genes del catabolismo del NO (nosZ, nosR y norB)
presentaban niveles anormales de AIA en A. brasilense SM (Koul et al. 2015b). Por otra
parte, un estudio transcriptémico realizado en A. brasilense Sp245 revelé que el gen que
codifica la Nap, la primera de las enzimas involucradas en la via de desnitrificacidon, a partir
de la cual se produce NO tiene incrementada su expresién en la mutante deficiente en la
produccién de AIA (Van Puyvelde et al. 2011). Estos antecedentes nos condujeron a

postular la existencia de una relacion entre el AlIAy el NO en A. brasilense.

Teniendo en cuenta que A. brasilense es capaz de producir ambas moléculas sefial,
y que la formacién de biopelicula es un paso fundamental para la colonizacién de las
raices, en este capitulo se estudié la interaccién de estas dos moléculas en la regulacién
de la formacién de biopelicula en A. brasilense Sp245. Para ello se planted el siguiente

objetivo general y los particulares:

Objetivo general

Investigar la regulacion por 6xido nitrico y auxinas (acido indolacético, AlA) del
proceso de formacién de biopeliculas y colonizacion de raices por la bacteria rizosférica

promotora del crecimiento de las plantas Azospirillum brasilense.

Objetivos particulares

1- Analizar la formaciéon de biopelicula in vitro por las siguientes cepas de A.

brasilense: a) Sp245 (salvaje); b) Fajl64 (mutante isogénica NapA, nitrato reductasa

25



periplasmica negativa); c) Faj 009 (mutante isogénica de la Sp245 en la piruvato

decarboxilasa (ipdC).

2- Estudiar la participacion del NO y el AIA en la regulaciéon de formacion de

biopelicula de A. brasilense.

3- Determinar la capacidad de formar biopelicula sobre raices de tomate de las

cepas de A. brasilense Sp245, Faj164 y Faj009 mediante microscopia de epifluorescencia.

4- Analizar el efecto del agregado de exdgeno de AIA sobre la dispersidon de la

biopelicula
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Material bioldgico, condiciones de crecimiento

Para el estudio de la regulacion de la formacion de biopelicula y la colonizacién de
raices por NO y auxinas, se utilizaron las siguientes cepas de A. brasilense: la cepa salvaje
Sp245 (Baldani et al. 1986) y dos mutantes isogénicas: Faj164 knockeada en el gen napA
de la nitrato reductasa periplasmatica (Steenhoudt et al. 2001a) que produce solo un 5%
de NO respecto de la cepa salvaje cuando crece en medio con nitrato (Molina-Favero et al.
2008) y Fajo09 mutante en el gen ipdC, de la indol-3-piruvato decarboxilasa que produce
un 10% de AIA respecto de la cepa salvaje (Costacurta et al. 1994; Molina-Favero et al.
2008). También se utilizd una cepa de A. brasilense Sp245-Rif (pOTle-ppdC-egfp) que
contiene un plasmido con el promotor del gen ipdC fusionado a egfp (Combes-Meynet et
al. 2011; Pothier et al. 2007) cedido amablemente por la Dra. Claire Prigent Combaret de
la Universidad de Lyon, Francia.

Todas las cepas de A. brasilense fueron estriadas desde stocks de medio papa a
placas con medio agar Rojo Congo (ARC, (Rodriguez Caceres 1982) con el antibidtico
correspondiente (Kanamicina 25 pg/ml para Fajo09 y Fajl64, Gm 25ug/ml para Sp245
PppdC).

Una o dos colonias de cada cepa provenientes de placa ARC, fueron inoculadas en
25 ml de LB e incubado por 16 horas, en agitacion (100 rpm) a 32°C y se determind la
densidad 6ptica a 540nm (DOsgonm). Los cultivos que llegaron a una DOsygnm de 1 fueron
centrifugados 10 min a 5800 g y se ajustaron a una DO de 2 en buffer fosfato (66 mM).
Para los ensayos de formacién de biopeliculas, estos cultivos fueron diluidos 1/100 en
medio Nfb adicionado con 13,8 mM de nitrato o 13,8 mM de amonio (anexo 1) y
suplementado con Triptofano 100 pg/ml. Doscientos pl de cada dilucion se colocaron en
pocillos de placas de poliestireno de 96 pocillos, fondo plano (Deltalab). Las placas fueron

incubadas en forma estatica a 32°C durante 2, 5y 11 dias.

Crecimiento total y cuantificacion de la formacion de biopelicula

Para la determinacién del crecimiento total (células plancténicas mas adheridas) se

despegd de paredes y fondo de los pocillos la biopelicula con micropipeta en forma
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mecdnica (Salcedo et al. 2015) y se determind la DOsgnm (Spectra MR, Dynex
Technologies). Los recuentos de UFC.mlI™" se realizaron por medio de diluciones seriadas
en buffer fosfato, sembrando 10 ul sobre placa ARC. La formaciéon de biopelicula se
cuantificé utilizando la técnica de cristal violeta (O'Toole et al. 1999). Se agregd 20 ul de
cristal violeta 1% "/y a cada pocillo (0,1% concentracién final), y se dejé a temperatura
ambiente durante 30 min. Luego se lavaron las placas completas por inmersién con agua
corriente y se dejaron escurrir sobre papel. Finalmente, se colocd 200 ul de acido acético
33% Y/y en cada pocillo, se agitd con pipeta de manera que se homogeneizara el colorante
y se determiné la absorbancia a 590 nm. Los datos fueron normalizados en relacién al

crecimiento total bacteriano en cada pocillo (DOsegnm/DOsa0nm)-

Contenido de auxinas y nitrito en el sobrenadante de las biopeliculas

El contenido de auxinas se determiné con el método de Salkowski (Glickmann y
Dessaux 1995). Para ello se tomaron los sobrenadantes de los cultivos estaticos y se
centrifugaron 15 min a 5800 g. Se tomaron nuevamente los sobrenadantes y se trataron
durante 1 hora con acido sulfamico 1 mM (Yoshida y Yatazawa 1968). El tratamiento con
acido sulfamico se realizé debido a que ha sido reportado que el AlA es destruido por el
nitrito en una solucién acida (Tanner y Anderson 1963; Rodriguez-Barrueco et al. 1983).
Luego del tratamiento con acido sulfamico, se agrego el reactivo de Salkowski (100 ml de
reactivo: 2 g FeClz en H,SO4 7,9 M) en una relacién 1 a 1y se incubd en oscuridad durante
30 min. Posteriormente se determind la absorbancia a 540nm, las determinaciones
realizadas fueron referidas a una curva estandar. Los valores de AIA obtenidos fueron
normalizados al crecimiento total de cada muestra.

La produccidn de nitritos, estimador de la produccion de NO (Mur et al. 2011), se
realizd mediante un electrodo especifico inNO-T-Il (Innovative Instruments, Inc). Los
sobrenadantes de las biopeliculas fueron centrifugados 10 min a 5800 g en frio (4°C). La
deteccidn se realizé segun indica el proveedor. Las determinaciones fueron referidas a una

curva estandar y los valores obtenidos normalizados al crecimiento total. En algunos casos
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el contenido de nitritos se determind mediante el método de Griess segun indica Amenta

et al. (2015).

Tratamientos con dadores de 6xido nitrico y auxina sintética

Para evaluar el efecto del dador de NO, Nitroprusiato de Sodio (SNP, Merk), las
cepas fueron crecidas en placa de 96 pocillos por dos dias en medio Nfb-nitrato
suplementado con SNP en concentraciones finales de 10 uM o 100 puM. Para el SNP
envejecido, se prepard el SNP y se dejo a temperatura ambiente durante 24 hs. En el caso
del NO producido por S-nitrosoglutation (GSNO), éste se agregd diariamente al medio,
desde el inicio del experimento y por dos dias en concentraciones finales de 1 uM, 10 uM
y 50 uM.

El AIA (Sigma) fue preparado en etanol 80% y agregado al medio de cultivo en
concentraciones finales de 1 uM, 10 uM y 1 mM al inicio de cada experimento. Como
control se utilizaron volimenes equivalentes de etanol 80%. En los experimentos en los
cuales se adicionaron conjuntamente SNP y AlA, éstos fueron agregados al inicio de cada
ensayo en las concentraciones indicadas.

Para los ensayos de dispersidon de las biopeliculas por AlA, las cepas fueron crecidas
en placa de 96 pocillos por cuatro dias en medio Nfb con nitrato. Transcurrido este
periodo, se agregd AIA en concentraciones finales de 1 uM, 10 uM y 1mM vy se dejo en

estufa 24 hs adicionales.

Determinacion fluorométrica del NO

La cinética de produccion de NO en las distintas condiciones fue realizada
monitoreando los cambios en la intensidad de la sonda fluorescente especifica para NO
diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA, Calbiochem, La Jolla, USA) (Kojima et al.,
1998).

Las cepas fueron crecidas en placa de 96 pocillos por 2 dias en medio Nfb-nitrato
suplementado o no con AIA 1 mM. Pasado ese periodo de tiempo, se retiraron las células

plantodnicas, y las adheridas fueron resuspendidas en solucién salina. 100 ul de cada
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condicién fueron incubados en placa de 96 pocillos en oscuridad, a temperatura ambiente
con 10 uM DAF-2DA durante 20 min. La intensidad de la fluorescencia se midié cada 4 min
durante un periodo de 2 hs en un lector de placas Fluoroskan Ascent (Labsystems,
Ramsey, USA), con filtros de excitacion a 480 nm y de emision a 525 nm. Para cada
tratamiento se analizaron al menos tres cultivos independientes, cada uno incubado por

triplicado con DAF-2DA.

Determinacion fluorométrica de la expresion del promotor ppdC

A. brasilense Sp245-Rif (pOTle-ppdC-egfp) fue crecida en placa de 96 pocillos
durante 2 dias en medio Nfb nitrato con el agregado o no de 1 mM de 2-(4-carboxifenil)-
4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-6xido (cPTIO). La intensidad de la fluorescencia se
midioé en un lector de placas Fluoroskan Ascent (Labsystems, Ramsey, USA), con filtros de
excitacion a 480 nm y de emisién a 525 nm. Para cada tratamiento se analizaron al menos

tres cultivos independientes, cada uno por triplicado.

Extraccion de ARN y determinacion de la expresion por RT-PCR semicuantitativa

A. brasilense Sp245 fue crecida en placa de 96 pocillos por 2 dias en medio Nfb-
nitrato suplementado con 1 mM de AIA. Posteriormente se retiraron las células
plantdnicas y se agregd a cada pocillo solucidn salina. Se despegaron mecanicamente con
pipeta las células adheridas y fueron cosechadas a 5800 g. Se extrajo ARN total segun el
protocolo del Trizol (Anexo 2). El ARN extraido fue tratado con DNasa Promega segun las
indicaciones del proveedor y posteriormente se realizd la sintesis del ADN copia (ADNc)
(Anexo 2). El ajuste de la carga de ADNc se realizé mediante la amplificacion el gen 16S
utilizando los primers Fw-16S: AGGCTTGACTTCCGGAGAGG y Rv-16S:
TGGTAAGGTTCTGCGCGTTG con 18 ciclos de amplificacién (Anexo 3).

Los genes estudiados en su expresion fueron: Nap (nitrato reductasa
periplasmatica) (Steenhoudt et al. 2001a) y Nir (nitrito reductasa). Los primers directo y
reverso para cada uno de ellos fueron: Fw-Nap: GGAGATGCACCCCATCCTGT, Rv-Nap:
GTGCTGGTTGAAGCCCATG, Fw-NiIr: GGATGACGGCACGACCTACA, Rv-Nir:

GCTTCTCGTTGACCAAGCCG. Las reacciones de PCR se detallan en el anexo 3. Los
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productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa 1% P/v tefiidos con GelRed
(Biotium). La cuantificacion de los niveles de expresidn se realizé analizando las imagenes
obtenidas de los geles de agarosa 1% °/y mediante el programa Image Quant vy

relativizando la expresion de los genes estudiados a la del gen 16S.

Construccion del plasmido pRojo y transformacion de A. brasilense Sp245

Para optimizar la visualizaciéon sobre las raices de A. brasilense Sp245, Fajo09 y
Faj164 al microscopio de epifluorescencia, las cepas fueron transformadas con un
plasmido que expresa la proteina fluorescente dsRed, que se llamé pRojo.

Para la construccion del plasmido pRojo se digirié el plasmido pME3280 (Koch et al.
2001) con BamHI, se purificd el fragmento conteniendo la regidn mob y se ligd en el
PME7134 previamente tratado con la misma enzima y desfosforilado. PME7134 es un
plasmido de amplio rango de hospedante y estable (origen de replicaciéon pVS1) que lleva
un cassette de expresion del gen dsRedT3_S4T bajo el control del promotor tac (Pagnussat
y col., resultados no publicados). pRojo es una versién movilizable de pME7134 y tiene un
cassette de resistencia a Tetraciclina.

Las cepas de A. brasilense fueron transformadas por conjugacién tri-parental,

utilizando el plasmido helper de conjugacién pRK600.

Preparacion de los inoculos

Cepas de A. brasilense transformadas con el pldsmido pRojo fueron crecidas en
placa de ARC con 25 mg/ml de tetraciclina para Sp245 y 25 mg/ml de tetraciclina mas 25
mg/ml Kanamicina para Faj009 y Faj164, durante 4 dias a 32°C. Luego se tomaron colonias
de las placas RC, se colocaron en 100 ml de medio OA (anexo 1) y se crecieron durante 18
hs en agitacion (100 rpm) a 32C°. Pasado ese periodo se determind la DOssonm, S€
centrifugaron los cultivos a 4000 g por 10 min, los pellet se lavaron con buffer fosfato 66
mM vy se ajustaron los cultivos a DOs40nm = 1,5. Posteriormente los cultivos fueron diluidos
1/100 en 3 ml de agua con nitrato 13,8 mM. Se tomd una alicuota de esta dilucion y se

. -1 . ’ « e . . ,
determinaron las UFC.ml " a fin de corroborar el numero inicial del indculo.
32



Ensayos de formacion de biopeliculas sobre raices

Semillas de tomate variedad ACE 55 fueron desinfectadas superficialmente con

hipoclorito de sodio 50% ¥/y durante 4 min. Luego fueron enjuagadas con abundante agua
estéril. Posteriormente fueron colocadas en placas con Phytagel 0,6% e incubadas en
camara a 25°C con periodo de luz de 16 hs, durante 7 dias. Posteriormente, las plantulas
fueron retiradas y colocadas en tubos de ensayos que contenian 3 ml de agua con nitrato
13,8 mM y 1x10’ bacterias de cada cepa. Los tubos con las plantulas fueron incubados en
camara por dos dias.
Microscopia: 2 dias post inoculacion, las raices fueron cortadas y separadas de las
plantulas con bisturi, montadas con agua en un porta objetos, y observadas directamente
con un microscopio de luz UV Olimpus BX61 (filtro ex. BP545-580nm; filtro barrera
BA610,n). Las imagenes fueron adquiridas con una camara Olympus DP71, conectada a
una computadora y controlada por el software Image Pro 6.1.

Cdlculo de UFC.q”de peso fresco de raiz: se tomaron entre 6 y 7 raices para lograr

muestras de 0,05 g y se colocaron en 450 pl de buffer fosfato, se trituraron y
homogeneizaron y se realizaron diluciones seriadas en buffer fosfato. Se sembraron 10 ul
de cada diluciéon en una placa ARC con los correspondientes antibidticos. Las placas se

incubaron a 32°C durante 4-5 dias.

Diseio experimental

Se utilizaron 2 a 6 réplicas bioldgicas en 2 o 3 ensayos independientes, segun el
experimento. Para los ensayos de plantulas se utilizaron 15 plantulas por tratamiento. Se
realizdé ANOVA con posterior test de Tukey o LSD, segln correspondiera. Las medias
también se compararon mediante test de t-Student. El test que se realizd en cada ensayo

se indica en la leyenda de cada figura. Se utilizé el software R (2.14.2).
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Crecimiento y formacion de biopelicula por A. brasilense Sp245 y sus mutantes

Se estudid el crecimiento estatico y la formacion de biopelicula en A. brasilense
Sp245 y sus mutantes: Fajl64 (mutante en la produccidon de NO) y Fajo09 (mutante en la
produccién de auxinas). Para ello, las cepas se crecieron en forma estdtica en medio Nfb
suplementado con nitrato durante 11 dias. El crecimiento total (bacterias planténicas mas
adheridas) a los 2, 5y 11 dias, estimado por turbidez y por UFC.ml™ se muestra en las

Figuras 1.3y 1.4, respectivamente.
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Figura 1.3: Crecimiento estatico de A. brasilense Sp245, Faj009 y Fajl64. A. brasilense Sp245, Fajo09 y
Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos sin agitacién en medio Nfb NO'; durante 2, 5 y 11 dias. El
crecimiento total (células plantdnicas mas adheridas) fue determinado (DOssgnm). S& muestra la media con
sus desvios estandar de 3 ensayos independientes, con 3 réplicas cada uno.
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El crecimiento estatico de A. brasilense Sp245 y las mutantes, Fajo09 y Fajl164, fue
similar a los 2 dias alcanzando una densidad dptica aproximada de 0,35. Con el tiempo de
cultivo, las tres cepas aumentaron gradualmente el crecimiento, observdndose una leve
diferencia a los once dias, momento en el cual la cepa salvaje (Sp245) mostré mayor
crecimiento que las mutantes (Fig. 1.3). Paralelamente se realizaron recuentos de viables
a través de las UFC. mI™ correspondientes a cada tiempo (Fig. 1.4). El nimero de UFC. mlI™
a los 2 dias fue levemente menor para Fajo09, sin embargo entre los 2 y los 5 dias las UFC.
ml™ aumentaron en las tres cepas, manteniéndose constante hasta los 11 dias en las
cepas mutantes, indicando que a los 5 dias todas las cepas habian alcanzado su maximo
crecimiento. Contrariamente a las cepas mutantes, Sp245 mostré una disminucién en las
UFC a los once dias, indicando una disminucién en la viabilidad celular (Fig. 1.4).

Por otro lado, se analizé |la formacién de biopelicula en los mismos tiempos que se
determind el crecimiento. A los 2 dias las cepas mutantes formaron significativamente
menos biopelicula que Sp245, siendo Faj164 la cepa que formdé menos biopelicula. La
formacién de biopelicula aumentdé a los 5 y aun mas a los 11 dias y no se observaron

diferencias significativas entre las cepas en ninguno de estos dos momentos (Fig. 1.5).
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Figura 1.5: Formacion de biopelicula en A. brasilense Sp245 y mutantes isogénicas Faj009 y Faj164.
Formacion de biopelicula en Nfb-NO; a los dos, cinco y once dias de las cepas Sp245, Fajo09 y Faj164. Se
determind la formacion de biopelicula por cristal violeta (CV), los valores fueron normalizados por el
crecimiento total. Los valores corresponden a las medias mas desvio estandar de 3 ensayos
independendientes con 3 replicas cada uno. *indica diferencias significativas entre las cepas al mismo
tiempo basado en ANOVA y Test de Tukey (P<0,05).
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Contenido de AIA y nitritos en la biopelicula

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio, demostraron que en
condiciones de crecimiento estatico la formacion de biopelicula y la produccion de NO por
Fajl64 es marcadamente menor en comparacion con la cepa salvaje, y que este
metabolito es necesario para iniciar la formacién de la biopelicula de A. brasilense
(Arruebarrena Di Palma et al. 2013). El hecho de que la cepa mutante en la produccion de
auxinas, Fajo09, haya formado menos biopelicula que la cepa salvaje, podria indicar la
participacién de este metabolito, ademas del NO, en el proceso. Para evaluar esta

posibilidad, se determind la concentracion de auxinas en el sobrenadante de las

biopeliculas.

