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Resumen

Las plantas, tanto en ecosistemas naturales como en cultivos, estan sujetas a estreses
biéticos y abibticos que afectan su crecimiento. El estrés abiodtico por déficit hidrico (DH) es
considerado uno de los mas importantes, tiene mayor impacto aun que el causado por todo
el conjunto de estreses bibticos y se estima que en los préximos afos se vera exacerbado
como consecuencia del cambio climatico. Inicialmente, las plantas responden al DH
disminuyendo la conductancia estomatica y la transpiracion, lo que produce una menor
fotosintesis, con lo que se retrasa el crecimiento. Cuando el DH es severo o prolongado,
las plantas disminuyen su é&rea transpiratoria acelerando la senescencia foliar y
redistribuyendo recursos hacia la raiz para aumentar su desarrollo y maximizar su area de
absorcion.

Una estrategia prometedora para hacer frente al estrés por DH consiste en la inoculacion
con bacterias promotoras del crecimiento (PGPB), ya sea para aportar a las plantas
tolerancia a la sequia, o bien para evitar un descenso en la tasa de crecimiento.
Recientemente nuestro grupo ha reportado que dos cepas del género Pseudomonas,
llamadas M25 y N33, aportan proteccion frente a la sequia en plantines de Eucalyptus
grandis, aunque el mecanismo de accion no fue aun dilucidado. Para poder avanzar en
aspectos mecanisticos, en esta tesis se utilizé la especie modelo Arabidopsis thaliana, de
facil cultivo en laboratorio, y se evaluo en ella el efecto protector frente a la sequia de M25
y N33, inoculadas tanto de forma individual como en consorcio. La cepa M25 produjo un
efecto benéfico bajo condiciones de sequia, que se evidencié al mantener una tasa de
crecimiento del vastago similar a la del control bien regado, con una tasa de transpiracion
menor y una incidencia de la senescencia foliar mas lenta que las del control. La plantas
inoculadas con M25+N33 no mostraron un efecto sinérgico aportado por ambas cepas, sino
que se comportaron de forma similar a aquellas sin inocular con bacterias.

El trabajo con A. thaliana nos permitié poner especial atencién en la arquitectura radical,
especificamente sobre el patron de crecimiento y ramificacién de la raiz principal y sobre el
desarrollo de pelos radicales en respuesta a la presencia de las PGPB. La cepa M25
produjo un mayor crecimiento de la raiz principal, con més raices laterales. En contraste, la
inoculacion con N33 llevé a una raiz principal mas corta y menos ramificada. La presencia
de cada una de las dos cepas aumenté considerablemente el nimero y el largo de los pelos
radicales. Esto nos llevé a pensar una posible alteracion en la via de las auxinas en la raiz,
generada por la presencia en la rizosfera de M25 o N33. Luego de realizar ensayos en la
linea DR5rev::GFP reportera de auxinas concluimos, hasta el momento, que la induccion
del desarrollo de pelos radicales no estaria causada por una alteracién en la via de
sefializacién de auxinas. Esto sugiere que los cambios observados en la arquitectura radical
implicarian otra via regulatoria.



Ignacio Llamedo — Tesis de Licenciatura — 2024

Titulo y Resumen en inglés

Arabidopsis thaliana interaction with plant growth promoting
bacteria that protect against drought stress

Plants, both in natural ecosystems and in crops, are subject to biotic and abiotic stresses
that affect their growth. Abiotic stress caused by water deficit (WD) is considered one of the
most important stresses, with a greater impact than all biotic stresses combined. It is
estimated that climate change will exacerbate this effect. Initially, plants respond to WD by
reducing stomatal conductance and transpiration, leading to decreased photosynthesis and
delayed growth. When WD is severe or prolonged, plants reduce their transpiring area,
accelerating leaf senescence, and reallocate resources towards the roots to enhance their
development and maximize absorption area.

A promising strategy to cope with WD stress involves inoculation with plant growth-
promoting bacteria (PGPB), either to confer drought tolerance or to prevent a decline in
growth rate. Recently, our group reported that two strains of Pseudomonas, named M25 and
N33, provide protection against drought in Eucalyptus grandis seedlings, although the
mechanism of action has not been elucidated yet. In this thesis, in order to advance our
understanding of mechanistic aspects, we used the model species Arabidopsis thaliana,
which is easily cultivated in the laboratory, to evaluate the protective effect against drought
of M25 and N33, inoculated both individually and in consortium. Strain M25 exhibited a
beneficial effect under drought conditions, maintaining a shoot growth rate similar to that of
the well-watered control, with lower transpiration rate and slower leaf senescence
progression than the control. Plants inoculated with M25+N33 did not show a synergistic
effect contributed by both strains but behaved similarly to plants without bacterial
inoculation.