100 Figura 1.6: Concentracion de auxinas en
3 Sp245 la biopelicula de A. brasilense Sp245,
3 Fajoo9 Faj009 y Fajle4. Se determind el
e 80-/HE Fajl64 contenido de auxinas (AlIA) en el
§ T sobrenadante de las biopelicula Sp245,
(5" * Fajo09 y Faj164 a los 2 y 5 dias mediante
g 60+ el método de Salkowski. Los valores
i obtenidos fueron normalizados en
£ relacién al crecimiento total (DO 540,).

o 404 .
3 Los valores corresponden a las medias
:{ mas desvios estandar de 3 ensayos
< 20- * independendientes con 3 réplicas cada
uno. %, ** Indican diferencias
- ** significativas entre cepas dentro del
0 N,D r,—l mismo dia basado en ANOVA y test de

2 dias 5 dias Tukey (P<0,05). ND; no detectado.

La determinacion del contenido de AIA en el sobrenadante de las biopeliculas
mostré que a los 2 dias la cepa salvaje (Sp245) acumula significativamente mayor
contenido de AIA que la cepa mutante Fajl164; al 5% dia todas las cepas aumentaron
marcadamente el contenido de AlA, sin embargo la diferencia entre ellas se mantuvo (Fig.
1.6). Como era de esperar no se detectd producciéon de AIA por la cepa Fajo09 a los 2 dias.
Sin embargo, a los 5 dias si hubo produccion de AIA por la Faj009, aunque en

concentracion considerablemente menor que las otras cepas estudiadas (Fig. 1.5).
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La diferencia encontrada en el contenido de AlA entre la mutante en la produccién
de NO (Faj164) y la cepa salvaje, podria indicar una relacién entre la produccion de NO y
de AIA en A. brasilense. Por lo tanto, se determind la produccién de nitrito (como
estimador indirecto de la produccién de NO) a los 2 y 5 dias.

A los 2 dias la produccion de nitritos en el sobrenandante de la cepa mutante en
AlA, Fajo09, fue significativamente menor que en el de la cepa salvaje registrandose 13,47
umoles.ml™ y 18 pumoles.ml™, respectivamente, mientras que en Fajl64 no se detectd
produccién alguna (Tabla 1.1). Al dia 5 el contenido de nitritos disminuyd en Sp245
mientras que en Fajo09 se mantuvo igual; por el contrario, en Faj164 la produccién de
nitritos aumentd obteniendose valores similares a los de la cepa salvaje (Tabla 1.1). Los
resultados obtenidos en este ensayo indican nuevamente que existiria una relacién entre
la produccién de nitritos, la de AIA y la formacién de biopelicula a los 2 dias. La menor
formacidn de biopelicula por parte de las cepas mutantes, se corresponde con una menor
produccién de nitritos (NO) y nula de AIA en Faj009, y un menor contenido de AlA y escasa

produccién de nitritos en Faj164 (Fig. 1.5, 1.6 y Tabla 1.1).

Tabla 1.1: Produccién de nitrito en la biopelicula de A. brasilense. Se determind la produccidn de nitritos
en el sobrenadante de la biopelicula de Sp245, Faj009 y Faj164 a los 2 y 5 dias. Los valores obtenidos
fueron normalizados en relacidn al crecimiento total (DO 540,,,). Los valores corresponden a las medias y
desvios estandar de 3 ensayos independendientes con 3 replicas cada uno. *Indica diferencias
significativas respecto de la cepa salvaje al mismo tiempo basado en Test de Student (P<0,05). Nd; no
detectado.

Produccién de nitrito (umoles.ml?)

Cepa Dia2 Dia5
Sp245 18,88+1,79 13,1843,55
Fajo09 13,3742,17* 12,6145
Faj164 Nd 14,75+3,3
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Debido a que todas las cepas a los 2 dias crecieron de igual forma y las diferencias
mas marcadas en la formacién de biopelicula, el contenido de AIA y la producciéon de
nitrito se observé en ese momento, se decididé evaluar el resto de los pardmetros de

estudio en ese tiempo.

Crecimiento, formacion de biopelicula y contenido de AIA en medios suplementados con

amonio.

Se evalud el efecto del crecimiento en amonio, condicién en que la producccién de
NO no esta favorecida, sobre la formacion de biopelicula y la produccién de AIA. En medio
con amonio como fuente de N el crecimiento fue similar para las tres cepas y no se
observaron diferencias en la formacién de biopelicula al tiempo ensayado (Fig. 1.7 Ay B).
Concordando con lo reportado previamente por Arruebarrena et al. (2013), la formacion
de biopelicula en medio con amonio fue considerablemente menor (10 veces) que la
obtenida en nitrato (Fig. 1.5 y 1.7 B). Por otro lado, el contenido de AIA en el
sobrenadante fue similar para Sp245 y Faj164, mientras que en Fajo09 la produccién de
AlA fue significativamente menor (Fig. 1.7 C). Cabe destacar que en estas condiciones no
se detectd produccién de nitrito en ninguna de las cepas estudiadas.

Los resultados obtenidos sugieren que las diferencias en la formacién de
biopelicula y en la producciéon de AlA, se observan en medios suplementados con nitrato,

donde esta favorecida la producciéon de NO.
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Figura 1.7: Crecimiento estatico, formacién de biopelicula y contenido de AIA en Sp245 y sus mutantes
Fajo09 y Faj164 en medio Nfb amonio. Las bacterias fueron crecidas en placa de 96 pocillos sin agitacién por
2 dias en medio Nfb amonio. Se determind el crecimiento total (plantdnicas mas adheridas) por DOssonm (A),
la formacién de biopelicula por CV (B), y el contenido de AlA en el sobrenadante por Salkowski (C). *indica
diferencias significativas basado en un ANOVA vy test de Tukey (P<0,05).

Formacion de biopelicula frente al agreqado exdgeno de dadores de NO y auxina sobre
la biopelicula

Con el objetivo de evaluar los efectos del NO y la auxina sobre la posibilidad de
reversion de una deficiente formacidon de biopelicula en las mutantes, se realizaron
ensayos con agregado de diferentes concentraciones de dadores de NO (SNP y GSNO) y de
acido 3-indolacético sintético (AlA).

Cabe destacar que ninguna de las concentraciones ensayadas de ambos tipos de
moléculas reguladoras modificé el crecimiento de las cepas a los 2 dias (datos no
mostrados).

En primer lugar, evalué el efecto del agregado exdgeno de distintas
concentraciones de los dadores de NO: SNP y GSNO. La adiciéon de 10 uM de SNP no
afectd la formacion de biopelicula en la cepa salvaje, sin embargo 100 uM de SNP la
disminuyé aproximadamente un 50% (Fig. 1.8 A). Para la mutante Fajo09, el
comportamiento frente a las diferentes concentraciones de SNP fue similar a la de la cepa

salvaje, en donde 10 uM de SNP no alterd la formacién de biopelicula pero 100 uM la
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disminuyé (Fig. 1.8 A). Por el contrario, en la mutante deficiente en la produccién de NO,
Faj164, el agregado de 10 y 100 uM de SNP indujo una formacidon de biopelicula
significativamente mayor, 100 y 80% respectivamente, para cada concentracién del dador
respecto al control sin el agregado de SNP (Fig. 1.8 A). El control con el agregado de SNP
envejecido por 24hs no promovié la formacion de biopelicula en Faj164 (Fig. 1.8 A), por lo
gue se descarta que el aumento de la biopelicula provocado por SNP se deba a un
subproducto liberado por este dador de NO. Cabe destacar que el dador de NO: SNP,
libera una concentracion efectiva 1000 veces menor de NO que la concentracidn del dador
utilizada (Barraud et al. 2006), por lo que una concentracién de 10 uM de SNP libera
aproximadamente 10nM de NO.

En cuanto a los experimentos realizados con el dador GSNO, las concentraciones
utilizadas en este ensayo (1 uM, 50 uM y 1 mM), no tuvieron efecto en revertir la
deficiencia en la formacion de biopelicula en Faj164 (datos no mostrados).

Por otra parte, se evalud el efecto de diferentes concentraciones de AIA sobre la
formacién de biopelicula (Fig. 1.8 B). El agregado de AIA desde el comienzo del ensayo
provoco que las cepas Sp245 y Fajo09 formaran menos biopelicula respecto de su control
sin AIA, esta disminucién fue mayor a medida que aumentaba la concentracién de AlA,
observandose la mayor disminucién de la formacion de biopelicula en 10 uM y 1 mM (Fig.
1.8 B). Por el contrario, en la cepa Faj164, ninguna concentracidn de AlA utilizada modificé
la formacién de la biopelicula (Fig. 1.8 B). Los resultados obtenidos con el agregado de AIA
muestran un efecto de disminucidn en la formacidn de biopelicula en la cepas salvaje y
deficiente en AIA, pero no en la cepa deficiente en la producciéon de NO.

En base a estos resultados, se decidié continuar con 10 uM y 100 uM de SNP y 1 mM de
AlA, debido a que en estas concentraciones se observaron los efectos mas marcados sobre

la formacidén de biopelicula en las distintas cepas.
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Figura 1.8: Efecto del agregado exégeno de SNP y AIA sobre la formacién de biopelicula en A. brasilense.
A. brasilense Sp245, Fajo09 y Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos con Nfb NO'; mas el agregado de
10uM o 100 uM de SNP (A) o 100 uM de SNP envejecido por 24hs (A, para el caso deFaj164) o 1uM, 10uM 6
1mM de AIA (B). En ambos casos se determind la formacion de biopelicula por CV a los 2 dias de iniciado el
experimento. Los datos fueron relativizados al control de cada cepa. Se muestra la media con sus desvios de
3 ensayos independientes con tres replicas bioldgicas cada uno. *, ** indica diferencias significativas entre
tratamientos basado en un Anova y test de Tukey (P<0,05).
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A continuacién se estudio el efecto del agregado conjunto de SNP y AIA sobre la
formacion biopelicula a los 2 dias.

Como se mencioné previamente, el agregado de 1 mM de AIA provocd una
disminucién en la formacion de biopelicula de Sp245, mientras que la adicién de SNP 10
MM no tuvo efecto marcado sobre la misma (Fig. 1.9). Cuando se agregé AIA 1 mM y SNP
10 uM en forma conjunta, se observé una menor formacién de biopelicula respecto del
control, pero mayor que la observada en el tratamiento solo con AIA. Este resultado
permitiria suponer que el NO producido por SNP 10 uM, contrarrestaria el efecto del AIA
en disminuir la biopelicula. Sin embargo, a una concentracion mayor de SNP (100 uM), la
cepa salvaje formd menos biopelicula igualando la cantidad que se forma en presencia de
AlIA 1 mM (Fig. 1.9). Finalmente, el tratamiento con 100 uM de SNP y 1 mM de AIA
conjuntamente, disminuyd la biopelicula (Fig. 1.9)

La cepa mutante Faj009 tuvo un comportamiento similar al observado en la cepa
salvaje frente al agregado de los distintos metabolitos (Fig. 1.9).

En Faj164 el AIA no tuvo efecto sobre la formacion de biopelicula, mientras que el
agregado SNP 10 y 100 uM indujo la formacidon de mas biopelicula respecto de su control
(aproximadamente el doble), alcanzando niveles cercanos a los de de la cepa salvaje. El
agregado de AIA mas SNP (10 6 100 uM) provocd un aumento en la formacién de
biopelicula similar al obtenido con SNP solo. Estos resultados indican que el AIA no tendria
el efecto de disminuir la formacion de biopelicula en esta bacteria (Fig. 1.9).

Las evidencias presentadas en estos ensayos indican un efecto opuesto del NO y
del AIA sobre la formacion de biopelicula de A. brasilense. De este modo, el NO (en bajas
concentraciones, 10 nM) promoveria la formacién de biopelicula y el AIA (1 mM)

disminuiria la formacion de la misma.
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Figura 1.9: Efecto del agregado exdégeno de SNP y AIA sobre la formacién de biopelicula de A. brasilense.
Sp245, Fajo09 y Fajl164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos por 2 dias en Nfb NO; en presencia de SNP,
AlA o SNP y AlA. Se determind la formacion de biopelicula por cristal violeta. Los datos fueron relativizados
al control de Sp245. Se muestra la media con sus desvios de 4 ensayos independientes con tres replicas
bioldgicas cada uno. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de la
misma cepa en base a un ANOVA y posterior test LSD (p>0,05).

Produccion de nitritos, NO y contenido de AlA en la biopelicula frente al agregado

exdgeno de SNP y AIA

Con el objetivo de evaluar si el agregado exégeno del dador de NO y de AIA
sintética modifican la produccién propia de NO y de AIA por la bacteria, se determiné la
produccién de nitrito (estimador indirecto del NO), de NO y el contenido de auxinas en el
sobrenadante de las biopeliculas en los distintos tratamientos.

Las determinaciones de nitrito mostraron, que a los 2 dias de crecimiento estatico,
la cepa Sp245 acumula mayor cantidad de nitrito que su mutante en la produccién de AIA
(Fajo09), mientras que en la cepa mutante Fajl64, como es esperado, no se detectd
produccién de este metabolito, en ninguna condicién ensayada (Fig.1.10). El agregado de

1 mM de AIA produjo una disminucidn en la produccién de nitrito en los sobrenadantes de
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las biopeliculas, tanto en la cepa salvaje como en la mutante Fajo09 (Fig. 1.10). La adicién
de 10 pM de SNP a los cultivos estaticos de Sp245, no modificd el contenido de nitritos
respecto de su control, este valor tampoco se vio modificado cuando se anadié 10 uM de
SNP y 1 mM de AIA conjuntamente (Fig. 1.10). El resto de los tratamientos no modificé la
produccion de nitritos respecto del control. De la misma manera, para la cepa Fajo09 no
se observaron diferencias en la produccién de nitritos en los tratamientos solo con SNP, o

con SNP y AIA juntos, respecto del control sin tratar (Fig. 1.10).
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Figura 1.10: Efecto del agregado exégeno de SNP y AIA sobre la produccién de nitrito en A. brasilense.
Sp245, Fajo09 y Fajl164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos en Nfb NO'; por 2 dias en presencia de SNP,
AlA o SNP y AIA. Se determind la produccién de nitrito en el sobrenadante de las biopeliculas mediante un
electrodo especifico. Los valores obtenidos de NO*, fueron normalizados en relacién al crecimiento total (DO
540,,) Se muestra la media con sus desvios de 2 ensayos independientes con tres replicas bioldgicas cada
uno. Nd: no detectado. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de la
misma cepa basado en un ANOVA y test LSD (P<0,05).

Los resultados obtenidos indican que el agregado exégeno de 1 mM de AlIA
produjo una disminucién en la produccién de nitritos tanto de Sp245 y de Faj009,

mientras que el SNP no la modificé. Sin embargo, cuando ambos compuestos se
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agregaron juntos, el contenido de nitritos no se modificd, indicando que el SNP

contrarresto el efecto del AlA.

Ademas de determinar los nitritos como medida indirecta de la produccién
endogena de NO frente al agregado de AIA, se cuantifico fluorométricamente la
produccién de NO en la biopelicula de 2 dias en medio con nitrato. Inicialmente, se
determiné la cinética de produccion de NO durante un periodo de 2 hs en las biopeliculas,
se observé que fueron similares en Sp245 y Fajo09, tanto en presencia como en ausencia
de AIA (Fig. 1.11 A). Las tasas maximas de produccién de NO fueron de 2.5 UA NO.min™*
para Sp245 y 2.2 UA NO.min™ para Fajo09. Con el agregado de AIA las tasas maximas de
produccién correspondieron a 2.0 UA NO.min™ para Sp245 y Fajo09 (Fig. 1.11 A). La
produccién neta de NO fue significativamente mayor en Sp245 que en Fajo09 (Fig. 1.11 B).
El agregado de AIA exdgeno provocéd una disminucion en la produccién neta de NO en
Sp245 y también en Fajo09, aunque en menor medida (Fig. 1.11 B). En la cepa Faj164 no
se detectd produccion de NO. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en las
determinaciones del contenido de nitritos (Fig. 1.10).

Las diferencia en la tasa de produccion de NO en Sp245 indica que el agregado de

AlA provocd una disminucion en la produccién de NO enddgeno .
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Figura 1.11: Produccion de NO por A. brasilense Sp245 y Faj009 cuantificada fluorométricamente. 100 pl
de cultivos crecidos por 2 dias de forma estatica en Nfb NO3 fueron incubados en placa de 96 pocillos con 10
UM de la sonda fluorescente DAF-2DA. La intensidad de la fluorescencia fue medida con un lector de placas
(Fluoroskan Ascent) usando filtros de excitacion a 480 nm y de emision a 525 nm. A) Cinéticas de produccion
de NO de las biopeliculas determinadas cada 4 min durante 2 hs de incubacién con 0 o 1 mM AIA. Los
valores de fluorescencia fueron relativizados al crecimiento (DOsonm) B) Produccidon neta de NO con o sin
AlA 1 mM, los niveles de NO se determinaron luego de 2 hs de incubacién con la sonda. Se representa la
media + desvio estdndar de tres mediciones. UA: unidades arbitrarias de fluorescencia. Las medias se
compararon mediante un test de Student (P<0,05). *Indica diferencias significativas entre Sp245 y Faj009
(condicion control). **indica diferencias significativas entre cada condicién para una misma cepa.

Por otro lado, el agregado exdgeno de 10 y 100 uM del dador de NO, provoco en la
cepa salvaje una diminucion significativa del contenido de AIA respecto del control (Fig.
1.12). En cuanto a la cepa Faj164, que posee menor contenido de AIA respecto de la cepa
salvaje, el agregado de 10 uM SNP solo disminuyd levemente el contenido de AlA,
mientras que 100 uM produjo una disminucion mas marcada, aunque no resultod
estadisticamente significativa (Fig. 1.12).

Estos ultimos resultados indicarian que tanto el AIA como el NO, agregados
exogenamente, no solo tienen la capacidad de modificar la formacién de biopelicula, sino

también de ejercer efecto sobre la produccion de AlA y de nitritos propia de la bacteria.

47



N
(6]
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Requlacion del promotor del gen ipdC frente al agreqado de secuestrante de NO, cPTIO

El agregado exdgeno de NO disminuyd el contenido de AIA en A. brasilense (Fig.
1.12), en base a esto se decidié evaluar el efecto del NO sobre la sintesis de AIA. Para ello
se realizd un andlisis de expresidon del promotor del gen ipdC. Se utilizé6 una cepa de A.
brasilense Sp245 que contiene un plasmido con el promotor del gen ipdC fusionado a egfp
(PppdC) (Combes-Meynet et al. 2011). Se evalud la intensidad de fluorescencia en la
biopelicula de dos dias en medios con nitrato en ausencia o presencia del secuestrante de
NO: cPTIO. Las determinaciones de fluorescencia indicaron que la expresion de Sp245
ppdC aumentd significativamente en presencia de 1 mM de cPTIO (Fig. 1.13).
Paralelamente, se realizd el recuento de UFC para descartar un efecto de cPTIO sobre la
viabilidad bacterias. El recuento fue de 9,4x10° UFC.ml™ para Sp245y 1,27x10° UFC.ml™*
para Sp245+cPTIO, si bien estas diferencias no fueron significativas, hay que destacar que
un menor numero de bacterias en presencia de cPTIO tuvo mayor intensidad de
fluorescencia respecto de su control. Estos resultados indican que el NO afecta la

expresion del promotor del gen ipdC.
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Efecto del AIA sobre la expresion de genes del metabolismo del NO

Teniendo en cuenta la menor produccion de NO observada en presencia de AlA
(Fig. 1.11), se estudid si el agregado exdgeno de AlA alteraba la expresion de los genes
involucrados en el metabolismo del NO en Azospirillum. Para ello se analizd la expresion
de los genes correspondientes a la nitrato reductasa periplasmatica (Nap) y la nitrito
reductasa (Nir), en forma semicuantitativa en Sp245. Como se puede observar en la figura
1.14 Ay B, el agregado de AIA en la biopelicula de 2 dias no modificé la expresion del gen
Nap, mientras que la expresiéon del gen Nir se vio disminuida en presencia de AIA (Fig.