Working with A. thaliana allowed us to focus on root architecture, specifically on the growth
and branching pattern of the main root and on the development of root hairs in response to
PGPBs. Strain M25 promoted greater main root growth with more lateral roots, while N33
inoculation resulted in a shorter and less branched main root. The presence of each strain
significantly increased the number and length of root hairs. This led us to consider a possible
alteration in the auxin pathway in the root, induced by the presence of M25 or N33 in the
rhizosphere. After conducting assays with the auxin-signaling reporter line DR5rev::GFP,
we concluded, so far, that the induction of root hair development may not be caused by an
alteration in the auxin signaling pathway. This suggests that the observed changes in root
architecture involve another regulatory pathway.
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Introduccioén

Estrés abiodtico

Las plantas, tanto en ecosistemas naturales como en cultivos, estan sujetas a estreses
bidticos y abidticos que afectan su crecimiento. Se define al estrés abibtico como cualquier
condicion ambiental que genere una disminucion en el crecimiento vegetal (Robert-
Seilaniantz et al., 2010). Dentro de los mas importantes estreses abibticos se encuentra el
estrés por déficit hidrico (DH) o sequia, el cual es un fenomeno temporal de falta de agua,
en contraste con la aridez de una regién particular en donde la falta de agua es constante
y caracteristica del ambiente. EI DH impuesto por la sequia tiene un impacto tanto a nivel
ecoldgico como social. La reduccion en la disponibilidad de agua lleva a una aceleracion de
la degradacién de ambientes naturales y pérdida de biodiversidad, asi como una reduccion
en la produccién de cultivos, derivando en fuertes consecuencias sociales y econdémicas
(FAO, 2019). Su impacto sobre los cultivos a nivel anual es de mayor magnitud aun que el
causado por todos los patégenos combinados (Gupta et al., 2020). Se estima que en los
afos venideros el estrés por DH se vera exacerbado dado el contexto actual de cambio
climatico (FAO, 2019), por lo que es imperativo desarrollar sistemas vegetales capaces de
tolerarlo.

Fisiologia del estrés hidrico

A tiempos cortos (en el rango de minutos a pocas horas) las plantas responden al DH
cerrando sus estomas, es decir, disminuyendo la conductancia estomatica y en
consecuencia la transpiracion. Esta estrategia, si bien evita la pérdida excesiva de agua,
lleva a un aumento de la temperatura de la planta y una menor incorporacion del CO;
necesario para la fotosintesis, lo que retrasa el crecimiento. Cuando el DH es severo o
prolongado, las plantas disminuyen su area transpiratoria acelerando la senescencia y la
abscision de las hojas. Si bien estas respuestas aumentan la supervivencia, en plantas
cultivadas pueden traer como consecuencia una disminucién de la productividad. La
estrategia complementaria a la conservaciéon del agua a nivel del vastago es la diminucién
del crecimiento del tallo y de las hojas, lo que resulta en la redistribucién de recursos hacia
la raiz para acelerar su desarrollo y maximizar su area de absorcién, en muchos casos
mediante cambios en la arquitectura radical (Tardieu et al., 2018; Gupta et al., 2020; Tenorio
Berrio et al., 2022).

A nivel celular los cambios en la biomasa y expansion foliar que se disparan por el estrés
hidrico se dan a través de un arresto en la divisidn y expansion de las células, siendo este
daltimo el mayor determinante del tamafio final de las hojas (Tenorio Berrio et al., 2022). En
paralelo, en muchas especies el potencial osmotico del tejido decrece por la acumulacion
activa de solutos, lo cual evita la pérdida de turgencia de las células, al generar un gradiente
de potencial hidrico favorable a la entrada de agua a la célula, en lo que se denomina “ajuste
osmotico” (Verslues et al., 2006).

Las fitohormonas juegan un rol muy importante en la respuesta al DH. Una de las mas
relevantes es el 4cido abscisico (ABA), que promueve el cierre estomatico al acumularse
en el vastago cuando el contenido de agua del suelo disminuye (Hsu et al., 2020). También
se vio que el ABA esta implicado en la respuesta hidrotropica de la raiz, a través de
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reducciones en el &ngulo de surgimiento de las raices laterales en busca de agua a mayor
profundidad (Dietrich, 2018).

Arquitectura de la raiz

Las plantas regulan el patrén de ramificacion de sus raices en respuesta a las
caracteristicas mecanicas y nutricionales del suelo y con eso logran optimizar la adquisicion
de recursos. La arquitectura radical resultante esta definida por el crecimiento
indeterminado de la raiz principal, por la formacién de raices laterales y por la formacion de
pelos radicales (PRs). La mayor informacion que tenemos al presente sobre las vias
regulatorias del desarrollo de las raices en angiospermas proviene de estudios en
Arabidopsis thaliana (Banda et al., 2019; Vissenberg et al., 2020). Las raices laterales se
generan a partir de células del periciclo ubicadas en la zona de elongacion de la raiz,
llamadas células fundadoras, que se dividen anticlinal y periclinalmente para formar un
primordio tridimensional. Este primordio crece atravesando el tejido de la corteza hasta
emerger a la superficie y en el trascurso desarrolla un huevo meristema apical. El proceso
de iniciacion de raices laterales esta en parte controlado por auxinas (Zluhan-Martinez et
al., 2021) y en parte por interacciones mecanicas de las células del primordio con el tejido
circundante, especialmente la endodermis (Banda et al., 2019).