1.14).
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Figura 1.14: Efecto del agregado de AIA sobre la expresion de genes involucrados en el metabolismo del
NO en A. brasilense. La cepa Sp245 fue crecida durante 2 dias en placa 96 pocillos en medio Nfb NO’; con el
agregado de AIA 1 mM. Se extrajo ARN total de las bacterias adheridas por el método del Trizol y se sintetizé
el ADN copia. La carga de ARN para cada RT-PCR fue estandarizada por amplificacion del gen de la subunidad
pequefia ribosomal (16S). A) Geles de agarosa 1% °/, donde se muestra los distintos amplicones de las
distintas RT-PCR para cada gen. B) Expresidon de cada gen relativa al control 16S. Nap: nitrato reductasa
periplasmatica, Nir: nitrito reductasa.

Efecto del AIA sobre la dispersion de la biopeliculas

El agregado exdgeno de auxinas produjo una disminucién en la biopelicula, lo que
indicaria que este metabolito podria disminuir la formacién de biopelicula pero también
dispersar la biopelicula ya formada. Para establecer si el AlA tiene un efecto dispersante
sobre las biopeliculas de A. brasilense, se evalud el efecto del agregado de auxina exégena
sobre la biopelicula madura. Para ello, se crecieron las cepas de A. brasilense en forma
estatica durante 5 dias, al 4 dia de crecimiento se agregd el AIA y al siguiente dia se
determiné la biopelicula. En la figura 1.15 se puede observar que el agregado de distintas
concentraciones de AIA a Sp245 dispersé la biopelicula. En cuanto a las mutantes, en la
cepa Fajo09 bajas concentraciones de AIA (1 y 100 pM) no tuvieron efecto sobre la
biopelicula, pero 1 mM la aumento levemente (Fig. 1.15). Por otro lado, en la cepa Faj164
las distintas concentraciones de AIA disminuyeron levemente la biopelicula, observandose
el mayor efecto a 1 mM de AIA (Fig. 1.15). Si bien las diferencias observadas no fueron

significativas los resultados sugieren que existiria un efecto de dispersién que podria
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depender de la concentracién de AIA en la biopelicula, ya que la mayor dispersion ocurrid

en la cepa salvaje, cepa que a este tiempo tiene mayor contenido de AlA (Fig. 1.6).
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Figura. 1.15: Efecto del agregado de auxina exdgena sobre la biopelicula madura. A. brasilense Sp245 y sus
mutantes Fajo009 y Faj164 fueron crecidas en placa de 96 pocillos en Nfb NO'; sin agitacion durante 5 dias. Al
4" dia de crecimiento se agregd 1 pM, 100 uM o 1 mM de AIA, y al dia siguiente se determiné la biopelicula
formada por cristal violeta. Los datos fueron relativizados al control de cada cepa. Se muestra la media con
sus desvios de 3 ensayos independientes con tres replicas bioldgicas cada uno.

Formacion de biopelicula sobre raices de pldantulas de tomate

Por ultimo, se analizé la capacidad de las cepas de formar biopelicula sobre la raiz.
Como puede verse en la figura 1.16 las tres cepas colonizaron y formaron biopeliculas
sobre la raiz en 2 dias, observandose cumulos de células en las raices colonizadas
principalmente por Sp245 y Faj009, mientras que en Faj164 si bien se observd una gran
cantidad de bacterias, estas estaban mas dispersas sobre la superficie de la raiz (Fig. 1.16).
Tampoco se observaron diferencias en el patrén de colonizacidn, las tres cepas
colonizaron principalmente el apice y la superficie media de la raiz. Por otro lado, en las
raices inoculadas el nimero de UFC.g™ estuvo en el rango de 10° bacterias.g™ indicando
que la colonizacion fue efectiva para las tres cepas (1x10° bacterias.g™ para Sp245, 5x10°

bacterias.g'1 para Fajo09 vy 3,63 x10° bacterias.g'1 para Faj164).
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Figura 1.16: Formacion
de biopeliculas sobre
raices de plantulas de
tomate. La capacidad
de las cepas de A.
brasilense de formar

biopeliculas fue
evaluada mediante
microscopia de
fluorescencia. Las
plantulas fueron

colocadas en tubos
conteniendo agua con
13,8 mM NO; y 1x10’
bacterias.ml™ de cada
cepa. Luego de 2 dias
las  plantas  fueron
retiradas y las raices
observadas al
microscopio. El panel
de la izquierda
corresponde al campo
de fluorescencia,
mientras que el de
derecha al campo claro.
La barra en cada foto
representa 100um.
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Ciertas caracteristicas de las PGPR son importantes para que éstas colonicen en
forma eficiente las raices (Compant et al. 2010; Whipps 2001). Entre estas caracteristicas,
se describen la movilidad bacteriana, el reconocimiento de sefiales de comunicacion
planta-bacteria y la produccidn de EPS, entre otros (Reis y Olivares 2006). La capacidad de
formar biopeliculas es un proceso clave para la efectiva colonizacion de la raiz. Las senales
gue inician el proceso son variables y para el desarrollo de la biopelicula es necesaria la
expresidon de genes distintos de aquellos necesarios para la vida en cultivo plancténico
(Watnick y Kolter 2000). Se ha reportado que hasta un 30% de los genes pueden estar
diferencialmente expresados entre condiciones de crecimiento plancténicas y en
biopelicula (Solano et al. 2002).

Numerosos estudios en los que se ha focalizado en la accidn de las moléculas sefial
AlA y NO, en forma separada, destacan que ambos reguladores modulan la expresién de
genes y la acumulacién de moléculas que son parte de las cascadas de sefializacion (Hu et
al. 2010; Kochar y Srivastava 2012; Lambrecht et al. 2000; Molina-Favero et al. 2007;
Prusty et al. 2004; Somers et al. 2008; Spaepen et al. 2007). La capacidad de A. brasilense
de producir dos moléculas sefial como el AIA y el NO, que participan en la interaccion
planta-bacteria estd bien establecida (Creus et al. 2005; Molina-Favero et al. 2008;
Spaepen et al. 2009b; Spaepen et al. 2007; Vande Broek et al. 1999).

El rol del NO en la regulacién de la formacion de biopelicula ha sido demostrado
(Barraud et al. 2015; Schmidt et al. 2004). Particularmente en Azospirillum, se ha
reportado que en medios suplementados con nitrato A. brasilense forma mas biopelicula
que en medios con amonio o sin N, en donde se encuentra activa la fijacién de nitrégeno
(Siuti et al. 2011), y estas diferencias se han atribuido a la produccion de NO a partir de
nitrato, proceso en el que estd implicada la enzima nitrato reductasa periplasmica (Nap)
(Arruebarrena Di Palma 2015). Por otra parte, el AIA es considerado una molécula sefial
en Azospirillum, y un componente clave en la interaccion planta-microorganismo
(Sukumar et al. 2013; Van Puyvelde et al. 2011). Sin embargo, hasta el momento no se

habia estudiado en esta bacteria, su participacion en la formacidon de biopelicula.
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A pesar de que el AIA y el NO pueden no ser necesarios para los procesos
fisiologicos esenciales en las bacterias, existen pocos estudios que apuntan hacia una
intercomunicacion entre AIA y NO (Koul et al. 2015a; Koul et al. 2015b).

En este capitulo se estudio la participacidn del AlA y el NO durante la formacion de
biopelicula en A. brasilense y la interaccion de estas dos moléculas durante ese proceso.
Inicialmente se estudié el crecimiento estatico y la formacion de biopelicula in vitro por A.
brasilense Sp245 y sus mutantes Faj164 (nitrato reductasa periplasmatica negativa, Nap) y
Fajo09 (indol-3-piruvato descarboxilasa negativa, ipdC’), a los 2, 5y 11 dias. Los resultados
mostraron que en medios suplementados con nitrato, las 3 cepas crecieron de forma
estatica y fueron capaces de formar biopelicula hasta los 11 dias de estudio (Fig. 1.3, 1.4 y.
1.5). Si bien el crecimiento fue similar para las tres cepas a todos los tiempos, la formacion
de biopelicula fue diferente a los 2 dias entre la cepa salvaje y sus mutantes. En
concordancia con lo reportado por Arruebarrena Di Palma et al. (2013), la cepa Faj164
formé menos biopelicula que Sp245 en medios con nitrato (Fig. 1.5). Asimismo, la cepa
Fajo09 también formd menos biopelicula que la salvaje, al dia 2 (Fig. 1.5). Este ultimo
resultado sugiere que el AIA podria estar involucrado directa o indirectamente en la
regulacién de este proceso.

A los 2 dias la determinacién del contenido de nitritos y de AIA en los
sobrenadantes, mostré que la cepa Fajl64 no produjo nitritos y que el contenido de AIA
fue significativamente menor que en la cepa salvaje (Fig. 1.6 y Tabla 1.1), mientras que en
la cepa Faj009 la produccion de nitritos fue menor y no se detectd AIA (Fig. 1.6 y tabla
1.1). Sin embargo, a los 5 dias la cantidad de biopelicula formada y la produccién de
nitritos fue similar para las tres cepas, no obstante, si hubo diferencias en el contenido de
AIA (Fig. 1.5 y Tabla 1.1). Este resultado fortalece resultados anteriores que establecian la
participacidén del NO en la formacién de biopelicula y desvincularia al AIA en este proceso,
ya que las diferencias observadas en la formacién de biopelicula se corresponderian con
diferencias en el contenido de NO y no con los niveles de AlA.

Otra evidencia que apoya este resultado, es el estudio de la formaciéon de

biopelicula en medios suplementados con amonio. En este medio la formaciéon de
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biopelicula fue igual para las 3 cepas a pesar de ser 10 veces menor que en nitrato (Fig. 1.7
B). Ademas, el contenido de AIA fue similar para Sp245 y Faj164. En este ensayo no se
detectd produccidn de nitritos, aunque se ha reportado que la produccion de NO en
amonio es 25 veces menor que en nitrato (Molina Favero 2013). Independientemente del
medio, la produccion de AIA por Sp245 alcanzd una concentracion de entre 20y 25 pug.ml
1/D0<4onm, 1a cual se encuentra dentro del rango reportado para A. brasilense creciendo en
agitacion en medios con amonio como fuente de N (Cassan et al. 2014). Es importante
destacar que la mayoria de los estudios acerca de la produccidn de AIA por A. brasilense
reportados por otros autores, fueron realizados creciendo la bacteria en agitacion y en
otros medios de cultivo, generalmente suplementados con amonio (Malhotra y Srivastava
2009; Masciarelli et al. 2013; Vande Broek et al. 1999), y hasta el desarrollo de esta tesis
no habia estudios acerca de la produccion de AIA por A. brasilense en cultivos estaticos
suplementados con nitrato o amonio.

Los resultados obtenidos con la cepa Faj009, afectada en la via mds importante de
sintesis de AIA, que formé menos biopelicula y produjo menor contenido de NO, indican
gue los niveles de AIA afectan los del NO. Asimismo, los resultados observados con la
mutante Faj164 indican que la ausencia de NO influye, no sélo en la formacion de
biopelicula sino también en el contenido de AIA. En conjunto ambas evidencias dan
cuenta de una posible interaccion entre estas dos moléculas. Recientemente Koul y
colaboradores (2015), mostraron la existencia de una interaccion entre NO y AIA en A.
brasilense cepa SM. En este caso, mutantes en el regulador de la éxido nitroso reductasa
(norR) y en la éxido nitrico reductasa (norB), que tienen niveles levemente mas bajos de
NO, mostraron mayor contenido de AlIA que la cepa salvaje, indicando que alteraciones en
los niveles enddgenos de NO podrian estar regulando la sintesis de AlIA. Este mismo autor
mostré que la presencia en el medio de triptéfano, precursor de auxinas, o de AlA,
también influyeron en la produccién de NO por las cepas mutantes en comparacion con la
cepa salvaje (Koul et al. 2015b). Los resultados hallados en esta tesis también muestran
una interaccién entre ambos reguladores en Sp245. Las diferencias observadas en el

contenido de AIA entre la cepa salvaje Sp245 y la mutante Faj164 podrian atribuirse a los
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niveles diferenciales de NO enddgeno. Del mismo modo, y en base a los observado con la
mutante Fajo09, los bajos niveles de auxinas podrian estar afectando la sintesis de NO.

El tratamiento de los cultivos con 10 o 100 uM de SNP como dador de NO,
aumentd la formacion de biopelicula en Fajl64, produciendo probablemente una
complementacion quimica. Sin embargo, no tuvo el mismo efecto en Sp245 y Fajo09,
donde 10 uM no afectd la biopelicula pero 100 uM de SNP la disminuyd (Fig. 1.8 A). En A.
brasilense, ya ha sido reportada esta respuesta, donde bajas concentraciones de NO
promueven la formacidon de biopelicula y altas la disminuyen (Arruebarrena Di Palma
2015). La produccion de nitritos de la biopelicula (como medida indirecta de la produccién
endogena de NO) no se vio afectada con el agregado del dador de NO, SNP (Fig. 1.10). En
medios con nitrato el 95% del NO es producido por la via de desnitrificacion en A.
brasilense (Molina-Favero et al. 2008), donde la produccién de nitritos es un intermediario
de dicha via (Cohen et al. 2010). El agregado de un dador exdégeno de NO, no
necesariamente afectaria la produccidon enddégena de nitritos. Por otra parte, como se
menciond previamente, el SNP libera una concentracién de NO 1000 veces menor
respecto de la concentracién de dador utilizada (Barraud et al. 2006; Ederli et al. 2009), y
el uso de SNP tiene la ventaja de que establece niveles estacionarios de NO que imitan la
produccién endégena de NO durante la desnitrificacion bacteriana (Kwiatkowski y
Shapleigh 1996). Por otro lado, el agregado de 1 uM, 50 uM y 1mM del dador de NO,
GSNO, no logré revertir la deficiencia en la formaciéon de biopelicula en Fajl64. El
mecanismo y la cinética de liberacién de NO del donante depende de factores externos,
de la toxicidad de productos acumulados, etc. (Floryszak-Wieczorek et al. 2006). Para el
GSNO se ha descripto una cinética de liberacion del NO rapida vy transitoria (entre 30 y 60
min), ademas de liberar 8 veces menos NO que el SNP a una misma concentracién (Ederli
et al. 2009). El hecho de no haber obtenido resultados similares al tratamiento con el SNP,
puede deberse a que las concentraciones utilizadas no liberaron suficiente NO, o que la
adicién de GSNO cada 24 hs fue insuficiente y no generd niveles estables y necesarios de

NO para revertir la deficiencia la formacidn de biopelicula en Faj164.
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Se ha reportado que en Pseudomonas aeruginosa el NO afecta la formacidn y la dispersidn
de la biopelicula modificando los niveles intracelulares de di-GMPc (Barraud et al. 2009).
En A. brasilense cepa Sp7 recientemente se ha mostrado que una mutante en Diguanilato
ciclasa A, desmejorada en la sintesis de di-GMPc, mostré menor formacion de biopelicula,
indicando que este mecanismo de regulacion también estaria presente en esta bacteria
(Ramirez-Mata et al. 2016).

Por otro lado, la adiciéon de distintas concentraciones de AIA exdgeno al cultivo
disminuyé la formacién de biopelicula en Sp245 y Fajo09 (Fig. 1.8 B). De todas las
concentraciones probadas de AIA (1y 10 uM, 1 mM), ninguna logrd restituir la biopelicula
en Faj009. Las concentraciones de auxina utilizadas esta tesis fueron seleccionadas en
base a las utilizadas para Azospirillum en estudios previos realizados por otros autores
(Vande Broek et al. 2005; Spaepen et al. 2009b; Van Puyvelde et al. 2011). Ademas se
incluyé la misma concentracién producida por Sp245 (aprox. 30uM), de manera de poder
complementar exdgenamente los niveles de AIA en Fajo09, y no se logré restituir la
biopelicula (resultados no mostrados). Es importante notar que esta disminucién en la
formacion de biopelicula ocasionada por el agregado exdgeno de AIA solo se observé en la
cepa salvaje y en Fajo09 y no esta relacionada a una diferencia en el crecimiento, ya que
las tres cepas crecieron de forma similar. Por lo tanto, el agregado de AlA tiene el efecto
de disminuir la formacién de biopelicula en Sp245 y Faj009.

En otras especies como E. coli K12 (Bianco et al. 2006), Rhizobium etli (Spaepen et
al. 2009a) y Bradyrhizobium japonicum (Donati et al. 2013), el agregado de AIA indujo la
formacién de biopelicula ya sea incrementando la expresidn de los genes implicados en la
sintesis de lipopolisacaridos, de exopolisacaridos y de trehalosa, o bien alterando genes
involucrados en la movilidad y adhesion. Todos estos estudios apuntan a la presencia de
AlA como una sefial que desencadena una respuesta a condiciones de estrés. Por otro
lado, se ha reportado que compuestos derivados de indoles, tales como el indol-3-
acetaldehido, indolacetonitrilo, el acido indolacético, entre otros, tienen el potencial de
inhibir la formacién de biopelicula de especies clinicamente relevantes para la salud

humana (Lee et al. 2011; Rabin et al. 2015; Worthington et al. 2012). En particular, los
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efectos del agregado exdgeno de AlA a la biopelicula de A. brasilense Sp245 no se habian
estudiado. No obstante, algunos reportes indican que la adicion de AIA a los cultivos de
Azospirillum modifica la expresién de genes involucrados en la sintesis de proteinas de
transporte y de superficie, e incrementa la expresion del sistema de secrecién tipo IV
(T6SS) que esta relacionado a la interaccion bacteria-eucariotas (Van Puyvelde et al. 2011).
Todo esto indicaria que la bacteria expuesta a AIA estaria mejor adaptada para la
interaccion con la planta (Van Puyvelde et al. 2011). En las condiciones ensayadas en esta
tesis el agregado de AIA disminuyd la formacién de biopelicula en Sp245. Teniendo en
cuenta la respuesta obtenida con las concentraciones de AlA utilizadas, seria interesante
evaluar si concentraciones menores (del orden de nanomolares) tienen un efecto opuesto
sobre la formacidn de biopelicula. Relacionado a esto, se ha reportado una respuesta dual
al AlA en A. tumefaciens y P. aeruginosa durante la formacién de biopelicula, donde bajas
concentraciones la promueven y altas la disminuyen (Plyuta et al. 2013).

Otra posibilidad es que el AIA sea la sefial para iniciar la dispersién de Ia
biopelicula. El agregado de AIA exdgeno no logré dispersar la biopelicula pre formada de
manera significativa, sin embargo la cepa salvaje mostré una notable disminucién (Fig.
1.12), por lo que no se descarta que el AIA tenga la capacidad de dispersar la biopelicula
establecida, favoreciendo de esta forma la colonizacién bacteriana de otros sitios.

Se sabe que cambios en el ambiente como variaciones en la temperatura, en el PH,
o en la disponibilidad de nutrientes disparan la sintesis de AIA en Azospirillum (Malhotra y
Srivastava 2009; Ona et al. 2005). Si bien el agregado de altas concentraciones de AIA no
afecté el crecimiento de la bacteria, un exceso de esta molécula en el medio podria
disparar sefiales en la bacteria que le indiquen que el ambiente ya no es favorable y
movilizarse hacia otros ambientes. La dispersion de la biopelicula puede proporcionar a la
bacteria una ventaja competitiva al acceder a un nuevo nicho y continuar colonizando
otros sitios del mismo u otro hospedador. Recientemente se ha reportado que la
degradacion de auxinas tiene un rol clave en la colonizacion y promocion del crecimiento
ejercida por Burkholderia phytofirmans PsJN (Zuiiiga et al. 2013). En este trabajo se

reportd que la inoculacidn de Arabidopsis con una mutante de B. phytofirmans, incapaz de
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degradar auxinas, no tuvo efectos de promocién del crecimiento comparado con la cepa
salvaje. Por otro lado B. phytofirmans PsNJ logré prevenir los efectos de inhibicion del
largo de la raiz principal provocado por el agregado de AIA exdégeno, mientras que la
mutante solo lo hizo parcialmente (Zufiga et al. 2013). Estos resultados dan cuenta de que
las bacterias controlan finamente los niveles de AIA en la interaccién con la planta
hospedadora (Leveau y Lindow 2005).

Las evidencias sugieren, que el NO (a baja concentracién, 10 nM) y el AlA tienen
efectos opuestos sobre la formacién de biopelicula en A. brasilense Sp245 (Fig. 1.9): el NO
la promueve mientras que el AIA la reduce. En esta tesis se observd que el agregado de
AlA exdgeno disminuyd el contenido de nitritos (Fig. 1.10) y la tasa de produccion de NO
tanto en la cepa salvaje como en Fajo09 (Fig. 1.12 B), indicando que los efectos del AlA
sobre la biopelicula se deberian a que esta molécula es capaz de afectar la sintesis de NO.
Asimismo el hecho de que la adicidn del dador de NO, SNP, evite que el AIA reduzca la
formacién de biopelicula apoyan esta hipétesis (Fig. 1.9).

Independientemente de la formacién de biopelicula los resultados muestran una
interaccion entre estas dos moléculas en Azospirillum, donde los niveles de AIA modifican
los niveles de NO, y los niveles de NO modifican los de AIA. Esto queda en evidencia ya
que el agregado de NO exdgeno al cultivo disminuye el contenido de AlA, asi como el de
AlA disminuye los niveles de NO (Fig. 1.11, 1.12). Resultados similares fueron observados
en Azospirillum SM donde el agregado de SNP disminuyd el contenido de AIA (Koul et al.
2015b).

La interaccion entre el AIA y el NO queda expuesta con el andlisis de la expresiéon
de genes involucrados en el metabolismo del NO y de la biosintesis de AIA (Fig. 1.13 y
1.14). El hecho de que el secuestrante especifico de NO enddgeno, cPTIO, induzca la
expresidon del promotor de uno de los genes mas importante en la via de sintesis de AIA
(ipdC), indica que el NO es capaz de alterar la sintesis de AIA modificando la expresion del
gen jpdC (Fig. 1.13). Por otro lado, la expresion del gen de la nitrato reductasa
periplasmatica (Nap) en presencia de AIA no se vio modificada (Fig. 1.14 Ay B), por lo que

no se puede atribuir la disminucién en la produccion de nitritos observada a alteraciones
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en la expresion de dicho gen. Sin embargo la expresién del gen de nitrito reductasa (Nir),
gue codifica para la enzima encargada de la sintesis de NO a partir de nitrito, si se vio
disminuida en presencia de AlA. Este resultado indica que el AlA afecta la sintesis de NO,
disminuyendo la expresién del gen Nir (Fig. 1.14 Ay B).

Si bien hay pocos estudios en bacterias acerca de la interaccion de estos dos
reguladores, en plantas es conocido que existe una correlacién entre los niveles de NO y
AlA, donde el NO exdégeno modula la expresion de los genes dependientes de auxina
(Terrile et al. 2012), asi como el AIA induce la acumulacién de NO en raices (Correa-
Aragunde et al. 2004; Pagnussat et al. 2002) Mas recientemente, se ha reportado que el
NO afecta la biosintesis, el transporte y la via de sefializacién de auxinas en Arabidopsis
(Sanz et al. 2015).

Es sabido que la inoculacién con Azospirillum genera cambios en la arquitectura
radical que son desencadenados por la accidon conjunta de fitohormonas en asociacidn con
otras moléculas (Bashan y de-Bashan 2010). Los efectos positivos de Azospirillum sobre el
crecimiento de la planta se obtienen si el grado de colonizacién se encuentra entre 10° a
10° células por plantula, mientras que a concentraciones menores o mayores no se induce
respuesta o sus efectos son negativos, respectivamente (Dobbelaere et al. 1999; Fallik et
al. 1994; Kapulnik et al. 1985; Pereyra et al. 2007). Aqui se estudid la capacidad de
Azospirillum y sus mutantes de formar biopelicula y colonizar las raices de tomate. Luego
de dos dias de exponer las raices a las bacterias, las tres cepas se adhirieron a la superficie
de la raiz y formaron biopeliculas (Fig. 1.14). La colonizacién estuvo en el orden de 10°
células.g’ de peso fresco de raiz. Este grado de colonizacién estuvo dentro del éptimo
para la induccion de efectos positivos en el crecimiento, aunque no se evaluaron dichos
pardametros. Resultados similares obtuvo Molina Favero (2013), en donde semillas de
tomate inoculadas con Sp245, Fajo09 y Faj164 no mostraron diferencias en el grado de
colonizacion, pero si en la promocion del crecimiento. En dicho trabajo se demostré que el
NO media la formacidn de raices laterales y adventicias promovida por el AIA producido
por Azospirillum. En contraposicion a estos resultados, Steenhoudt et al. (2001b)

observaron menor capacidad de colonizacién de la rizésfera de arroz y trigo por una
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mutante espontdnea de A. brasilense Sp245 deficiente en actividades nitrato reductasa
periplasmica Nap y asimilatoria Nar. Por lo tanto, en las condiciones ensayadas y con la
metodologia empleada para evaluar la colonizacién en esta tesis (UFC y microscopia de
fluorescencia), la deficiencia en la sintesis de auxinas como la falta de actividad Nap no
afectaria la formacién de biopelicula y la colonizacion de las raices de plantulas de tomate.
Sin embargo, no puede descartarse la presencia de otros factores liberados por la planta
gue puedan estar influenciando la colonizacién, como los exudados de las raices

(Lugtenberg et al. 1999).

En resumen, los resultados obtenidos en este capitulo, permiten consolidar al NO
como participante clave en la formacion de la biopelicula por A. brasilense. Ademas, se
presentan evidencias de que el AIA exdgeno disminuye la formacion de biopelicula
indirectamente, posiblemente afectando la sintesis de NO. Por otro lado, los resultados
sugieren una interaccién entre AIA y NO, donde la sintesis de NO es afectada por la
presencia de AIA, y el agregado de NO disminuye el contenido de AIA en biopeliculas de

Azospirillum.
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Capitulo 2

Formacion de biopelicula por A.
brasilense en condiciones de estrés
salino, participacion del 6xido nitrico
y auxinas
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Introduccion y objetivos
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La salinizacién del suelo y del agua es uno de los problemas medioambientales mas
antiguos y serios en el mundo, que afecta a mas de 830 millones de hectareas en mas de
100 paises (Martinez-Beltran y Manzur 2005). Argentina es el tercer pais en el mundo con
areas extensamente salinizadas luego de Rusia y Australia (Puchulu 2008). La salinizacidn
se produce mayormente en regiones aridas y semidridas (FAO, 2002). Uno de los aspectos
mas caracteristicos de los suelos con exceso de sodio es la compactacidn, donde estos se
convierten en duros, secos e impermeables debido a la dispersién de arcilla y de la
materia orgdnica. Esto afecta el crecimiento y desarrollo de muchas especies vegetales, asi
como también el rendimiento de los cultivos (Sanchez et al. 2014). La aplicacién de PGPR
para disminuir los efectos nocivos ocasionados por diferentes tipos de estrés ha sido
ampliamente reportada (Dimkpa et al. 2009; Gururani et al. 2013; Rojas-Tapias et al. 2012;
Yang et al. 2009; Yousefi et al. 2017). Particularmente para el estrés salino, se ha
demostrado que la inoculacién con PGPR tiende a mejorar la eficiencia del uso del agua y
la absorcién de nutrientes, lo que conlleva a un mejor crecimiento de las raices y de la
planta en general (Qurashi y Sabri 2012). En este sentido, la inoculacidn con Azopirillum
brasilense para mitigar los efectos del estrés salino sobre especies de importancia
agrondmica ha sido estudiada, obteniéndose resultados favorables (Barassi et al. 2006;
Creus et al. 1997; Fasciglione et al. 2015; Khalid et al. 2017). Para que A. brasilense pueda
ejercer su efecto benéfico y/o protector sobre la planta es necesaria una efectiva
adhesién a la raiz y la posterior colonizacion formando una biopelicula. El establecimiento
de la biopelicula sobre la raiz proporciona proteccién frente a la ocurrencia de estrés
ambiental, disminuyendo la capacidad de competencia microbiana, y afectando
positivamente a la planta hospedante en lo concerniente a su crecimiento, y a nivel de
cultivos aumentando el rendimiento y la calidad de éstos (Ramey et al. 2004)

En Azospirillum el proceso de adhesién a la raiz involucra dos pasos: el primero es
una adsorcion rdpida, débil y reversible que depende de proteinas de la superficie. El
segundo es el anclaje irreversible de la bacteria a la raiz, en el cual estan involucrados
exopolisacaridos bacterianos (Michiels et al. 1991). Estudios realizados por Jofré et al.

(1998) demostraron que la adhesidn de Azospirillum a raices de plantas de maiz y trigo se
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veia alterada cuando la bacteria crecia en condiciones de salinidad. Por otro lado, se ha
visto que la agregaciéon bacteriana se encuentra afectada por la presencia de sal en el
medio (Chowdhury et al. 2007). La capacidad de Azospirillum para formar biopelicula en
condiciones de salinidad como estrategia para sobrevivir en la rizosfera y colonizar las
raices, resulta de interés debido al uso de estas bacterias como inoculantes para mejorar
la tolerancia de las plantas a la salinidad.

En Argentina, el Instituto de Microbiologia y Zoologia Agricola del INTA desarrollé
un intenso programa para seleccionar e identificar cepas de Azospirillum sp.
potencialmente aplicables en la agricultura. Considerando los antecedentes generados por
este programa, se establecid que la cepa nativa Az39 de A. brasilense es la estirpe
recomendable para la fabricacidon de inoculantes, destinados inicialmente a los cultivos de
maiz y trigo en la Republica Argentina (Cassan et al. 2015). La misma fue adoptada
mayoritariamente por las empresas de inoculantes para cultivos. Por esta razdn, se
decidié incorporar esta cepa al estudio de la respuesta a la salinidad y la formacién de

biopelicula por A. brasilense.

Objetivo general

Investigar la capacidad de A. brasilense de formar biopelicula en condiciones de
salinidad y la participacion del AIAy NO en este proceso.

Objetivos especificos

1- Estudiar el crecimiento en placa de las cepas de A. brasilense: a) Sp245 (salvaje);
b) Faj164 (mutante isogénica NapA, nitrato reductasa periplasmica negativa); c) Faj 009
(mutante isogénica de la Sp245 en la piruvato decarboxilasa (ipdC) y d) Az39, frente a

distintas concentraciones de cloruro de sodio.

2- Analizar la formacién de biopelicula in vitro por las cepas de A. brasilense

mencionadas en presencia de cloruro de sodio.
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3- Determinar si la presencia de sal en el medio afecta la produccién de AIA y NO

por A. brasilense.
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Materiales y métodos

68



1- Crecimiento en placa Rojo Congo con 0, 200, 300 y 350mM NaCl

Los precultivos en medio LB fueron iniciados a partir de 1 o 2 colonias de las cepas
a utilizar, se llevaron a agitacidon por 16 hs a 100 rpm. Por cada cepa se realizaron dos
replicas bioldgicas. Se ajusté a una DOssomm de 1, se realizaron diluciones seriadas (10 1
hasta 10 %) en buffer fosfato. Se colocaron 10 pl de cada dilucién (gota) en placa
conteniendo ARC suplementado con 0, 200, 300 o 350 mM de NaCl. Las placas fueron
incubadas a 32°C durante 4-5 dias. Las bacterias viables de cada placa fueron enumeradas

para calcular las UFC en cada condicién (Herigstad et al. 2001).

2- Formacion de biopelicula

Los precultivos en LB se iniciaron a partir de 1 o 2 colonias de las cepas de A.
brasilense a utilizar, y se incubaron en agitacion por 16 hs a 100 rpm. Se ajustaron DO en
buffer fosfato a 2, se diluyeron 1/100 en medio fresco Nfb o Nfb suplementado con NacCl.
200 pul de cada dilucién fueron colocados en la placa de 96 pocillos incubada sin agitaciéon
a 32°C durante 2 dias. Se determind el crecimiento total y la formacion de biopelicula
como se describe en materiales y métodos del capitulo 1.

3- Determinacion del contenido de nitritos y auxinas en la biopelicula

El contenido de nitritos y auxinas en el sobrenadante de la biopelicula se

determiné como se describe en la seccion de materiales y métodos en el capitulo 1.
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Resultados
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Crecimiento de A. brasilense frente a distintas concentraciones de NaCl

Con el objetivo de estudiar la capacidad de A. brasilense Sp245 y Az39 de crecer en
distintas concentraciones de cloruro de sodio, se determind el crecimiento en placa de
Petri con ARC suplementado con 0, 200, 300 o 350 mM de NaCl. En este caso también se
utilizaron las cepas mutantes Faj009 y Faj164 para establecer si el AIA o el NO estan
implicados en la respuesta frente a condiciones de salinidad. Como puede observarse en
la figura 2.1, 200 mM de NaCl no afectd el crecimiento de las cepas de A. brasilense
mientras que 300 mM lo disminuyd en Sp245, Faj164 y Faj009 pero no en Az39. En 350
mM todas las cepas bajaron el nimero de UFC, sin embargo podemos destacar que Az39
mostré mayor resistencia a esta condicion, y que las cepas mds afectadas fueron Sp245 y

Faj164, y en menor medida Fajo09.

Figura 2.1: Crecimiento de A.

15- .- Sp?45 brasilense en distintas
-& Fajoo9 concentraciones de NaCl. Las

-4~ Fajl64 cepas de A. brasilense fueron

- - -¥- Az39 crecidas en medio RC

suplementado con 200, 300 6
350 mM de NaCl y se
determinaron las UFC.ml™. Se
muestra el Log de las UFC.ml™
promedio de 3  ensayos
independientes con 2 réplicas
cada uno, y las barras indican los
desvios estandares.
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Crecimiento estdtico y formacion de biopelicula en condiciones de salinidad

Se analizé el crecimiento estdtico y la formacién de biopelicula de A. brasilense
Sp245, Fajl64, Fajo09 y Az39 en estrés salino. Para ello, las cepas se crecieron en Nfb
nitrato suplementado con 300 mM de NaCl durante dos dias. Al igual que en el caso del

crecimiento en placa ARC, 300 mM de NaCl disminuyd el crecimiento de Sp245, Fajo09 y
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Faj164 respecto de su control sin NaCl, mientras que Az39 a esa concentracién de NaCl no
fue afectada, (Fig. 2.2 A).

Las cepas Fajl64 y Az39 mostraron los niveles mas bajos de formacidén de
biopelicula en condicién control sin sal. En 300 mM de NaCl se observé un aumenté en la

formacién de biopelicula en todas las cepas respecto de su control sin sal (Fig. 2.2 B).
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Figura 2.2: Crecimiento estatico y formacion de biopelicula de A. brasilense en condiciones de salinidad.
Sp245, Fajo09, Faj164 y Az39, fueron crecidas en placa 96 pocillos sin agitacién por 2 dias en medio Nfb NO;
mas el agregado de 300 mM de NaCl. (A) Se determiné el crecimiento total (planténicas mas adheridas) por
DOs40nm Y (B) la formacion de biopelicula por CV. Los datos de CV estan relativizados al crecimiento total. Se
muestra la media con sus desvios de 3 ensayos independientes con 3 replicas cada uno. A la derecha de la
figura B se muestra una fotografia representativa de la tincién con CV. *Indica diferencias significativas
respecto de su control basado en un test de t-Student (P<0,05).
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Efecto del NaCl sobre la produccion de nitritos y auxinas en la biopelicula

Para evaluar si la presencia de alta concentracion de NaCl aumenta la formacion de
biopelicula por un incremento en la produccion de NO se determind la produccién de
nitritos (como medida indirecta de NO) en los sobrenadantes de las biopeliculas. En las
cepas Sp245, Fajo09 y Az39 la adicién de 300 mM de NaCl al medio de cultivo produjo un
aumento significativo de la producciéon de nitritos (Fig. 2.3). La cepa Fajl64 no mostrd
produccién de nitritos en condiciones control, sin embargo en presencia de NaCl pudo

observarse un leve aumento del contenido de nitritos (Fig. 2.3).
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Figura 2.3: Produccion de nitrito en la biopelicula de A. brasilense en condiciones de salinidad. Se
determind la produccidn de nitritos en el sobrenadante de la biopelicula de Sp245, Faj009, Faj164 y Az39 a
los dos dias en medio Nfb NO; suplementado con 300 mM NaCl. Los valores obtenidos fueron normalizados
en relacion al crecimiento total (DO 540,,,). Los valores corresponden a las medias y los desvios estandares
de 3 ensayos independientes, con 3 replicas cada uno. *Indica diferencias significativas respecto de su
control basado en un test de t-Student (P<0,05). Nd; no detectado.

Por otro lado, también se estudidé si la presencia de sal en el medio afecta la
produccién de AIA. Como se observa en la figura 2.4, 300 mM de NaCl disminuyé el
contenido de AIA en la biopelicula de Sp245 y de Az39, mientras que en Fajl64 lo

aumento.
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Estos resultados indican que altas concentraciones de NaCl (300 mM) incrementan
la formacién de biopelicula, la produccién de nitritos (NO) y modifican el contenido de AIA

en A. brasilense.
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Figura 2.4: Concentracion de auxinas en la biopelicula de A. brasilense en condiciones de salinidad. Se
determind el contenido de auxinas (AlA) en el sobrenadante de las biopeliculas de Sp245, Faj009, Fajl164 y
Az39 a los dos dias mediante el método de Salkowski. Los valores obtenidos fueron normalizados en relacién
al crecimiento total (DO 540,,,). Los valores corresponden a las medias y los desvios estandares de 3 ensayos
independientes, con 3 replicas cada uno. *Indica diferencias significativas respecto de su control basado en
test de Student (P<0,05).
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Discusion
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La inoculacién de plantas con PGPR puede proporcionar una proteccién contra el
estrés bidtico, y aumentar la tolerancia frente a estreses abidticos tales como la sequia, la
salinidad y la toxicidad de metales pesados (Dimkpa et al. 2009). Azospirillum es capaz de
mitigar el estrés salino, hidrico y osmotico en diferentes especies vegetales (Barassi et al.
2006; Casanovas et al. 2002; Cassan et al. 2009a; Creus et al. 2004; Hamaoui et al. 2001).
Sin embargo, se ha demostrado que en Azospirillum, altos niveles de salinidad afectan el
crecimiento, la fijacidon de nitrégeno (Tripathi et al. 2002) y también la adhesion a raices
de maiz y trigo (Jofré et al. 1998). La formacién de biopelicula representa una solucién
oOptima para colonizar nichos y sobrevivir ain en condiciones desfavorables como la baja
disponibilidad de nutrientes, la desecacién, condiciones de bajos pH, etc (Rinaudi y
Giordano 2010).

En esta Tesis se estudid la capacidad de A. brasilense de sobrevivir y formar
biopelicula en condiciones de alta salinidad, en relacidon a la producciéon de AIA y NO
durante este proceso.