El desarrollo de los PRs se da tanto en la raiz principal como en las laterales y constituye
un proceso dindmico que es esencial para la éptima exploracion del suelo por las raices, ya
que, si bien los PRs comprenden solamente un 2% de la biomasa radical, su presencia
aumenta en varios 6rdenes de magnitud la superficie de contacto de la raiz con el suelo
(Marin et al.,, 2021). Esta funcion de los PRs se torna especialmente importante en
condiciones de DH o de baja disponibilidad de nutrientes. En Arabidopsis thaliana los PRs
se encuentran distribuidos en la raiz con un patrén regular. El desarrollo de una célula
epidérmica de laraiz en un PR depende de la recepcion de una sefial posicional proveniente
de las células corticales subyacentes (Schiefelbein et al., 2009; Shibata y Sugimoto, 2019),
que responden a hormonas, dentro de las cuales las auxinas, el etileno, las citoquininas y
el acido jasmonico ejercen una regulacion positiva, mientras que los brasinoesteroides y el
acido abscisico regulan negativamente el desarrollo de los PRs (Zluhan-Martinez et al.,
2021). La cascada de sefalizacion molecular de este proceso se esta estudiando en detalle
en arabidopsis, donde se han identificado varios factores de transcripcion involucrados,
como GLABRA2, RHD6 y RSL4, asi como los genes ARF5, ARF7, ARF19, EIN2, EIN3-
EIL1, de sefializacion de auxinas y de etileno, que controlan la diferenciacion del PR
(Velasquez et al., 2016; Vissenberg et al., 2020; Zhu et al., 2020); ver Figura I11.
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Figura I11. Regulacion del desarrollo de los pelos radicales en Arabidopsis thaliana. Izquierda:
(A) imagen, tomada en campo claro, de la zona apical y de elongacion de la raiz principal donde
pueden observarse PRs en distinto grado de desarrollo; (B) imagen de un segmento longitudinal de
la raiz, y (C) corte transversal de la raiz mostrando la ubicaciéon de los PRs, en ambos casos
correspondiente a imagenes tomadas en microscopio confocal, mostrando en verde/verde-amarillo
la fluorescencia de GFP. Derecha: modelo de la via molecular y hormonal del desarrollo de PRs. Las
hormonas indicadas en verde estimulan el desarrollo de los PRs, y aquellas indicadas en rojo lo
reprimen. Figura tomada de Vissenberg et al., 2020.

Interaccion planta-microorganismos

Desde los inicios de su evolucion las plantas han establecido relaciones esenciales con los
microorganismos (bacterias, algas, oomicetes y hongos) presentes en su entorno.
Actualmente las plantas interaccionan con un conjunto de microorganismos provenientes
del suelo, los cuales pueden encontrarse en la rizosfera, el rizoplano u hospedados en los
tejidos vegetales (Berg et al., 2014). Las plantas ejercen control sobre la composicion y
abundancia de la comunidad microbiana, ya sea a través de la emision de exudados
radicales, que acorde a su composicion favoreceran a algunos microorganismos mas que
a otros (Chaparro et al., 2012), o bien mediante compuestos sefalizadores que promueven
el reclutamiento y la modulacion de especies particulares (Massalha et al., 2017).

Bacterias promotoras del crecimiento

En la dltima década la interaccion con bacterias que promueven el crecimiento de las
plantas (llamadas PGPB por sus siglas en inglés, plant growth promoting bacteria) ha
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ganado considerable atencién, ya sea desde el punto de vista ecolégico o como una
herramienta de manejo de cultivos frente a estreses (Backer et al., 2018). Las PGPB pueden
estimular el desarrollo vegetal de dos maneras: directamente, aumentando la disponibilidad
de minerales del suelo o sintetizando y liberando fitohormonas (o sus analogos); e
indirectamente, alterando las propiedades del suelo o las condiciones de crecimiento de
otros microrganismos, ya sea benéficos como patdégenos. Dentro del primer grupo se
engloban las PGPB productoras de auxinas, que favorecen el desarrollo de la raiz o alteran
su arquitectura (Verbon y Liberman, 2016), como también las productoras de ACC
deaminasa, que degrada al precursor del etileno, retrasando la senescencia. En su accién
indirecta, las PGPB pueden actuar como agentes de control biologico, favoreciendo la
simbiosis con otros microorganismos o degradando sustancias del suelo toxicas para las
plantas (Ngumbiy Kloepper, 2016). Estas caracteristicas hacen de la inoculacion con PGPB
una estrategia prometedora y ambientalmente amigable para hacer frente al estrés vegetal
(Trivedi et al., 2022). En particular, se ha reportado que la inoculacién con PGPBs puede
aumentar la tolerancia al DH, y esta tolerancia parece estar relacionada con cambios en la
arquitectura radical provocados por la presencia de los microorganismos (Ngumbi y
Kloepper, 2016).