En primer lugar se analizod el crecimiento de las diferentes cepas de A. brasilense
Sp245 en placa de Petri. Una concentracion moderada de sal como es 200 mM de NaCl no
afectd el crecimiento de ninguna de las cepas estudiadas, sin embargo a mayores
concentraciones, 300 y 350 mM de NaCl, la cepa Sp245 y sus mutantes disminuyeron su
crecimiento. Interesantemente, Az39 mostré una mayor tolerancia a condiciones de alta
salinidad (Fig. 2.1). Resultados similares obtuvo Rivarola et al. (1998) donde se muestra
qgue 200 mM NaCl no afectd el crecimiento de A. brasilense Cd pero 300 mM NacCl lo
disminuyd en un 60%. La tolerancia a la salinidad de Azospirillum varia segun la cepa.
Algunos autores sugieren que en Azospirillum la tolerancia a la salinidad es especie-
especifica y otros que es cepa especifica y depende de la salinidad del habitat de donde
fue aislada (Tripathi et al. 1998). Nuestros resultados muestran una respuesta diferencial
ante la condicion salinidad entre A. brasilense Sp245 y Az39. Estos resultados reafirman la
eleccidn de la cepa Az39 que fue considerada la de mejor performance para la inoculacién

de cultivos en diferentes regiones agroecoldgicas de nuestro pais (Cassan et al. 2015).
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Una de las estrategias que adoptan las bacterias frente a variaciones en la salinidad
del suelo es la acumulacion de osmolitos como glicina betaina, prolina, iones de potasio, o
trehalosa (Da Costa et al. 1998; Fernandez-Aunidn et al. 2010). Otras producen cambios
en los componentes de la superficie celular como en sus EPS y LPS (Chowdhury et al. 2007;
Jofré et al. 1998), y también en la variacion en su capacidad de formacién de biopelicula
(Qurashi y Sabri 2012). Como se describid en el capitulo 1 de esta tesis, en medios con
nitrato, Azospirillum forma biopelicula mostrando la cepa Sp245 la mayor formacién de
biopelicula que las cepas mutantes Fajl64 y Faj009. Asimismo, Az39 formd menos
biopelicula que Sp245 (Fig. 2.2 B). La cepa Az39 tiene una Nap funcional (Perrig 2015,
comunicacion personal y Fig. 2.3) por lo que estas diferencias no pueden ser atribuidas a
la ausencia de NO (Cap. 1). Sin embargo por ser cepas diferentes de A. brasilense podrian
tener distinta capacidad de formar biopelicula en las condiciones ensayadas. Se ha
descripto que cepas de A. brasilense difieren entre si en varios aspectos relacionados a la
promocién del crecimiento, como la produccidon de auxinas, etileno, giberilinas vy
poliaminas, entre otros (Perrig et al. 2007).

Por otro lado, una alta condicién de salinidad (300 mM NaCl) provocé que todas las
cepas de Azospirillum en estudio formaran una mayor cantidad de biopelicula (Fig.2.2 B).
Es importante notar que la formacion de biopelicula fue promovida a una concentracion
de sal que afecta el crecimiento. Este resultado sugiere que la formacién de la biopelicula
estd asociada a un mecanismo de proteccion, que le permite a la bacteria sobrevivir en
ambientes adversos.

Se sabe que la formacién de biopelicula en A. brasilense esta mediada por NO
(Arruebarrena Di Palma et al. 2013), el analisis de la produccién de nitritos (como medida
indirecta de NO) mostré que frente a condiciones de salinidad existe un aumento de la
produccién de nitritos (NO) (Fig. 2.3). El aumento en la produccién de nitritos y de NO, y la
consecuente formacion de biopelicula podria ser una respuesta de A. brasilense a una
condicién de estrés como es la exposicidn a una alta concentracién de sal. Ademas de ser
el NO una molécula sefal en la formacién y/o dispersidn de la biopeliculas en bacterias,

también se lo ha vinculado a la respuesta al estrés. En B. subtilis se ha demostrado que
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tanto el NO enddgeno como el exdgeno protege la célula contra el dafio oxidativo,
activando catalasas para detoxificar el exceso de especies reactivas de oxigeno (Gusarov y
Nudler 2005). Por otro lado, en plantas, se sabe que el NO actia como una molécula sefial
en la respuesta a NaCl, aumentando la actividad de enzimas antioxidantes, y la expresién
de genes especificos de resistencia a salinidad (Arasimowicz y Floryszak-Wieczorek 2007).
Sin embargo, que la cepa Faj164 forme igual cantidad de biopelicula que la cepa salvaje en
condiciones de salinidad sugiere que otro/s mecanismos de respuestas independientes de
la produccién de NO actuarian en la regulaciéon de la formacién de biopelicula frente a
condiciones de estrés. Por ejemplo, ha sido reportado que la produccion de EPS tiene un
rol significativo en la proteccion de las células bajo estrés salino (Arora et al. 2010), y que
una mayor produccién de EPS permite el desarrollo de una biopelicula mas estable
(Qurashi y Sabri 2012). Si bien en esta tesis no se determind el contenido de EPS, esta
descripto que en presencia de estrés salino A. brasilense Cd aumenta la produccion de EPS
y la formacién de agregados, lo que le confiere mayor adaptacién a las condiciones de
salinidad (Chowdhury et al. 2007).

Por otro lado, que la cepa Fajo09, deficiente en la produccidon de auxinas, se
comporte de manera similar a la salvaje, permite concluir que la mutacién ipdC ™ de A.
brasilense no afecta la formacién de biopelicula y la produccién de nitritos en condiciones
de estrés salino. Sin embargo, se pudo observar que el agregado de 300 mM NaCl si afectd
la sintesis de auxinas en la biopelicula Sp245, Az39 y Faj164 (Fig. 2.4). En este sentido, se
ha reportado que diversos factores ambientales afectan la biosintesis de AIA en
Azospirillum. El estrés osmotico, el acido abscisico y efectores de hongos fitopatégenos
aumentan la sintesis de AIA, mientras que el estrés oxidativo, la salinidad y el metil
jasmonato la disminuyen (Cassan et al. 2014). En concordancia con este reporte, una alta
concentracion de NaCl disminuyd el contenido de auxinas en la cepa Sp245 y Az39 (Fig.
2.4). En este contexto, la biosintesis de auxinas en Azospirillum parece depender de la
concentracion de NaCl en el medio, ya que bajos niveles de salinidad (menores a 100 mM
NaCl) estimulan la produccidn de auxinas, mientras que mayores concentraciones la

inhiben (Tripathi et al. 1998). En contraste a lo observado en las cepas salvajes Sp245 y
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Az39, el agregado de 300 mM NaCl aumenté el contenido de auxinas en Faj164 la cepa
mutante en la Nap (Fig. 2.4). Si bien no se han dilucidado los mecanismos por los cuales
los distintos tipos de estrés modifican la sintesis de auxinas, en base a lo reportado en el
capitulo 1 de esta tesis, se podria hipotetizar que la presencia de NaCl induce la
produccion de NO, y que este aumento produciria una disminucién en la sintesis de AlA.
En la cepa Faj164, debido a la ausencia o la baja produccion de NO, estos mecanismos
estarian desbalanceados encontrdndose respuestas diferentes. En este sentido, se ha
reportado que la cepa Fajl64 posee mecanismos desbalanceados respecto de la cepa
salvaje, en el proceso de adquisicion de hierro y en la expresion de los genes vinculados al
metabolismo del hierro, los cuales se ven afectados por la mutacidn nap™ de A. brasilense
(Arruebarrena Di Palma 2015).

Los resultados obtenidos en este capitulo permiten establecer que A. brasilense
Sp245 y Az39 forman biopelicula como una estrategia para afrontar las condiciones de
estrés salino. El rol del NO en este proceso no puede ser descartado ya que la presencia
de NaCl aumenta significativamente la produccion de nitritos. Sin embargo, los resultados
obtenidos con la cepa Faj164 permiten suponer la existencia de otros mecanismos
involucrados en la regulacidon de la formacion de biopelicula bajo condiciones de estrés

salino.
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Capitulo 3

Estudio de la interaccion entre A.
brasilense y P. protegens en la
formacion de biopelicula mixta.
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Introduccion y Objetivos
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Inoculantes bacterianos

Se definen a los inoculantes como insumos formulados con uno o varios
microorganismos, que aplicados a los cultivos mejoran el crecimiento, estado sanitario y
rendimiento de los cultivos. La aplicacion practica de bacterias vivas como inoculantes fue
controvertida desde su inicio, ya que los resultados sobre los cultivos no siempre pueden
ser predichos, y dependen de varios factores entre ellos ecoldgicos, climaticos vy
tecnoldgicos. El entender dichos factores y sus interacciones posibilitard el uso exitoso de
esta tecnologia.

PGPR pueden encuadrarse dentro de los siguientes tipos de acuerdo al efecto
benéfico que presenten en la agricultura: a) Fitoestimulantes, estimulan la germinacién
de las semillas y el enraizamiento por la produccién de reguladores del crecimiento,
vitaminas y otras sustancias; b) Biofertilizantes, incrementan el suministro de los
nutrimentos por su accidn sobre los ciclos biogeoquimicos, tales como la fijacién de N,, la
solubilizaciéon de elementos minerales o la mineralizacién de compuestos organicos; c)
Agentes de control bioldgico de patégenos, desarrollan fendmenos de antagonismo
microbio-microbio; d) Biorremediadores, eliminan productos xenobidticos tales como
pesticidas, herbicidas y fungicidas; y e) Mejoradores ecofisiolégicos, incrementan la
resistencia de las plantas al estrés tanto bidtico como abidtico (Bowen y Rovira 1999;
Grageda-Cabrera et al. 2012).

La inoculacién con mas de una cepa bacteriana tiene como objetivo obtener mayor
efecto positivo sobre la planta debido a la interacciéon sinérgica de las cepas. Sin embargo,
puede ocurrir que las cepas que componen el inoculante compitan entre si, y como
consecuencia no ejerzan el efecto positivo esperado (Trabelsi y Mhamdi 2013).

El uso potencial de Azospirillum en inoculantes mixtos es prometedor (Cassan et al.
2009b; Combes-Meynet et al. 2011; Singh et al. 2010). Por ejemplo, la co-inoculacion de A.
brasilense Az39 y la micorriza Glomus intraradices mejord el crecimiento de arroz en
condiciones de riego normal y de estrés hidrico (Ruiz-Sanchez et al. 2011); en tomate A.

brasilense Sp7 y Glomus clarum o Glomus fasciculatum incrementaron el peso y el largo de
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las raices (Pulido et al. 2003), mientras que A. brasilense Az39 y Bradyrhizobium japonicum
E109 promovieron la germinacion, y el crecimiento de las plantulas en maiz y soja (Cassan
et al. 2009b), sélo para mencionar algunos de los trabajos que muestran que la co-

inoculacién de dos microorganismos es superadora de la inoculacién simple.

El género Pseudomonas

Pseudomonas es un género amplio y diverso integrado por bacilos Gram-negativos,
generalmente aerdbicos y moviles por la presencia de un flagelo polar. A pesar de que
algunas especies de Pseudomonas son patdgenas de animales y plantas, muchas otras
como las especies de pseudomonas fluorescentes (denominadas asi por su capacidad de
producir compuestos fluorescentes) son componentes notables de las rizésfera y de gran
importancia agricola debido a su accion como PGPR (Choudhary et al. 2009). Estas
bacterias no sélo presentan una gran capacidad de proteccién de los cultivos mediante el
biocontrol de diversos patdgenos, sino que también fomentan el equilibrio y la sanidad del
suelo con su potente capacidad solubilizadora de fésforo (Rodriguez y Fraga 1999). La
capacidad biocontroladora de Pseudomonas fluorescens se basa generalmente en la
secrecion de compuestos antibidticos y antifungicos difusibles, como fenazinas,
fluoroglucinoles, pioluteolinas, pirrolnitrinas y lipopéptidos ciclicos, y volatiles como el
cianuro de hidrégeno (Haas y Défago 2005). Ademas de estas caracteristicas que las
distinguen dentro del grupo de bacterias PGPR, algunas cepas son capaces de sintetizar
AlA (Khakipour et al. 2008). Pseudomonas fluorescens coloniza las raices de una amplia
gama de especies vegetales, habitando principalmente los surcos de las células
epidérmicas y el cuello de la raiz (Gamalero et al. 2004), aunque otras Pseudomonas
pueden penetrar los espacios intercelulares de la epidermis y el cortex (Troxler et al.

1997).
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Interaccion bacteriana

En la naturaleza, las bacterias existen en comunidades formadas por varias
especies, y la seializacién entre las células es parte de la dinamica de la comunidad
(Egland et al. 2004). La mayoria de los estudios de interaccidn bacteriana se han enfocado
en la comunicacion célula-célula y se le ha dado menos importancia al contexto ecoldgico
de por qué las bacterias producen moléculas senales y responden tanto a las sefiales
intraespecificas como a las interespecificas (Crespi 2001). Entonces, compuestos
secretados por las bacterias pueden actuar como moléculas sefial alterando el desarrollo y
el comportamiento de otras especies bacterianas que se encuentren en su entorno
inmediato (Ryan y Dow 2008). En este contexto, ha sido demostrado que las distintas
especies bacterianas dentro de una biopelicula interaccionan unas con otras de manera
tanto positiva como negativa (Burmglle et al. 2006). Entre las interacciones positivas entre
una o varias especies podemos mencionar la co-agregacion de las células (Palmer Jr et al.
2003; Rickard et al. 2003), la conjugacién (Ghigo 2001) y la proteccién contra compuestos
antimicrobianos (Lee et al. 2014) ya sea mediante la complementacién enzimatica (Shu et
al. 2003) o bien mediante la organizacién espacial de las células dentro de la biopelicula
(Leriche et al. 2003). Mientras que las interacciones negativas incluyen la produccién de
toxinas (Tait y Sutherland 2002) y la disminucién del pH por alguna de las especies que

perjudique el crecimiento de otra especie bacteriana (Burne y Marquis 2000).

Interaccion Azospirillum-Pseudomonas

Azospirillum y Pseudomonas son dos géneros importantes que habitan la rizdsfera,
y es de esperar que ambos microorganismos se encuentren en consorcios mixtos en la
naturaleza.

Como se menciond previamente Pseudomonas produce una amplia gama de
compuestos con actividad antimicrobiana (Keel et al. 1990). Esto hace suponer que
cuando estas cepas interaccionan la secrecion de estos compuestos por parte de

Pseudomonas podria afectar negativamente el crecimiento y la proliferacién de
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Azospirillum. En este sentido, la interaccion Azospirillum-Pseudomonas ha sido
escasamente estudiada.

Se ha reportado que la cepa de A. brasilense Cd es sensible a la adicion del
compuesto sintético DAPG in vitro, el cual induce la acumulacién de carotenoides y
granulos de poli-B-hidroxibutirato, ademas de producir dafio en la membrana e inhibicion
del crecimiento (Couillerot et al. 2011). Sin embargo, también se ha demostrado que el
DAPG, a bajas concentraciones, puede tener efecto positivo sobre la formacion de
biopelicula y actuar como una seifal induciendo genes relevantes en A. brasilense
(Combes-Meynet et al. 2011). En este mismo trabajo, se muestra que la co-inoculacion de
maiz con A. brasilense Sp245 Rif y una cepa productora de DAPG P. fluorescens F113
incrementan el volumen total de raices, lo cual indicaria que existe una interacciéon
positiva entre las dos cepas (Combes-Meynet et al. 2011). Sin embargo, en plantas de
maiz inoculadas con microrrizas arbusculares, la poblacién de Azospirillum en el suelo se
vio disminuida cuando estas mismas plantas fueron inoculadas con Pseudomonas y/o
Trichoderma, indicando un efecto negativo de estos microorganismos sobre Azospirillum
(Vazquez et al. 2000).

En base a los pocos estudios existentes, que ademas muestran resultados
contradictorios, y a que ya existen disponibles en el mercado inoculantes que combinan
ambos microorganismos, resulta de importancia estudiar la formacion de biopeliculas

mixtas de Azospirillum y Pseudomonas.

Objetivo general

Estudiar la interaccion entre A. brasilense y P. protegens durante el crecimiento

estdtico y evaluar la capacidad de ambas cepas de formar biopeliculas mixtas.
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Objetivos particulares

1- Evaluar el efecto de P. protegens CHAO (ex fluorescens) sobre el crecimiento
estatico de A. brasilense Sp245 en cultivos mixtos.

2- Determinar la capacidad de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO de formar
biopeliculas mixtas in vitro.

3- Analizar la distribucion espacial de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO en la
biopelicula mixta mediante microscopia confocal.

4- Analizar la capacidad de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO de colonizar y
formar biopeliculas sobre raices de tomate mediante microscopia confocal.

5- Estudiar el efecto de P. protegens CHAO sobre el desarrollo y morfologia de las

colonias de A. brasilense Sp245 en placa de Petri.
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Materiales y métodos
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Material bioldgico y condiciones de cultivo

Se utilizaron cepas fluorescentes derivadas de A. brasilense Sp245 y P. protegens
CHAO. Las cepas fueron obtenidas introduciendo el pldasmido pMP2444 (Gm', P..c-egfp) en
Sp245 por conjugacién biparental (Arruebarrena Di Palma et al. 2013) o el plasmido
PME7134 (Tc', Pwc-dsRed) en CHAO, por electroporacion. El plasmido pME7134 fue
construido de la siguiente manera: un fragmento de 0.7 kb conteniendo el gen dsred
T4_S4T fue digerido con enzimas de restriccion Smal-Hind 11l del plasmido pDsRed T3_S4T
(Sorensen et al. 2003) y luego fue clonado bajo el control del promotor Ptac en el
plasmido pME6552 (Wenner et al. 2014). Posteriormente un fragmento de 1.5 kb
conteniendo la fusién Ptac-dsred.T3_SAT fue digerido con las enzimas de restriccién Mlul-
Hindlll y subclonado en pME6031 (Heeb et al. 2000) para dar origen al pldsmido pME7134.
Este plasmido fue cedido por el Dr. Christoph Keel de la Universidad de Lausanne,
Batiment.

Azospirillum  brasilense  Sp245/pMP2444 vy  Pseudomonas  protegens
CHAO/pME7134 fueron crecidas en medio LB durante 18 hs a 32°C en agitacion (100 rpm).
Cuando fue necesario se agregd Gentamicina 25 pg mL™" al cultivo de A. brasilense y
Tetraciclina 125 pg ml™, al de P. protegens. Para los ensayos de crecimiento estatico,
biopelicula y morfologia de la colonia, se utilizé medio Nfb como se indica en Dobereiner y
Day (1976), adicionado con 13,8 mM KNO'3 como fuente de N y enriquecido con 0,17 mM
FeClsy 0,015 mM Fe-EDTA (NNF). Para los ensayos en los que se utilizé medio agotado, las
bacterias fueron crecidas por 18 hs o por 3 dias en NNF sin antibidtico. Los cultivos se
centrifugaron 10 min a 4000 g y el sobrenadante fue filtrado con filtro estéril de poro de
0,22 um. Para determinar los cambios en el pH se agregd al medio de cultivo Azul de

bromotimol 0,5% p/v.

Crecimiento total y cuantificacion de la formacion de biopelicula

El crecimiento estatico de Sp245/pMP2444 y CHAO/pME7134 fue analizado en
placa de 96 pocillos de fondo plano (Deltalab). Los cultivos simples (una sola cepa) fueron

iniciados con 200 pl de medio fresco NNF conteniendo 10° bacterias.ml™, estimado por la
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medicion de su densidad optica (DOs4onm, Spectra MR; Dynex Technologies). Los cultivos
mixtos (dos cepas) fueron iniciados con 5.10” bacterias de cada cultivo en un total de 200
ul, de manera de alcanzar una concentracién total final de 10° bacterias.ml™.