Las proteobacterias del género Pseudomonas son muy abundantes en el microbioma de la
rizosfera (Bulgarelli et al., 2013). Se reportaron cepas de Pseudomonas que estimulan el
crecimiento en Arabidopsis thaliana al inhibir la elongacion de la raiz principal y promover
la formacién de nuevas raices laterales y de nuevos PRs (Vacheron et al., 2013; Zamioudis
et al., 2013). Nuestro grupo ha reportado recientemente la interaccion beneficiosa con
plantines de eucaliptos de dos cepas de Pseudomonas aisladas de agroambientes
bonaerenses, llamadas M25 (Castagno et al.,, 2011) y N33 (Chain et al.,, 2020).
Demostramos que estas cepas, que no penetran en la planta sino que ejercen su accion
desde la rizosfera, aumentan la tolerancia al DH en eucaliptos juveniles, modificando el
manejo del agua, mediante cambios en la conductancia estomética y la elasticidad de las
paredes celulares (Chain et al., 2020) . Ademas, observamos que dichas cepas causan un
incremento del nimero y la longitud de los PRs en plantulas recién germinadas, tanto en
eucalipto como en arabidopsis (Chain, 2021). Esta reciente observacién, en conjunto con
lo que se conoce de la accion de las auxinas en el desarrollo de las raices (Jung y McCouch,
2013), permite hipotetizar que el efecto benéfico de las cepas M25 y N33, al menos en los
pasos iniciales de la interaccion, puede deberse a la liberacién de auxinas o sus analogos.

Si bien los resultados de nuestro grupo son prometedores en cuanto a la implementacién
de M25 y N33 como estrategia para la tolerancia de eucaliptos frente a la sequia (Chain,
2021), todavia resta dilucidar el mecanismo por el cual nuestras cepas aportan tales
beneficios bajo estrés hidrico. Para generar mayor conocimiento acerca de los efectos
aportados por M25 y N33 bajo condiciones desfavorables de riego, asi como indagar sobre
la participacion de las auxinas, involucradas en el desarrollo de los PRs y la posible funcion
de éstos durante la respuesta al DH, en esta tesis se trabajé con la planta modelo
Arabidopsis thaliana. Esta especie presenta un corto ciclo de crecimiento, un tamafio
pequefio y la posibilidad de realizar cultivos tanto en suelo y como en medio agarizado. A
esto se suma la existencia de numerosas herramientas genéticas y moleculares en la
especie, como por ejemplo la disponibilidad de lineas transgénicas portadoras de
constructos “reporteros” de la accion de diversas hormonas y la posibilidad de trasladar los
resultados obtenidos con A. thaliana a cultivos y otras especies de interés (Yaschenko et
al., 2024).
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Un mayor conocimiento acerca de la interaccion entre las plantas y las PGPBs permitira
contribuir con estrategias ambientalmente amigables para afrontar las condiciones
adversas al crecimiento vegetal a nivel global, como la sequia, exacerbadas por el cambio
climatico y otras problematicas mundiales.
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Hipotesis y objetivos de la investigacion

Esta tesis de licenciatura busca contribuir al conocimiento de los mecanismos por los que
las bacterias benéficas aportan a las plantas tolerancia al DH.

Objetivo general

Profundizar la caracterizacion mecanistica de la interaccion positiva de las plantas con M25
y N33 que el grupo de Fisiologia Vegetal habia reportado para Eucalyptus grandis (Chain
et al. 2020). Por poseer un ciclo de vida corto, factible de completarse en camaras
climatizadas por la duracién de la tesis y donde las etapas iniciales pueden ser observadas
en cultivo en medio agarizado, ademas de la disponibilidad de una amplia bateria de lineas
transgénicas y mutantes, los estudios se realizaron utilizando la especie modelo
Arabidopsis thaliana.

Hipotesis
1) Las cepas N33 y M25 aumentan la tolerancia al DH de arabidopsis mediante cambios en
la estrategia de manejo del agua y de la tasa de crecimiento.

2) La capacidad de las plantas inoculadas de tolerar el DH estaria en parte relacionada con
cambios en la arquitectura radical y con un aumento en la densidad y longitud de PRs
inducidos por la presencia de las bacterias.

3) Los cambios en la arquitectura radical y el desarrollo de PRs se deberian, en parte, a un
cambio en el balance de auxinas producido por las bacterias, directa o indirectamente.

Objetivos especificos:

Para poner a prueba la hipétesis 1: Estudiar el efecto de inocular las cepas N33 y M25, por
separado o en consorcio, sobre el crecimiento y el manejo del agua de arabidopsis en
condiciones de riego normal y en comparacion con condiciones de DH.

Para poner a prueba las hipétesis 2 y 3: Estudiar el efecto de inocular las cepas N33 y M25
sobre la arquitectura de la raiz y la generacion de PRs en arabidopsis, prestando especial
atencion a cambios en la respuesta a auxinas.

11
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Materiales y métodos

Materiales

Los experimentos de sequia, de visualizacion de raices y de pelos radicales fueron
realizados con la linea salvaje Col-0 de Arabidopsis thaliana. Para el experimento de
visualizacién de fluorescencia en apices de raiz se trabajé con la linea transgénica de
arabidopsis DR5rev::GFP (Friml et al., 2003), la cual posee el mismo backround genético
gue la linea Col-0 y ademas lleva inserto en su genoma el promotor del gen DR5, inducible
por auxinas, seguido de la secuencia codificante de la proteina fluorescente verde medusa
(GFP, por su sigla en inglés) .

Las cepas de bacterias utilizadas para los experimentos fueron aisladas de agroambientes
bonaerenses. Se utilizaron: 1) la cepa M25, originalmente descripta por Castagno et al.
(2011), filogenéticamente relacionada con la especie Pseudomonas fluorescens, y 2) la
cepa N33, que presenta una identidad del 99% con las cepas tipo del género Pseudomonas
(Chain 2021). Previamente a este trabajo, ambas cepas fueron transformadas por
conjugacion con un plasmido que permite la expresion de GFP y de la enzima neomicina
fosfotransferasa Il, que confiere resistencia a kanamicina (Chain et al., 2020).

Para la preparacion de medio LB se mezclaron 10 g de triptona bacteriolégica, 10 g de
cloruro de sodio y 5 g de extracto de levadura en 900 mL de agua destilada, bajo agitacion
constante. Una vez llevado a disolucion se ajusté el pH a 7.0 con hidroxido de sodio 10M,
mediante el uso de un pHmetro. Por ultimo, se ajustd el volumen final a 1L con agua
destilada y se esterilizé en autoclave.

En caso de haber preparado medio LB para el cultivo de bacterias en placas de Petri se
adicionaron 8 g de agar, de manera que la concentracion result6é 0,8% p/v.

Para la preparacion de 1L de medio de cultivo MS agarizado se agregaron 8g de agar
(concentracion 0,8 % p/v), 25 mL de solucién MS1, 2,5 mL de MS2y 2,5 mL de MS3 (Anexo,
Tabla suplementaria). Mediante agitacion constante se disolvié el agar y las soluciones MS
en agua destilada, se ajusto el pH a 5.8 — 6 con hidroxido de sodio 1N mediante el pHmetro,
y se llevo el volumen a 1L, antes de enviar el recipiente a esterilizar en el autoclave.

Cultivo de bacterias

Para su preservacion, las cepas se cultivaron en medio LB liquido conteniendo 50ug/mL de
kanamicina, al que se le agreg6é un volumen igual de glicerol 30% Yy las suspensiones
resultantes se mantuvieron indefinidamente a -80 °C. Para obtener colonias aisladas, las
bacterias fueron estriadas en placa de Petri en medio LB conteniendo 0,8% agar y 50ug/mL
de kanamicina, e incubadas a 28°C durante 24-48hs. Una vez obtenido el estriado se
corroboré que las colonias presentaran fluorescencia bajo luz UV en un transiluminador.
Para preparar las suspensiones para inoculacion de arabidopsis y para la determinacién de
la concentracién de unidades formadoras de colonias, las cepas fueron cultivadas en medio
LB liquido con 50ug/mL de kanamicina, a 28°C en agitador orbital a 200 rpm, por 12-16 h.
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Titulacion de las cepas bacterianas

Se determiné la densidad optica (DO) a 578 nm de cultivos liquidos de las cepas M25 y
N33 utilizando un espectrofotbmetro (UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japén). Las células se
colectaron por centrifugacion a 10000 rpm, por 5 min a 4°C en centrifuga refrigerada (EBA
12R, Hettich, Tuttlingen, Alemania). El pellet se resuspendié en MgCl, 10mM y se realizaron
diluciones seriadas, siguiendo estos factores de diluciéon: 10%, 103, 10% 10° 10°, 10"
En placas con medio LB agarizado conteniendo 50ug/mL de kanamicina se sembraron con
rastrillo 50 pL de las respectivas diluciones y se cultivaron a 28°C durante 2 dias. Cada
diluciéon se plagqueé por duplicado. Se cuantific6 el nimero colonias por placa para
determinar el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL del cultivo original
de cada cepa.

Preparacion de suspensiones bacterianas para inoculacion

A partir de los cultivos liquidos de M25 y N33 se determind la DO (A=578nm) con el
espectrofotébmetro y los cultivos se diluyeron con LB en tubos eppendorf por separado,
segun los datos de titulacion previamente obtenidos, para llevar ambos cultivos a la misma
concentracion de 10° UFC ml?. Los tubos se centrifugaron a 4°C, 9000 rpm durante 5
minutos, se descart6 el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 30 mL de MgCl, 10mM,
para obtener la solucién final de inoculacién. Para la inoculacion con ambas cepas en
consorcio se prepar6é una suspension conteniendo 0,5x10° UFC ml?! de cada cepa y se
inocul6 de la misma forma que con las cepas individuales.