Con el fin de evaluar diferentes densidades celulares de A. brasilense en cultivos
mixtos se iniciaron también cultivos estaticos con 10* o 10° bacterias.ml* de Sp245,
manteniendo constante la cantidad de P. protegens en 10° bacterias.ml™. Para los ensayos
de medio agotado y filtrado, 100 ul de medio (NNF) agotado y filtrado en donde CHAO fue
crecida en las condiciones descriptas mas arriba, fueron agregados a 100 ul de medio
fresco NNF conteniendo 5.10" bacterias.ml™ de Sp245. La combinacidn opuesta se realizé
de la misma manera. Las placas fueron incubadas por 2 dias a 32°C sin agitacion.

Para cuantificar el crecimiento total, se despegd la biopelicula de los pocillos en
forma mecanica utilizando una micropipeta y mezclandolas de esta forma con células
plantdnicas, determinando sobre estas mezclas la DOssonm Y SuU fluorescencia por dsRed
gfp y (ABI 7500 en modo fluorémetro: Ex: 538 nm, Em: 605 nm para CHAO/pME7134 y Ex:
460, Em: 525nm para Sp245/pMP2444).

La cuantificacién de las células adheridas se realizé determinando la DOssnm v la
fluorescencia, luego de descartar las células planctdnicas de pocillos repetidos. El
porcentaje de biopelicula fue calculado como células adheridas/células totales x 100. Por
otro lado, la biopelicula también fue cuantificada por CV (DOsg9nm) Y Normalizando su valor
de DO por el crecimiento total (DOs40nm), cOmo se describe en materiales y métodos del

capitulo 1.

Determinacion de UFC a partir de valores de fluorescencia

Se registraron los valores de fluorescencia y se calcularon las UFC.ml™" para
diluciones seriadas de cultivos de Sp245/pMP2444 y CHAO/pME7134. La correlacidn entre
los valores de fluorescencia y UFC.mlI™ fue determinada a través de una regresion lineal,
utilizando el software el Graphpad Prism 5.03 (Sp245/pMP2444 R% 0,9869 y
CHAO/pME7134 R?%: 0,9855). En los ensayos, los valores de UFC.ml™ fueron estimados por

interpolacion de los valores de fluorescencia en la curva (Fig. 3.1). Para asegurar la
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correspondencia entre los valores de fluorescencia y las UFC.ml™?, se realizaron en los
primeros ensayos, recuentos en placa por el método de la gota en medio NNF
suplementado con 25 pg ml' Gm o 125 pg ml' Tc para Sp245/pMP2444 o
CHAO/pME7134, respectivamente.
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Sp245 UFC. mL™ CHAO UFC. mL™*

Figura 3.1: Regresion lineal entre valores de fluorescencia y UFC.mlI™. Se registrd la fluorescencia para
diluciones seriadas de cultivos de A. brasilense/pMP2444 (A) y P. protegens/pME7134 (B), paralelamente se
determinaron las UFC.mI™" de las mismas muestras. Se calculd la regresion lineal entre ambos parametros
para cada cepa.

Los controles de cruzamiento de fluorescencia se realizaron registrando los valores
de fluorescencia roja (Ex: 538 nm, Em: 605 nm) y verde (Ex: 460nm, Em: 525nm) para cada
cepa. Debido a que se registrd cruzamiento en CHAO/pME7134, los valores de
fluorescencia verde registrados para los cultivos mixtos fueron corregidos de la siguiente
manera: se realizd una curva de regresion entre valores de fluorescencia verde y roja
obtenida para diferentes concentraciones de CHAO/pME7134. Los valores de
fluorescencia verde obtenidos de la curva correspondiente al cruzamiento, fueron

restados de los valores de fluorescencia verde de los cultivos mixtos.

Andlisis de la morfologia de las colonias

Cultivos de Sp245 y CHAO fueron crecidos por 18 hs en LB en agitacién (100 rpm) a
32°C y llevados a 10® bacterias.ml™ y 10° bacterias.ml™, respectivamente. Diluciones

seriadas de cada cepa fueron sembradas sobre placas con NNF (control) o NNF
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previamente inoculadas con 1ml de un césped de Sp245 o CHAO, o 1 ml de medio agotado

y filtrado. La morfologia de las colonias fue analizada mediante lupa dptica.

Microscopia confocal de fluorescencia

Se colocaron porta-objetos recubiertos con poliestireno dentro de tubos de ensayo
que contenian 3 ml de NNF. Se inoculd este medio con 10° células de Sp245/pMP2444, 10°
células de CHAO/pME7134, o una combinacidon de ambas (cultivos mixtos, UFC.mL™* final
de 10°). Los tubos fueron incubados por 2 dias a 32°C sin agitacién. Transcurrido el
periodo mencionado, los porta-objetos fueron retirados y lavados suavemente (3 veces)
con agua destilada estéril. La biopelicula formada en la zona de la interfase aire-liquido

fue directamente observada con un microscopio laser confocal Nikon C1.

NNF +
A. brasilense Sp245 egfp 10°

P. protegens CHAO dsRed 10° ’

Porta-objeto

Esquema del dispositivo experimental utilizado para los ensayos de microscopia confocal. El recuadro rojo

muestra la zona de la interfase aire-liquido donde se observé la biopelicula.

Cepas utilizadas para los ensayos de colonizacion de raices

Para estos ensayos se utilizaron otras construcciones de las cepas, de manera de
optimizar la visualizacion de las bacterias al microscopio. Se utilizd la cepa
Sp245/pME7134 que expresa constitutivamente dsRed (ver materiales y métodos capitulo
1). P. protegens CHAO fue transformada por conjugacién con el pldasmido pMP4566 Tc',
P.c-egfp, que expresa constitutivamente proteina verde fluorescente GFP cedido por el

Dr. Claudio Valverde.
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Ensayos de formacion de biopeliculas sobre raices

Semillas de tomate variedad ACE 55 fueron desinfectadas superficialmente con
hipoclorito de sodio 50% ¥/y durante 4 min. Luego fueron enjuagadas con abundante agua
estéril. Posteriormente fueron colocadas en placas con Phytagel 0,6% (SIGMA) e
incubadas en camara a 25°C con periodo de luz de 16 hs, durante7 dias. Pasado dicho
periodo, las plantulas fueron retiradas y colocadas en tubos de ensayos que contenian 3
ml de agua con: 10° células de Sp245/ pME7134 (dsRED) o 10° células de CHAO/pMP4566
(GFP), o una combinacién de 5.10* células de cada cepa (co-inoculacion). Luego de dos
dias se retiraron las raices, se lavaron con agua destilada y se observaron al microscopio
laser confocal Nikon C1. GFP y DsRed fueron excitadas 488 y 543nm, y detectadas a 550-
650nm y 650-750nm, respectivamente. Las imdagenes fueron analizadas mediante el

software Nikon EZ-C1 Freeviewer.

Calculo de UFC.g™ de peso fresco de raiz: se pesaron 0,05 g de raiz y se colocaron en 450

ul de buffer fosfato, se homogeneizaron triturandolas con embolo de teflén y se
realizaron diluciones seriadas. Se sembraron 10 pl de cada diluciéon en una placa ARC con
los correspondientes antibidticos: para Sp245 Tc 20 mg/ml, para CHAO Tc 125 mg/ml. Para
CHAO en combinacion con Sp245 se utilizdé Tc 125 mg/ml ya que Sp245/pME7134 es
incapaz de crecer a esa concentracion de antibidtico. Para Sp245 en combinacién con
CHAO se incubd la placa a 40°C, ya que CHAO a dicha temperatura retrasa marcadamente
su crecimiento en 2 dias de cultivo, lo que permite contar las colonias de Sp245 que si
crecen satisfactoriamente a dicha temperatura. Todas las placas (excepto la mencionadas

anteriormente) se incubaron a 32°C durante 4-5 dias.
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Resultados
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Efecto de la co-inoculacion de A. brasilense y P. protegens sobre el crecimiento

Se determind el efecto de la co-inoculacion sobre el crecimiento de las cepas A.
brasilense Sp245 pMP2444 y P. protegens CHAO pME7134. El crecimiento estatico de
ambas cepas fue mayor cuando crecieron juntas respecto al crecimiento por separado
(Fig. 3.2 A). Ademas, las UFC.m|™ estimadas a través de la medicién de la fluorescencia,
fueron 2 veces mayor, tanto para A. brasilense como para P. protegens, respecto del
cultivo simple de cada cepa (Fig. 3.2 By C). También se estudio el crecimiento de Sp245 en
presencia de medio de cultivo agotado vy filtrado de CHAO (Fig. 3.2 B), y el crecimiento de
CHAO en medio agotado y filtrado de Sp245 (Fig. 3.2 C). El medio agotado vy libre de cada
cepa fue suficiente para promover el crecimiento de la otra cepa (Fig. 3.2 B y C). Estos
resultados sugieren que cada cepa produce y libera al medio algun factor y/o metabolito

gue favorece el crecimiento de la otra.
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Figura 3.2: Crecimiento estatico de cultivos simples o mixtos de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO.
A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO fueron crecidas en placa de 96 pocillos en medio NNF durante 2
dias 6 con medio de cultivo agotado y filtrado de CHAO (Sp245+CHAO medio (B)) o de Sp245 (CHAO0+Sp245
medio (C)). El crecimiento total (células plantdnicas mas adheridas) fue determinado por densidad optica a
DOs40nm (A) y por fluorescencia verde (GFP) de Sp245 (B) y roja (dsRed) de CHAO(C). Las UFC.mI™ fueron
obtenidas mediante una regresion lineal con valores de fluorescencia para cada cepa. Se muestra la media
con sus desvios de 3 ensayos independientes con 3 replicas cada uno. Los resultados fueron analizados
mediante ANOVA y posterior test de Tukey. *indica diferencias significativas (P<0,05).
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Por otro lado, se evalud si el incremento en las UFC observado en los cultivos
mixtos fue dependiente del nimero de bacterias de A. brasilense. Para ello, los co-cultivos
se iniciaron con distintas concentraciones de A. brasilense junto a una concentracién
constante de P. protegens. En este caso, un inéculo inicial de 10* 0 10° UFC.mI™* de Sp245
con 10° UFC.mI™* de CHAO fue suficiente para que el crecimiento de cada cepa se
incrementara en el cultivo mixto (Fig. 3.2; 3.3 A y C). Sin embargo, cuando el numero
inicial de Sp245 fue de 10° UFC.mI™ el crecimiento total en los cultivos mixtos no difirié
significativamente del control (Fig. 3.3 B). Por lo tanto, seria necesario una determinada
concentracion de A. brasilense y P. protegens en los indculos iniciales para que se
promueva el crecimiento en los cultivos mixtos.

Dado que una posibilidad es que en el co-cultivo se produzcan cambios en el pH
gue modifiquen el crecimiento de las bacterias, se investigd si el pH del co-cultivo variaba
respecto del de los cultivos simples. Para ello se agregd azul de bromotimol al medio, un
indicador colorimétrico de variaciones de pH y se determiné la absorbancia. Como puede
verse en la figura 3.3 D, la absorbancia a 650nm fue similar para los cultivos, indicando

gue el pH de los co-cultivos fue similar al de los cultivos simples.
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Figura 3.3: Efecto de distintas concentraciones de A. brasilense sobre el crecimiento en cultivos mixtos de
A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO. Los cultivos fueron iniciados con diferente nimero de bacterias
de Sp245. Las cepas fueron crecidas en placa de 96 pocillos en medio NNF durante 2 dias. El crecimiento
total (células planténicas mds adheridas) fue determinado por fluorescencia verde (GFP) de Sp245 (Ay B) y
roja (dsRed) de CHAO(C). Las UFC.ml™ fueron obtenidas mediante una regresién lineal con valores de
fluorescencia para cada cepa (ver materiales y métodos). Se registré la absorbancia de los cultivos simples o
mixtos con el agregado de azul de bromotimol (D).Se muestra la media con sus desvios de 3 ensayos
independientes con 3 réplicas cada uno. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA y posterior test
de Tukey. * indican diferencias significativas (P<0,05).



Formacion de biopelicula mixta entre A. brasilense y P. protegens

Paralelamente a la cuantificacion del crecimiento, se determind capacidad de A.
brasilense de formar in vitro biopeliculas mixtas con P. protegenes. Inicialmente se analizo
la formacidn de biopelicula mediante CV. La cantidad de biopelicula formada en cultivos
individuales fue significativamente menor respecto de la cantidad de biopelicula formada
en cultivos mixtos (Fig. 3.4 A). Para establecer la contribucion de cada cepa a este
aumento en la biopelicula, se estudié la formacién de biopelicula por fluorescencia. Pudo
observarse que A. brasilense incrementdé 2 veces el porcentaje de biopelicula formada en
cultivos mixtos, mientras que en P. protegens no se observaron diferencias respecto de su
cultivo simple (Fig. 3.4 B). Llamativamente, la observacion de los pocillos tefiidos con CV
mostré que en los cultivos simples A. brasilense Sp245 se ubicd en el fondo y en las
paredes cerca del fondo del pocillo, mientras que P. protegens CHAO se ubicé mas hacia
arriba, sobre las paredes en la interfase aire liquido (Fig. 3.4 C). Sin embargo cuando
ambas cepas crecieron juntas (co-cultivo), se cubrié todo el pocillo, tanto el fondo como
las paredes (Fig. 3.4 C, Sp245+CHAQ). Esto sugiere que ambas cepas estarian ocupando
distintas zonas dentro del pocillo, con lo cual en los cultivos mixtos, la formacién de la
biopelicula podria favorecerse debido a que las cepas ocupan zonas especificas o

exclusivas en el pocillo.
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Figura 3.4: Formacion de biopelicula simples y mixtas de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO. A.
brasilense Sp245 y P. protegens CHAO fueron crecidas en placa de 96 pocillos en medio NNF durante 2 dias.
La formacién de biopelicula se determind por CV (A) y por fluorescencia (% de células adheridas sobre
células totales) (B). Fotografia representativa de los pocillos de crecimiento de Sp245, CHAO o Sp245+CHAQ
tefiidos con CV (C). Los resultados fueron analizados mediante ANOVA vy posterior test de Tukey. * y **
indican diferencias significativas (P<0,05).

Sin embargo, cuando se estudié la distribucion de las cepas y la estructura de la
biopelicula mediante microscopia confocal, los resultados revelaron una exclusién parcial
de las cepas. En este punto es importante destacar que la mayor formacion de biopelicula
se observd en la interface aire-liquido, razén por la cual fue esta la zona estudiada por
microscopia confocal. Las imagenes obtenidas mostraron la formacion de una biopelicula
mixta que tenia una estructura de multiples capas, con un espesor promedio de 200 + 15
um y una distribucién particular dentro de la biopelicula (Fig. 3.5). Se observé que Sp245
se ubicé principalmente en las capas inferiores en contacto con el porta-objeto, mientras
gue CHAO lo hizo hacia la superficie de la biopelicula, en contacto con el medio liquido
(Fig. 3.5 A y B). Sin embargo, también pudo verse una pequefia porcién de células de

Sp245 localizadas cerca de la superficie (Fig. 3.5 A y B). Se destacd una zona oscura en
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medio de ambas capas bacterianas, lo cual podria estar indicando la presencia de células

muertas (Fig. 3.5 B).

Por otra parte, también se analizaron las biopeliculas en los cultivos simples. En el
caso de Sp245 la biopelicula formada tuvo un espesor aproximado de 25um (Fig. 3.5 D),
mientras que la biopelicula de CHAO fue llamativamente mayor con un espesor de 600um
formada por capas homogéneas con una alta densidad de células hacia el fondo (no
mostrado) y una estructura esponjosa con canales en las capas mds cercanas a la
superficie (Fig. 3.5 C). Cabe destacar que durante los pasos de lavados, pudo observarse
que la biopelicula simple de Sp245 estaba débilmente adherida, mientras que la de CHAO

estaba fuertemente adherida al igual que la biopelicula mixta.

Los resultados indican que Sp245 y CHAO son capaces de formar biopeliculas
mixtas con una distribucidn especie especifica dentro de ellas, donde A. brasilense se
ubica mayoritariamente sobre la superficie del portaobjetos, mientras que P. protegens lo
hace por arriba de ésta y hacia la zona de contacto con el medio liquido. Asimismo la
biopelicula de Sp245 fue mas fuerte y densa en presencia de CHAO respecto del cultivo
simple, lo que indica que CHAO favoreceria la formacién de biopelicula en Sp245. Esto no
se vio para el caso de CHAO, en el que la biopelicula simple fue mucho mas gruesa que la

mixta.
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Figura 3.5: Andlisis de la estructura de las biopeliculas simples o mixtas de A. brasilense Sp245 y P.
protegens CHAO mediante microscopia confocal. Porta-objetos recubiertos con poliestireno fueron
colocados en tubos de ensayo conteniendo 3ml de medio NNF con 10° células de Sp245, 10° células de CHAO
0 una combinacién de ambas y crecidas estaticamente durante 2 dias a 32°C. La fluorescencia a través de la
biopelicula formada en la interface aire-liquido fue monitoreada. La reconstruccion de la biopelicula mixta
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fue realizada cada 3 um (A). Se muestran proyecciones en Z (paneles a la izquierda) o imagenes XY (paneles
a la derecha) de Sp245, CHAO o la superposicién (merge) de las biopeliculas mixtas (B) o biopeliculas simples
(C y D). Sp245 expresando GFP es verde, CHAO expresando dsRed es roja. Flechas blancas en las
proyecciones Z indican la posicién en la imagen X-Y. Las proyecciones Z fueron reconstruidas con un espacio
de 3 um entre imagenes. L: en contacto con el medio liquido, S: en contacto con el porta-objeto. Las barras
blancas representan 20 pm.

Interaccion de A. brasilense y P. protegens creciendo en placa

Para complementar el estudio de la interaccion entre A. brasilense y P. protegens
se llevé a cabo el andlisis del crecimiento en placa de Petri. Se evalud si la presencia de
CHAO afectaba directamente el crecimiento en placa de Sp245, o si Sp245 afectaba el
crecimiento de CHAO. Para ello diluciones seriadas de ambas cepas fueron crecidas sobre
un césped de Sp245 o CHAO, o un césped de medio agotado libre de células, e incubadas

por 3 dias a 32°C.

En presencia del césped de células de CHAQ, la cepa Sp245 desarrolld colonias
pequefias con un didmetro promedio de 0,13 mm (Fig. 3.6 A y D), sin embargo cuando
Sp245 crecid sobre el césped de medio agotado vy filtrado de CHAO el desarrollo de las
colonias fue similar al control con un didmetro medio de 0,65 mm (Fig. 3.6 Ay E). Por otro
lado, las colonias de CHAO no se vieron afectadas ni por el césped de Sp245 ni por el
medio agotado vy filtrado de Sp245 manteniendo un didmetro promedio aproximado de

0,61 mm (Fig. 3.6 B, F, Gy H).

Estos resultados podrian sugerir que un metabolito producido por CHAO seria el
responsable de la reduccion del tamano de las colonias de Sp245. Sin embargo, la
ausencia del fenotipo de colonia pequefia en Sp245 en presencia de un césped de medio
agotado vy filtrado de CHAO, podria indicar la inadecuada concentracion de este
metabolito. Para descartar esta posibilidad se crecié P. protegens durante 3 dias (DOs40nm=
6), de esta manera se obtuvo un medio concentrado en metabolitos. Nuevamente Sp245
desarrollé un fenotipo normal sobre dicho césped (no mostrado). Los resultados indican
que el desarrollo de colonias pequefas por Sp245 requiere de la presencia cercana de
CHAO, o bien que es un metabolito que secretan las células de CHAO solo cuando estan en

contacto con Sp245 como respuesta a su presencia. Por otro lado, el nimero de colonias

101



de Sp245 (UFC.ml™") desarrolladas sobre el césped de CHAO fue mayor que su control (Fig.