Cultivo de plantas
Condiciones de cultivo

Las plantas se cultivaron a partir de semillas en una camara climatizada con temperatura
constante a 22°C, fotoperiodo de dia corto (10 horas de luz y 14 de oscuridad), irradiancia
190-210 umol fotones.m2.seg?, provista desde arriba por listones LED de 11W blanco
neutro, 4000K (SICA, Lanus Oeste, Argentina). La intensidad de luz en el espectro
fotosintéticamente activo fue medida con un radiébmetro LI-250A (LI-COR, Lincoln,
Nebraska, EE.UU.). La humedad relativa se mantuvo en el rango de 50-70% mediante el
uso de un acondicionador de aire comercial.

Esterilizacion de semillas

Las semillas fueron mantenidas a temperatura ambiente y esterilizadas superficialmente
por sumersién con agitacion en una solucion de 4 partes de etanol 96% con una parte de
hipoclorito de sodio (12,5 g Cl activo L) durante 10 minutos, seguido de dos lavados con
etanol 96%, dejando secar las semillas en flujo laminar.

Cultivo de arabidopsis para ensayo de sequia

Se sembraron semillas previamente esterilizadas en placas de Petri con medio MS 0,5X
solidificado con agar 0,8% (p/v). Para obtener una germinacion homogénea las placas se
mantuvieron durante 3 dias en oscuridad a 4°C (estratificacion). Luego las placas se
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trasladaron a la camara de cultivo para la germinacion y crecimiento de las plantulas durante
10-13 dias. Una vez transcurrido ese tiempo las plantulas se transfirieron a vasos plasticos
de 70 mL perforados en la base, conteniendo una mezcla de sustrato comercial marca
Grow-mix (Terrafertil) y perlita (4:1 v/v), previamente humedecido con agua declorada. Para
evitar un cambio brusco de humedad, las plantulas recién transferidas se mantuvieron
cubiertas con una tapa plastica hasta que alcanzaron el estadio de 4 hojas.

Cultivo de arabidopsis para ensayo de visualizacion de raices

Se sembraron semillas esterilizadas en placas de Petri con medio MS 0,5X y agar 0,8% p/v,
y se estratificaron durante 3 dias en oscuridad a 4°C. Las plantulas se cultivaron durante
10 dias en cdmara de cultivo y se transfirieron, bajo flujo laminar, a placas cuadradas de 10
cm? conteniendo medio MS 0,5X agarizado. Estas placas fueron colocadas en la camara
de cultivo en posicién vertical hasta su utilizacion en el andlisis de la estructura radical.

Cultivo de arabidopsis para ensayo de visualizacion de pelos radicales

Se sembraron semillas esterilizadas directamente en placas cuadradas de 10 cm? con
medio MS 0,5X, agar 0,8% p/v, se estratificaron 3 dias en oscuridad a 4°C y se cultivaron
durante 4-5 dias en posicion vertical.

Cultivo de arabidopsis para ensayo de visualizacion de fluorescencia en apices de
raiz

Se sembraron semillas de la linea DR5rev::GFP previamente esterilizadas en placas
cuadradas de 10 cm? con medio MS 0,5X, agar 0,8% p/v, se estratificaron 3 dias en
oscuridad a 4°C y se cultivaron durante 4-5 dias en posicién vertical.

Ensayo de sequia y riego normal en plantas cultivadas en maceta
Desarrollo del ensayo

Las plantulas fueron cultivadas en vasos plasticos perforados de 70 mL, utilizados como
macetas, durante 9 dias bajo riego, apoyadas sobre bandejas plasticas para ser regadas
desde abajo. El riego se realizé periédicamente cubriendo los primeros 0,5 cm -1 cm de la
bandeja con agua declorada. Transcurridos los 9 dias se inocularon las macetas con
suspension de bacterias o solucién control (preparadas segun se indica mas abajo) y se
mantuvieron una semana bajo riego normal. Posteriormente se suspendio el riego en la
mitad de las macetas, destinadas al tratamiento de sequia, hasta cumplirse la totalidad del
ensayo (Figura M1), mientras que la otra mitad se mantuvo bajo riego periddico (riego
normal).
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Inoculacion
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Figura M1. Esquema de trabajo con los tiempos correspondientes a cada paso

Asignacion de tratamientos

La unidad experimental fue cada una de las macetas, las cuales recibieron un tratamiento
segun la combinacion de dos variables, por un lado la variable “inoculacion”, segun se
inoculd con la cepa N33, M25, ambas cepas puestas en consorcio (N33+M25), o una
solucion control de MgCl; 10mM; por otro lado la variable “riego”, que se refiere a la
aplicacion de déficit hidrico por suspension total del riego (sequia) o al mantenimiento del
riego normal (RN).