3.6 1). Si bien este efecto positivo no fue significativo, es importante destacar que la

mayoria de las repeticiones realizadas mostraron una tendencia en el mismo sentido.
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Figura 3.6: Crecimiento en placa de A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO. Diluciones seriadas de cada
cepa fueron sembradas sobre NNF, sobre un césped de CHAO o de Sp245, o medio agotado vy filtrado. Se
midié el diametro de las colonias de Sp245 (A) y de CHAO (B), la morfologia de las colonias fue analizada con
lupa dptica (C-H), y se calculd el nimero de UFC para Sp245 (l). La barra en cada fotografia representa 1

mm.
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Formacion de biopeliculas mixtas sobre raices

Los resultados obtenidos muestran que A. brasilense y P. proteges son capaces de
formar una biopelicula mixta in vitro, y que la presencia de CHAO tiene un efecto positivo
no solo sobre el crecimiento estatico, sino también sobre la biopelicula de Sp245 (Fig. 3.2,
3.4y 3.5). En base a esto, se decidid evaluar la formacion de biopeliculas sobre raices de
plantulas de tomate. Para ello, se colocaron plantulas de tomate de 7 dias en tubos de
ensayo cuyas raices quedaron sumergidas en agua conteniendo células de Sp245 o de
CHAO, o una combinacién de ambas. Luego de dos dias de incubacidén, se retiraron las
plantulas y las raices se observaron al microscopio confocal. Paralelamente se realizaron
los recuentos de UFC por peso fresco de raiz. Se encontré que A. brasilense colonizd
principalmente el dpice de la raiz encontrandose bacterias aisladas o formando cimulos
de células (Fig. 3.7 A), sin embargo en las partes superiores o mas viejas de la raiz la
colonizacién fue marcadamente menor (no mostrado). Contrariamente a Azospirillum, P.
protegens colonizé mayormente la parte media de la raiz observandose (al igual que para
Azospirillum) células aisladas y cimulos de bacterias (Fig. 3.7 B) y en menor proporcién el
apice (no mostrado). Sin embargo, cuando ambas cepas se inocularon conjuntamente, la
colonizacién fue mayor en el apice (Fig. 3.7 C y D). En esta zona de la raiz pueden verse
células aisladas de Sp245 y de CHAO colonizando diferentes aéreas (Fig. 3.7 C), o bien
agrupamientos de células constituidos por ambas cepas (Fig. 3.7 D). Para evaluar la
disposicion de Sp245 y CHAO, en estos agrupamientos se realizé un seccionamiento
Optico. Como puede verse en la figura 3.7 E, hacia el liquido (15 um) pueden verse
pequefios agregados de células de CHAO y en menor cantidad de A. brasilense. Luego,
avanzando en profundidad hacia la superficie de la raiz, comienzan a observarse
aglomerados tanto de Sp245 y de CHAO (-3 y -6 um). Si bien no pudo observase formacién
de biopeliculas mixtas, estos agrupamientos de células sugieren que cuando estan juntas
A. brasilense y P. protegens pueden colonizar la raiz en las mismas zonas,
preferentemente el apice, y formar aglomerados mixtos en los cuales cohabitan ambas
especies. El recuento de UFC.g'1 de peso fresco de raiz mostré valores en el rango de 10’

UFC.g'1 indicando que la inoculacién simple fue efectiva para las dos cepas (3.9x10’ UFC.g'1
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para Sp245 vy 1.3 x10’ UFC.g’1 para CHAQ). En cuanto a las raices inoculadas con ambas
cepas, el nimero de UFC de Sp245 fue de 2x10’ UFC.g, mientras que el de CHAO fue
3.5x10’UFC.g™. Esto indica que la co-inoculacién no afecté la colonizacién de las cepas

comparado a la inoculacion de cada una por separada.

Figura 3.7: Analisis de la colonizacion de raices de tomate co-inoculadas con A. brasilense y P.
protegens. Las plantulas de tomate fueron colocadas en tubos conteniendo agua con 10° células de
Sp245 (A), 10° células de CHAO (B) o una combinacién de ambas (5.10” bacterias de cada especie.ml'l)(C
y D). Luego de 2 dias las plantas fueron retiradas y las raices observadas al microscopio confocal. Se
realizé un z-stack, reconstruyendo la imagen cada 3 um (E). A. brasilense expresando constitutivamente
dsRed es roja (A), P protegens expresando constitutivamente GFP es verde (B). ap: apice de la raiz, sm:
superficie de la raiz. La barra en (A) y (B) corresponde a 20 um, mientras que en (Cy D) a 10 um. L: en
contacto con el liquido. S: en contacto con la superficie de la raiz.

El analisis del aspecto morfolégico de las plantulas de tomate luego de la
inoculacién con las cepas bacterianas, mostrd que tanto las inoculaciones simples como la
co-inoculacién con A. brasilense y P. protegens tuvieron efecto de promocién del
crecimiento de las plantulas. Como puede verse en la figura 3.8, las plantulas inoculadas

con Sp245 o con CHAO se vieron mas grandes y de mejor aspecto, y mostraron

principalmente un mayor desarrollo radicular que las plantulas control. En el caso de la co-
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inoculacidn con ambas cepas, este efecto fue alin mayor, observandose raices laterales
mas largas. Este resultado indica que, tanto la inoculacidn como la co-inoculacién fueron
efectivas, ya que las plantulas presentaron un evidente efecto de promocién del

crecimiento.

Control Sp245+CHAO

Figura 3.8: Aspecto morfolégico de plantulas de tomate luego de la inoculacién simple o co inoculacién
con A. brasilense y P. protegens. Las plantulas de tomate fueron colocadas durante 2 dias en tubos
conteniendo agua estéril (control), agua con 10° células de Sp245, con 10° células de CHAO, o con una
combinacién de ambas (5.10" bacterias de cada especie.ml™). Pasado el tiempo de incubacion las plantulas
fueron retiradas y fotografiadas. Se muestra la morfologia representativa de n=10 repeticiones por

tratamiento.
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Debido a la capacidad de estimular el crecimiento y mejorar la salud de cultivos, las
PGPR han sido foco de estudio en los ultimos afios (Beneduzi et al. 2012; Bhattacharyya y
Jha 2012; Drogue et al. 2013; Hayat et al. 2010; Lugtenberg y Kamilova 2009). Sin
embargo, el estudio de la interaccidén entre microorganismos PGPR con otros habitantes
de la rizosfera, ha recibido menos atencion. La generalizaciéon en Argentina del uso de
inoculantes mixtos que contienen Azospirillum brasilense y Pseudomonas fluorescens
(Bhattacharyya y Jha 2012), requiere de estudios que demuestren la capacidad de ambas
bacterias de co-existir en un mismo habitat y a su vez de ejercer sus efectos promotores
y/o protectores sobre la planta.

En este capitulo se estudid la interaccién entre A. brasilense y P. protegens durante
el crecimiento estatico y se evalué la capacidad de ambas cepas de formar biopeliculas
mixtas sobre superficies inertes y sobre raices.

En primera instancia se analizd el crecimiento estatico de cultivos mixtos de A.
brasilense Sp245 y P. protegens CHAQ. Se observd que tanto el crecimiento de Sp245
como el de CHAO fueron mayores cuando ambas cepas crecieron juntas que cuando lo
hicieron por separado (Fig. 3.2 A). De este modo, el hecho de que tanto la DO como las
UFC se incrementaran para ambas especies durante su co-cultivo (Fig. 3.2), indica una
cooperacion interespecifica, y descarta, en principio, un efecto negativo de P. protegens
sobre el crecimiento de A. brasilense mediado por compuestos liberados al medio (Fig. 3.2
B). La produccidon de una amplia variedad de compuestos antimicrobianos es una
caracteristica del género Pseudomonas (Haas y Défago 2005). Dentro de estos, el mas
estudiado es el DAPG (Keel et al. 1990). No obstante, ha sido demostrado que bajas
concentraciones de este compuesto promueven el crecimiento de la cepa Cd de A.
brasilense in vitro (Couillerot et al. 2011). Estos resultados sugeririan que el DAPG podria
ser el metabolito responsable de los efectos observados en este ensayo. Experimentos
con cepas de CHAO mutantes en los genes de sintesis de DAPG podrian corroborar dicha
hipdtesis. Otra evidencia que apoya lo anteriormente expuesto es el resultado obtenido
en los ensayos en los que se utilizé medio agotado filtrado, en el cual el medio agotado

libre de células de CHAO o de Sp245, también fue capaz de promover el crecimiento de la
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otra cepa (Fig. 3.2 B y C). Sin embargo, este efecto no se repitié cuando el crecimiento fue
evaluado en placa de Petri (Fig. 3.6 C-H). En este sentido, se sabe que las bacterias pueden
interactuar sinérgicamente, ya sea proporcionando nutrientes, eliminando algunos
productos inhibidores, o estimulandose mutuamente a través de mecanismos fisicos o
bioquimicos (Burmglle et al. 2006). Entre estos, los cambios en el pH, en las condiciones
de microaerofilia, en la produccién de EPS como en la liberacién de metabolitos solubles,
podrian explicar el aumento en el crecimiento de ambas cepas en esta interaccidn. Sin
embargo, los experimentos realizados con el medio de cultivo agotado, donde la
produccién de EPS o las condiciones de microaerofilia no son factores determinantes,
descartan dichas posibilidades. Junto a esto, también se descartan los cambios en el pH
del medio, ya que no se detectaron variaciones en el mismo en los co-cultivos respecto de
los cultivos simples (Fig. 3.3 D). Ademas, el resultado encontrado acerca de que este
efecto estimulador de crecimiento es dependiente del nimero inicial de UFC.ml™ de
Sp245, podria indicar que la relacion numérica entre Sp245 y CHAO en el co-cultivo es
determinante para que se produzca dicho efecto (Fig. 3.3 A, By C).

En una segunda instancia se evalud la formacion de biopeliculas mixtas por Sp245 y
CHAO. La capacidad de Azospirillum y de Pseudomonas de formar biopeliculas in vitro ya
habia sido previamente demostrada (Allison et al. 1998; Arruebarrena Di Palma et al.
2013). Los resultados obtenidos en este capitulo indican que en el co-cultivo ambas cepas
fueron capaces de formar biopeliculas mixtas, y que la biopelicula de A. brasilense fue
mayor cuando crecié junto con P. protegens (Fig. 3.4 B). La observacion de la biopelicula
mediante la tincion con CV (Fig. 3.4 C) mostré que cada cepa se ubicé en distintas zonas
del pocillo, posiblemente debido a la preferencia de cada cepa por una determinada
concentracion de oxigeno. En el fondo del pocillo donde existe un ambiente de
microaereobisis se ubicd Sp245, mientras que CHAOQ, estrictamente aerdbica, lo hizo en la
parte superior del pocillo en la interface aire-liquido (Fig. 3.4 C). En los co-cultivos, pudo
observarse que todo el pocillo se cubrié con CV, lo que podria indicar que cada cepa
estaria ocupando un nicho especifico dentro del pocillo (Sp245 en el fondo y paredes

inferiores CHAO en las paredes superiores). Sin embargo este método no permite
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distinguir la ubicacion de cada cepa, por lo que no se puede con esta metodologia
descartar que ambas cepas se encuentren juntas formando biopelicula mixta en la misma
zona. Las imdgenes de microscopia confocal mostraron que la formacién de biopeliculas
mixtas ocurria también en la interfase aire-liquido (Fig. 3.5). Esta biopelicula formada por
multiples capas, mostré que Sp245 se ubicd principalmente en las capas inferiores,
mientras que CHAO lo hizo hacia la superficie de la biopelicula, en contacto con el medio
liquido (Fig. 3.5 A y B). Esta distribucién particular podria deberse a que el consumo de
oxigeno por parte de la biopelicula de CHAO genera zonas microaerofilas y permite a
Sp245 colonizarlas. En linea con esta hipdtesis, Fox et al. (2014) demostraron que dentro
de la biopelicula de C. albicans se generaba un microambiente hipdxico que permitia el
crecimiento de dos bacterias anaerdbicas, y que en ausencia de dicha biopelicula Ia
viabilidad de estas bacterias decrecia drasticamente.

Por otra parte, el porcentaje de adhesién de A. brasilense fue mayor en la
biopelicula mixta, que en la simple (Fig. 3.4 B y 3.5). Joe et al. (2009) mostraron que
Azospirillum es capaz de crecer en medio liquido junto a Pseudomonas durante 5 dias y de
co agregar conjuntamente. La formacion de co agregados mixtos le confiri6 a ambas
bacterias una mayor supervivencia en la rizosfera, un aumento en la tolerancia a la
desecacion, y en la capacidad de adhesién a raices de arroz (Joe et al. 2009). Ademas, se
ha demostrado que las células de Azospirillum se agregan y floculan bajo diversas
condiciones de estrés y por cambios en la relaciéon carbono/nitrégeno en el medio
(Burdman et al. 1998; Joe et al. 2009). El hecho de que la biopelicula de A. brasilense sea
mas densa y gruesa cuando es co-cultivada con P. protegens podria indicar una adaptacién
a un microambiente particular generado por ambas especies cuando coexisten. Algunos
autores sugieren que dentro de una biopelicula mixta existe una cooperaciéon metabdlica
que favorece el desarrollo de los integrantes de la misma (Fox et al. 2014; Lee et al. 2014;
Ren et al. 2015). En relacion a esto, ha sido demostrado que en co-cultivos formados por
cuatro especies aisladas de suelo, cada especie formd mayor cantidad de biopelicula en el
co-cultivo respecto de su cultivo simple, sugiriendo una especie de sinergismo en las

biopeliculas multiespecies (Ren et al. 2015).
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Respecto a los ensayos de formacién de biopeliculas sobre raices de plantulas de
tomate, ambas cepas fueron capaces de colonizar la raiz y en igual grado tanto cuando se
inocularon por separado como en forma mixta (Fig. 3.7). Las UFC gr'1 de PF de raiz de cada
cepa creciendo juntas fueron similares a las UFC de la cepa creciendo sola (en el orden de
10’ UFC.gr'l). Resultados similares obtuvieron Pagnussat et al. (2013), quienes mostraron
qgue el crecimiento de A. brasilense y de P. protegens en las raices, no se modifico
independientemente de la inoculacion de las cepas solas o combinadas. Esto apoya la
hipdtesis de que ambas cepas pueden colonizar conjuntamente la raiz sin afectar el
crecimiento y la colonizacién de la otra. Sin embargo la distribuciéon de ambas especies en
la raiz fue diferente. Cuando las raices de tomate fueron inoculadas con los cultivos
simples, A. brasilense colonizd principalmente el apice (Fig. 3.7 A), mientras que P.
protegens colonizd la parte media de la raiz (Fig. 3.7 B). Llamativamente, en la co-
inoculacidn ambas cepas colonizaron principalmente el apice, donde pudo observarse a
Sp245 y CHAO colonizando distintas aéreas dentro de la misma zona de la raiz (Fig. 3.7 C).
Resultados similares obtuvo Couillerot et al. (2011) en raices de trigo, donde reporté el
mismo patron de colonizacion por A. brasilense Cd y P. fluorescens F113. Estos autores
adjudican esta disposicion espacial a la produccién de DAPG por parte de Pseudomonas,
ya que la co-inoculacién de A. brasilense Cd con mutantes de P. fluorescens incapaces de
sintetizar este metabolito mostré a ambas cepas colonizando las mismas zonas de la raiz,
mientras que la co inoculacién de A. brasilense con la cepa salvaje de P. fluorecens mostrd
a ambas bacterias en distintas zonas de la raiz (Couillerot et al. 2011). Sin embargo, los
resultados aqui presentados mostraron pequefios agregados formados Sp245 y CHAO en
el apice (Fig. 3.7 D), lo que permitiria suponer que CHAO en presencia de Sp245 no
produce o produce DAPG en concentraciones que no afectan la colonizacién de A.
brasilense. El estudio de la estructura de estos agregados mostréd una disposicion
particular, nuevamente CHAO hacia afuera y en contacto con el liquido mientras que
Sp245 mas hacia el fondo en contacto con la superficie de la raiz (Fig. 3.7 E). Si bien en
este ensayo no pudo observarse la formacion de una biopelicula densa formada por

ambas cepas, los resultados se aproximan a los obtenidos en los experimentos de
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formacién de biopelicula sobre una superficie artificial (Fig. 3.5). A partir de esto se puede
sugerir que ambas cepas son capaces de formar biopelicula mixtas sobre la raiz con una
distribucién especifica dentro de la misma. Por otra parte, que no se haya formado una
biopelicula sobre la raiz a los 2 dias siendo que si lo observamos sobre superficies
artificiales, pudo deberse a que este tiempo sea escaso para que las bacterias se adapten
a un nuevo ambiente donde, las condiciones de crecimiento fueron modificadas en
funcidon de mantener saludables las plantulas (periodo luz/oscuridad, 25°C).

Los ensayos de crecimiento en placa de Petri mostraron que P. protegens fue capaz
de modificar la morfologia de la colonia de A. brasilense (Fig. 3.6). En este caso, la
presencia de un césped de CHAOQ produjo una disminucién en el tamafio de las colonias de
Sp245 (Fig. 3.6 A, C y D) mientras que, si bien el nimero UFC no se vio modificado
significativamente, tuvo una tendencia a aumentar (Fig. 3.6 1). El hecho de que el numero
de UFC no haya sido afectado indica que CHAO no afecta la viabilidad de Sp245. Sin
embargo el fenotipo observado de las colonias de Sp245 en presencia de un césped de
CHAO podria adjudicarse a una deplecidon de nutrientes generada por la competencia con
CHAO. Esto no puede descartarse a pesar de que el medio utilizado para estos
experimentos fue suplementado con nitrato y con hierro, este ultimo se adiciond para
limitar la produccién de siderdforos por parte de Pseudomonas que podrian perjudicar el
crecimiento de Azospirillum. Otra posibilidad es que la tasa de crecimiento de Sp245 en
presencia de CHAO fuese mds lenta, sin embargo luego de 23 dias de crecimiento el
tamafio de las colonias permanecio igual (Maroniche datos no publicados). El fenotipo de
colonia pequefa observado para Sp245 es generalmente el observado en las bacterias
patogénicas bajo condiciones de estrés. Estas variantes en los fenotipos son llamadas
variantes de colonias pequefias (SCV, por sus siglas en ingles: small colony variants) y han
sido extensamente estudiadas en varios géneros incluyendo Pseudomonas (HaulBler et al.
1999). Estas SCV constituyen una subpoblacion de colonias poco pigmentadas que son
aproximadamente 10 veces mas pequefias y mas susceptibles a antibidticos (Proctor et al.

2006). El efecto observado de CHAO sobre las colonias de Sp245 podria ser el resultado de
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la exposicidn a metabolitos producidos por CHAO que induzca una respuesta fenotipica del
tipo SCV.

Por otra parte, Sp245 no modificd ni el niumero ni la morfologia de la colonia de
CHAOQ. El hecho de que el fenotipo de la colonia Sp245 se haya modificado solo en
presencia de CHAO y no con el césped de medio filtrado agotado y concentrado de CHAQ,
podria sugerir que este metabolito es producido y secretado al medio por P. protegens
solo en presencia de A. brasilense. Existen reportes donde el crecimiento de dos colonias
vecinas de P. dendritiformis se inhibe mutuamente (Be'Er et al. 2009), y se ha demostrado
gue la causa de dicho efecto es la secrecién de un factor difusible (Be’er et al. 2010). Si
bien en esta tesis se presentan evidencias que soportan la existencia de un metabolito
probablemente difusible, se desconoce por completo su naturaleza, la obtencién y
caracterizacion de mutantes de CHAO que sean incapaces de inducir este fenotipo en
Sp245 seria una primera aproximacion para corroborar dicha hipétesis.

Finalmente, existen reportes en los que se muestra que la co-inoculacién con
distintas cepas de Azospirillum y Pseudomonas promueven un aumento en la superficie
radicular de trigo (Combes-Meynet et al. 2011) y de maiz (Faggioli et al. 2003), asi como
también un incremento en la germinacion y la resistencia a enfermedades en arroz (Joe et
al. 2009). En esta tesis, tanto la inoculacién simple como la co-inoculaciéon con A.
brasilense y P. protegens produjo una efectiva promocién del crecimiento en las plantulas
de tomate (Fig. 3.8), evidenciandose principalmente en un incremento del sistema
radicular. Este resultado refuerza ain mas las evidencias directas (Fig. 3.7) sobre la
colonizacién de las raices de tomate por A. brasilense y P. protegens y permite postular
gue ambas cepas son capaces de colonizar la raiz conjuntamente y promover en forma

sinérgica el crecimiento de plantulas de tomate.

En resumen, los resultados presentados en este capitulo permiten establecer que
A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO son capaces de interactuar y favorecer

conjuntamente su crecimiento. Ademas, se ha podido mostrar que ambas cepas forman
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una biopelicula mixta con una distribucidén especie-especifica tanto en superficies inertes

como en raices y que existe una comunicacion activa entre estas dos bacterias.
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Conclusiones generales, aportes y
perspectivas
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Conclusiones generales

En esta tesis se presenta evidencia acerca de dos factores importantes
relacionados a la promocidn del crecimiento vegetal por Azospirillum brasilense, como son
la regulacién de la formacién de biopelicula y la interaccidn con otro microorganismo de la
rizosfera, Pseudomonas protegens.

En el capitulo 1 se estudid la formacidén de biopelicula y la participacién de las
moléculas sefial 6xido nitrico y auxinas en la regulacién de este proceso. En base a los
resultados obtenidos y teniendo en cuenta la hipdtesis planteada que establecia que el
6xido nitrico y las auxinas participan conjuntamente en la regulacién de la formacién de
biopelicula de Azospirillum, siendo este proceso necesario para la colonizacidén exitosa de
la raiz, se concluye que la misma es rechazada.

Los resultados permiten establecer sélo al NO como regulador de la formacidén de
biopelicula. ElI analisis de la formacion de biopelicula por Faj0o09 (mutante en la
produccién de AlA) y por Fajl64 (mutante en la produccién de NO) indica que ambas
cepas formaron menos biopelicula que Sp245 a los 2 dias de crecimiento estatico en
medios con nitrato, donde estd favorecida la produccion de NO (Molina Favero et al.
2008). La complementacién quimica con el dador de NO (SNP) restituyd la formacion de la
biopelicula en Faj164, sin embargo el agregado de AlA sintética no lo hizo.

Las evidencias previamente descriptas desvinculan a la auxina como regulador
directo en la formacién de biopelicula en A. brasilense. Sin embargo se encontré que
frente al agregado de AIA exdgeno existe un claro efecto de disminucién de la formacién
de biopelicula. La reduccion de la formacidon de biopelicula por el AlA se debe, en parte, a
gue esta molécula es capaz de afectar los niveles de NO. El agregado de AIA exdgeno
disminuye la produccién de nitritos, la sintesis de novo de NO, asi como también la
expresion del gen Nir, que codifica para una de las enzimas encargadas de la sintesis de
NO. Esto permite concluir que la auxina reduce la formacién de biopelicula

indirectamente, a través de la disminucion de los niveles de NO.
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Sin embargo, como se mencioné en la introducciéon de esta tesis, la auxina es
considerada una molécula sefial en Azospirillum (Van Puyvelde et al. 2011), por lo que no
puede descartarse que afecte otros aspectos involucrados en la formacién de biopelicula
como es la produccién de EPS y la movilidad, entre otros (Lee et al. 2011).

Por otro lado, se encontré que el NO también afecta los niveles de auxinas. Los
resultados indican que el NO reduce los niveles de AIA, posiblemente afectando la
expresion de uno de los genes clave en la sintesis de auxinas en A. brasilense, el gen de la
piruvato decarboxilasa (ipdC). Andlisis mds precisos de la expresion de los genes
involucrados en la sintesis de AIA frente a diferentes concentraciones de NO ayudarian a
confirmar este resultado.

La auxina dispersa la biopelicula madura en Sp245, pero no en Fajl64 y Fajo09.
Este efecto de dispersidon podria depender de la concentracion de AIA, dado que la cepa
salvaje posee mayor contenido de AIA en la biopelicula madura.

La formacién de biopelicula y la colonizacion de las raices de plantulas de tomate
fueron similares para la cepa salvaje como para las mutantes Nap e ipdC.

Los resultados expuestos en el capitulo 1 permiten hipotetizar acerca de una
intercomunicacion entre el AlA y el NO en Azospirillum brasilense: el NO modificaria los
niveles de AIA alterando la expresidn del gen ipdC, mientras que el AIA afectaria los
niveles de NO, afectando, en parte, la via de desnitrificacidn. Sin embargo, la formacién de

biopelicula solo estaria siendo regulada por los niveles de NO.

Posteriormente se estudid la capacidad de formar biopelicula de Azospirillum
brasilense Sp245 y de la cepa nativa Az39 en condiciones de estrés salino (cap. 2). La
hipdtesis planteaba que Azospirillum brasilense forma biopelicula en respuesta a
condiciones de salinidad, siendo el AlA y el NO participes de la regulacién de este proceso.
En base a los resultados obtenidos se puede concluir que en forma parcial, la hipdtesis no
se rechaza. A. brasilense forma gran cantidad de biopelicula en condiciones de salinidad.
El uso de las mutantes Fajl64 y Fajo09 permitid establecer que el NO participa de este

proceso, no asi las auxinas. Sin embargo, los resultados permiten suponer la existencia de
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otro/s mecanismo/s de regulacion de la formacion de biopelicula frente a estas

condiciones.

Por otro lado y abordando otro aspecto importante para una PGPR como lo es la
interaccién con otro microorganismo de la rizosfera, en el capitulo 3 de esta tesis, se
estudid la interaccién de A. brasilense con P. protegens durante el crecimiento y la
formacidn de biopelicula.

La hipdtesis para este capitulo planteaba que Azospirillum y Pseudomonas son
capaces de crecer en forma conjunta y formar biopeliculas mixtas (in vitro y sobre raices) a
través de una comunicacion activa entre estas dos bacterias que modula la interaccion
inter-especifica. En base a los resultados obtenidos y discutidos se puede concluir que no
se rechaza la hipétesis.

A. brasilense Sp245 y P. protegenes CHAO son capaces de crecer en forma conjunta
incrementando cada cepa su crecimiento, lo que sugiere una cooperacion inter-especifica.
Los resultados permiten establecer la existencia de un factor liberado al medio de cultivo,
como responsable de este efecto de estimulacion. Sin embargo, este efecto seria
dependiente de la cantidad de células de A. brasilense presentes en el co-cultivo.

Las evidencias permiten establecer que A. brasilense y P. protegens forman
biopeliculas mixtas sobre superficies inertes. Esta biopelicula mixta tiene una distribucion
especie-especifica, en la cual A. brasilense se ubica principalmente en las capas inferiores
mientras que P. protegens lo hace hacia la superficie de la biopelicula.

Ambas cepas forman biopelicula sobre las raices, con la misma distribucién
especie-especifica descripta, y colonizan efectivamente en forma conjunta las raices
ejerciendo un efecto sinérgico de promocidn del crecimiento respecto de la inoculacidon
simple.

P. protegens afecta el crecimiento en placa de A. brasilense, provocando un
aumento en el niumero de colonias y una disminucidn en el tamafio de las mismas. Este
fenotipo de colonias pequefias en A. brasilense es observado solo en presencia de P.

protegens, y no cuando se agrega el medio en el que crecié conteniendo sus metabolitos,
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por lo que seria necesaria una comunicacion activa entre ambas especies, que modula

tanto el crecimiento como la formacién de biopelicula.
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Esquema de la formacion de biopelicula y colonizacion de la raiz por A. brasilense y P. protegens. A: A.
brasilense produce AIA y NO; el AIA dispersa la biopelicula madura (1), mientras que el NO es necesario para
la formacién de biopelicula (2). Existe una interaccion entre el AIA y el NO en A. brasilense, actuando cada
uno como modulador negativo del otro (3). B: en condiciones de estrés salino, aumenta la formacién de
biopelicula (4). C: Durante el co-cultivo A. brasilense (®) y P. protegens (®) colonizan la raiz en forma
separada, pero también en forma conjunta formando biopeliculas mixtas con una disposicion de A.
brasilense preponderante sobre la raiz y de P. protegens mayoritariamente sobre la cara externa de la
biopelicula o aglomerados celulares. La co-inoculacién promueve un mejor desarrollo del sistema radical
respecto de la inoculacion simple (5).
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Aportes y perspectivas

La informacién generada en esta tesis permite una aproximacién al conocimiento
de los mecanismos basicos que regulan la formacién de biopelicula en Azospirillum,
permitiendo inferir acerca de la importancia del NO como determinante para el
establecimiento de la biopelicula.

La habilidad de producir hormonas vegetales es una de las propiedades mas
importantes de Azospirillum (Bashan y de-Bashan 2010). Azosprillum brasilense produce
NO a partir de nitrato (Molina Favero 2013), compuesto que puede encontrarse en los
suelos fertilizados. Sin embargo, la desnitrificacion es una caracteristica indeseada en las
PGPR que se utilizan como inoculante, porque reducen la disponibilidad de nitrato en el
suelo para las plantas (Bashan y de-Bashan 2010). En base a los antecedentes generados
en nuestro grupo de investigacion, que establecen que el NO es capaz de promover el
desarrollo de raices laterales y adventicias (Molina Favero 2013), y que es necesario para
el establecimiento de una biopelicula (Arruebarrena Di Palma et al. 2013 y presente tesis),
en este punto, la presencia de nitrato en el suelo favoreceria la producciéon de NO por
parte de Azospirillum y la formacion de biopelicula, la colonizacién y la promociéon del
crecimiento por parte de Azospirillum. Asimismo, las evidencias de la interaccidn entre AIA
y NO en Azospirillum, establecen que esta bacteria seria capaz de regular la produccion de
una u otra molécula en base a la presencia de la otra. Teniendo en cuenta que ambas
moléculas son producidas también por la planta, seria de interés estudiar esta regulacion
en la rizosfera y qué ventajas le confiere a la bacteria este mecanismo de regulacién
cruzada en la interaccion con la planta. Ademas, esta tesis aporta nuevas evidencias
acerca de la existencia de un mecanismo de dispersidon de la biopelicula mediada por
auxinas, el cual permitiria que células de Azopirillum colonicen y formen biopeliculas en

otras zonas del mismo u otro hospedador.

Por otra parte, en bacterias y particularmente en Azospirillum, existe un solo

reporte acerca de la interaccion entre el AlA y el NO (Koul et al. 2015b), por lo que estos
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resultados aportan nuevas evidencias para comprender el metabolismo de la bacteria y su

relacion con los posibles mecanismos de promocion del crecimiento vegetal.

Por otro lado, esta tesis presenta las primeras evidencias acerca de la formacion de
biopelicula por A. brasilense como estrategia para sobrevivir a condiciones de alta
salinidad y la participacién del NO en esta respuesta. Sin embargo, los resultados
obtenidos sugieren la existencia de otro/s mecanismo/s que estarian involucrados en
regular la formacién de biopelicula en condiciones de estrés salino. Estudios globales de
expresion génica para analizar los mecanismos implicados en la tolerancia a la salinidad,
podrian ser la base para continuar con investigaciones que llevaran a potenciar y

optimizar el empleo de Azospirillum como herramienta biotecnoldgica.

Teniendo en cuenta que Azospirillum y Pseudomonas son actualmente utilizadas
en nuestro pais para la formulacidon de inoculantes mixtos de uso agricola, los resultados
de esta tesis aportan informacion valiosa acerca de las bases fisiolégicas de la interaccidon
entre A. brasilense y P. protegens. En principio, los resultados permiten inferir un efecto
sinérgico en base a una comunicacion activa entre ambos géneros, por lo que surge como
desafio explorar de una manera mas completa las bases de esta interacciéon. En este
sentido, el uso de nuevas tecnologias para analizar los cambios transcripcionales globales
inducidos en A. brasilense Sp245 y P. protegens CHAO cuando interactuan formando
biopeliculas mixtas serian de gran utilidad. La informacién detallada acerca de cuales son
los genes regulados diferencialmente durante la interaccion en ambas especies, permitira
identificar posibles mecanismos fisioldgicos involucrados en el proceso. De esta manera,
se estableceran bases sdlidas para futuras investigaciones que profundicen en el rol
especifico de los genes identificados y sus productos en la interaccidn Azospirillum-

Pseudomonas.
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ANEXOS

Anexo 1: Medios de cultivo

Medio agar papa

Para 1 litro

¢ 2,5 g de acido malico

® 2,5 g de Sacarosa

e Azul de bromotimol: solucién 0,5% en 0,2N de KOH

e Solucién de micronutrientes (NaM04.2H20 0,2 g.L-1; MnSO4.H20 0,235 g.L-

1; H3BO3 0,28 g.L-1; CuSO4.7H20 0,008 g.L-1; ZnSO4.7H20 0,024 g.L-1)

Medio Rojo Congo

Para 1 litro

Medio LB

Para 1 litro

0,5 g K,HPO,

0,2 g MgS0,4.7H,0

0,1gCINa

0,5 g extracto de levadura

15 mg ClsFe.6H,0

5 g 4cido madlico

4,7 g KOH

20 g agar

Rojo Congo (solucién al 2,5 % (p/v) en agua destilada, filtrada y
autoclavada)

10 g peptona de carne
5 g extracto de levadura
10 g CINa

0,37 g Cl,Ca.2H,0

20 g agar
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Medio NFb NO 3 /NH,

Para 1 litro

e 3,7 g acido malico

e 5mLK,HPO, 10% (p/v)

e 2 mL MgS0,4.7H,0 10% (p/v)

e 1 mLNaCl10% (p/v)

e 2 mLCaCl,.2H,0 1% (p/v)

e 4 mlLFeEDTA 1,64% (p/v)

e 2 mL solucién de micronutrientes (NaMQ;4.2H,0 0,2 g.L'l; MnS0O,.H,0 0,235
g.L'h H3B05 0,28 g.L'"; CuS0O,4.7H,0 0,008 g.L'!; ZnS0,4.7H,0 0,024 g.L™Y).

e 0.769g KNO3/ 0.738g NH,CI

e LlevarapH 6,8 con KOH.

Medio OA(Okon-Albrecht-Burris)

Para 1 litro

e 6gK2HPO4

e 4gKH2PO4

e 5 gacido malico

e 0,2 gS04Mg.7H20

e 0,1gCINa

e 20 mgCl2Ca.2H20

e 2mg Na2Mo04.2H20

e 10 mg CI3Fe.6H20

e 1gNH4Clo 2 gKNO3

e 0,1 g extracto de levadura

e 1 ml solucidon de micronutrientes (MnSO4.H20 14 mM; H3BO3 45,2 mM;
e (Cl2Cu.2H20 0,164 mM; ZnS0O4.7H20 0,965 mM)
e 3 gNaOH

Anexo 2: Extraccion de RNA vy sintesis de ADN copia

Extraccion de RNA de Azospirillum brasilense por método Trizol.
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1. Cosechar 1 ml de un cultivo de DO540nm cercana a 1 a 8000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente.

2. Lavar el pellet con buffer TES (This-HClI 50 mM pH 8, EDTA 0.2 mM, NaCl 300 mM).

3. Centrifugar nuevamente 8000 rpm 5 minutos y resuspender el pellet en buffer TES y
Lisozima 1mg/ml preparada en el momento. Incubar 10 minutos a 37°C.

4. Centrifugar las muestras 8000 rpm 5 minutos y resuspender el pellet en 1 ml de Trizol
(Sigma).

5. Vortexar durante 2 minutos e incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

6. Agregar 200 pl de cloroformo, vortexear por 15 segundos y dejar reposar sobre mesada
5 minutos.

7. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos en frio y traspasar la fase acuosa
(superior) a un nuevo tubo conteniendo 0.5 ml de isopropanol.

8. Mezclar por inversidn algunas veces e incubar en la mesada por 10 minutos.

9. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos en frio. Notar la formacién de un
precipitado blanco. Descartar el sobrenadante.

10. Lavar el pellet con 1 ml de etanol 75% preparado con agua pepct?, Centrifugar a
13000 rpm por 5 minutos en frio.

11. Descartar el sobrenadante y dejar secar el pellet boca abajo en mesada o flujo laminar.

12. Resuspender el pellet de RNA en 30 pl de agua DEPC. Cuantificar A260nm y sembrar
en geles de agarosa 1% para chequear calidad del RNA.

W1 ml de DEPC por litro de agua, incubado toda una noche a 309C

Sintesis de ADN copia.

1- Colocar 1 pl de Random primers (0.5 pg/ul) y 1 pl dNTPs 10 mM. Agregar 11,5 pl de
ARN extraido o equivalente a 2 ug totales.

2- Incubar a 65 2C durante 10 minutos. Pasar luego rapidamente las muestras a hielo.
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3- Hacer una premix conteniendo por reaccién: 1 pl buffer RT 5X, 2 pul DTT 10 mM, 0.5 ul

enzima MMV 200 U/ul. Mezclar con vortex y centrifugar brevemente.
4- Colocar 7 ul de esta premix en los tubos conteniendo el ARN. Mezclar.

5- Llevar a 372C por 75 minutos y luego inactivar la enzima a 702C 15 minutos.

Anexo 3: Reacciones de PCR

Reaccion de RT-PCR 16s

Por reacciéon de PCR:

Primers utilizados:

Fw-16S: AGGCTTGACTTCCGGAGAGG

Rv-16S: TGGTAAGGTTCTGCGCGTTG

Concentracion final

1. ADNc 2ul
2. Buffer 10X 1X
3. Cl2Mg 25mM 2mM
4, dNTPs 10mM 0,8mM
5. Primer Fw 10 uM 0,5mM
6. Primer Rv 10 uM 0,5mM

7. Taq invitrogen 5u/ pl

0,5u/x reaccion

8. Agua hasta completar volumen final

Programa:
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1. 3 minutos 95°C

2. 30 segundos 952C

3. 30 segundos 60°C (16S)

4.1 minutos 72°C

5. 5 minutos 722C

El paso 2 a 4 fue repetido 18 ciclos.

Reaccion de RT-PCR Nap y Nir

Por reaccidn de PCR:

Primers utilizados:

Fw-Nap: GGAGATGCACCCCATCCTGT
Rv-Nap: GTGCTGGTTGAAGCCCATG
Fw-Nir: GGATGACGGCACGACCTACA

Rv-Nir: GCTTCTCGTTGACCAAGCCG

1. ADNc Segun
corresponda(l)

2. Buffer 10X 1X

3. Cl2Mg 25mM 2mM

4. dNTPs 10mM 0,4AmM

5. 100% DMSO 7,5%

6. Primer Fw 10 uM 0,5 uM

7.Primer Rv 10 uM 0,5 uM

8. Taq invitrogen 5u/ pl 0,5u/x reaccion

9. Agua hasta completar volumen final

W Dado gue se estaba realizando RT-PCR el contenido de templado de cada reaccidon de
PCR se ajusto en funcién de la abundancia del ADNc 16S para cada muestra
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Programa:

1. 2 minutos 942C

2. 30 segundos 722C

3. 30 segundos 652C

4. 20 segundos 729C

5. 5 minutos 72°C

El paso 2 a 4 fue repetido 30 ciclos.
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