Las macetas se colocaron sobre bandejas de plastico, conteniendo 8 macetas cada una,
durante todo el experimento. Cada bandeja recibi6é al azar una combinacion de las dos
variables (Figura M2), de manera tal que se formaron 8 combinaciones. La implementacion
de las bandejas para plantas de una misma combinacion de tratamientos permitié que al
regarlas no sucediera una contaminacion cruzada desde una maceta inoculada con una
cepa hacia otra maceta con inoculacién diferente.
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Figura M2. Representacion de la asignacion de tratamientos y distribucién de las macetas

Disposicion de las macetas en la camara de cultivo

La disposicion dentro del estante de la camara de cultivo fue de 8 bandejas de plastico,
cada una conteniendo 8 macetas. Las bandejas se rotaron dentro del estante cada 2-3 dias
para evitar el efecto borde durante el ensayo.

Inoculacién de macetas con suspension de bacterias

Transcurridos 9 dias desde la siembra se inocularon las macetas por aplicacion de 1 mL de
suspension de bacterias (o0 soluciéon control de MgCl, 10mM), por Unica vez en todo el
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experimento. La aplicacion se realizé con micropipeta de 1000 L, directamente sobre el
sustrato proximo a cada planta, cuidando que no cayera sobre el vastago.

Suspension del riego

Posteriormente a la inoculaciéon las plantas se mantuvieron bajo condiciones de riego
normal durante 1 semana para permitir la interaccion de las bacterias con las plantas bajo
condiciones normales, antes de iniciar el estrés. Luego se procedié a suspender totalmente
el riego de las 4 bandejas correspondientes al tratamiento de sequia. El dia de suspension
del riego fue considerado el dia 0 en la toma de datos posteriores. Se midieron variables
relacionadas al crecimiento y al manejo del agua de las plantas, en algunos casos para
aquellas sometidas a sequia, a riego normal, 0 en ambos tratamientos. Se midieron algunas
variables de forma periddica y otras variables en una Unica instancia al final del
experimento.

Medicion de variables relacionadas al crecimiento vegetal
Area foliar proyectada

Se determiné el area foliar de la roseta entera a partir de la toma de fotografias y posterior
calculo del area foliar proyectada usando el programa Photoshop®, tanto para plantas
sometidas a sequia como a riego normal. Las fotos fueron tomadas con camara digital
desde una posicién vertical por encima de la maceta, para luego calcular la cantidad de
pixeles verdes y compararla con la correspondiente a un cuadrado de &rea conocida
incluido en la fotografia.

Biomasa acumulada del vastago

Al final del experimento (dia 21) se cortaron las rosetas de las macetas sometidas a sequia
y a riego normal, se guardaron en sobres de papel y se secaron en estufa a 60 °C durante
por lo menos 48hs. Una vez secas las rosetas se pesaron en una balanza analitica (d=0,1

mg).

Medicién de variables relacionadas al manejo del agua
Peso de las macetas

La evapotranspiracion se estimé como la pérdida de agua de las macetas sometidas a
sequia. Para ello se determiné el peso de cada maceta en una balanza granataria cada 2-
3 dias, a lo largo de 21 dias desde la suspension del riego.

Conductancia estomatica en hojas

La conductancia estomatica (gs) de las plantas mantenidas en riego normal se midio
utilizando un porémetro de estado estacionario (modelo SC-1, Decagon Devices, Pullman,
Washington, EE.UU.). Las mediciones se realizaron en la cara abaxial de una de las hojas
mas jovenes totalmente expandidas de cada planta.
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Contenido relativo de agua en hojas

El contenido relativo de agua de las hojas (CRA) se determind para plantas mantenidas en
riego normal. Se cort6 una hoja joven totalmente expandida de cada planta y se pesé para
registrar el peso fresco (Pr). Luego se colocé cada hoja en un tubo Falcon cerrado
conteniendo 1 mL de agua destilada. Los tubos se mantuvieron a 4°C durante 24hs para
obtener el maximo de turgencia de las hojas escindidas, que se pesaron para registrar el
peso turgente (P:). Luego las hojas se transfirieron a sobres individuales y se secaron en
estufa a 60 °C por al menos 48 h. Una vez secas se registré el peso seco (Ps).
El CRA se obtuvo segun la siguiente ecuacion:

Porcentaje de hojas senescentes

Considerando como senescentes aquellas hojas de coloracion amarillenta homogénea
(Figura M3), se cuantificé el nimero de hojas en estado senescente y se determind su
porcentaje dentro del total de hojas de la planta.

Figura M3. Fotografia del dia 21 de una planta representativa sometida a sequia. Se muestran
marcadas con asterisco aquellas hojas consideradas senescentes.

Ensayos de visualizacion de raices y cuantificacion de pelos radicales
Preparacion de placas e inoculacion

Para el ensayo de visualizacion de raices se transfirieron cinco plantulas por cada placa
cuadrada, que se inocularon mediante la aplicacion con micropipeta de una Unica gota de
20 pL de suspension de bacterias (o0 solucién control de MgCl, 10mM) ubicada a 1cm del
apice de la raiz, es decir que al momento de la inoculacion las bacterias no estuvieron en
contacto directo con las raices.

En el ensayo de cuantificacion de pelos radicales las semillas fueron sembradas tal que
hubiera dos filas de 10-11 semillas en cada placa. Una vez germinadas se inoculd
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procurando que la gota estuviera a 0,5 cm del apice de cada raiz. En la Figura M4 se
esquematizan los pasos para ambos ensayos.
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Figura M4. Esquemas de trabajo en placas cuadradas. Se muestra en la parte superior los pasos
correspondientes al ensayo de visualizacion de raices, y en la parte inferior para la cuantificacién de
pelos radicales

Desarrollo y cuantificacion del largo de la raiz principal y el nimero de raices
laterales

La arquitectura de la raiz se evalu6 a partir de scans de las placas cuadradas, obtenidas
con un scanner Epson Perfection V370 Photo (resolucién 2400 ppp). Mediante el Software
ImageJ se midi6 el largo de la raiz principal, desde el apice hasta la regiéon de transicién
vastago-raiz, y se cuantificé el nimero de raices laterales que emergieron de ésta.

Desarrollo y cuantificacion del numero de pelos radicales

Se cuantificé el nimero de pelos radicales en los primeros 13 mm de la raiz desde el 4pice,
Unicamente en aquellas raices que atravesaron la gota de inoculacion. Las imagenes fueron
tomadas con camara fotografica adosada a una lupa, utilizando un aumento 10X.

Ensayo de cuantificacion de fluorescencia en raices de la linea
DRb5rev::GFP

La preparacion de las placas e inoculacion se realizé siguiendo la misma metodologia
descripta para Col-0. Transcurridos 4 dias desde la inoculacion se seleccion6 una placa
proveniente de cada tratamiento de inoculacion, de las cuales se tomaron tres plantulas
cuya raiz se coloc6 cuidadosamente entre un porta y un cubre objetos, y se visualiz6 la
fluorescencia de GFP mediante la adquisicion de imagenes en el microscopio confocal
(modelo LSM980, Zeiss, Jena, Alemania), con una lente 20X de apertura numérica 0.8
(Figura M5). La GFP se excito con un laser de 488 nm y se registro la emisiéon a 509 nm.
Las imagenes se analizaron a través del programa ImageJ, usando el plug-in Bioformats y
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la funcidon Z-stack (seteado en intensidad maxima), la cual genera una nueva imagen
denominada stack, que integra todos los planos focales obtenidos por el microscopio
confocal. Esto permiti6 obtener la informacion correspondiente a todos los nucleos
fluorescentes dentro del volumen del 4pice. A partir de los stacks se cuantificé el nimero
de nucleos fluorescentes verdes, como parametro indicador del nivel de auxinas presentes
en las células del apice de la raiz.
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| | — &
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Figura M5. Esquema de trabajo en placas cuadradas para visualizacién de fluorescencia de
GFP

Analisis estadistico

Todos los datos tomados fueron analizados estadisticamente utilizando el programa
Rstudio. Para los graficos se utilizd el paquete “ggplot2”. Se realizaron comparaciones de
medias entre plantas inoculadas con bacterias y con solucién control mediante andlisis de
la varianza (ANOVA) de un factor, utilizando el paquete “car”. En los casos pertinentes se
efectuaron contrastes a posteriori entre los tratamientos mediante intervalos de confianza
(IC 95%), siguiendo el método de Tukey del paquete “emmeans”.

Modelos implementados

Se plantearon modelos lineales para analizar las variables, asumiendo la distribucién de
probabilidades pertinente a cada una de ellas. Para &rea foliar proyectada, biomasa de la
roseta, evapotranspiracién y conductancia estomatica se utilizé la funcion “Im”, y se asumio
una distribucion normal. Para porcentaje de hojas senescentes y CRA se implementaron
las funciones “gim” (paquete “Ime4”) y “betareg” (paquete “betareg”) respectivamente, en
ambos casos asumiendo una distribucién de probabilidades Beta. Para arquitectura radical
se implement6 un modelo anidado, considerando la placa como un factor aleatorio. Para el
largo de la raiz principal y el nimero de raices laterales se asumié una distribucién de
probabilidades normal y Poisson, respectivamente, mediante las funciones “glmer” y “Imer”
(paquetes “Ime4” y “ImerTest”). Para la variable pelos radicales se asumié una distribucion
binomial negativa con la funcion “gimmTMB”, del mismo paquete. El andlisis de los ndcleos
fluorescentes se llevé a cabo con la funcion “glm”, asumiendo una distribucion de
probabilidades binomial negativa.

Supuestos de los modelos

Los muestreos se realizaron de manera aleatoria, con observaciones independientes, o en
caso de posible falta de independencia implementando un modelo anidado. Para variables
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continuas se realizaron pruebas de homogeneidad de varianza y normalidad de residuos.
La homocedasticidad se corroboré mediante un grafico de residuos estandarizados vs.
predichos y una prueba de Levene. Para corroborar la normalidad de los residuos se realizo
un qgplot y una prueba de Shapiro-Wilks. En los casos donde se consideré un modelo
anidado también se evalud la normalidad de los residuos aleatorios. Para las variables cuya
distribucion asumida no fue normal se realizaron pruebas de devianza, de dispersion y de
residuos estandarizados vs. predichos con el paquete “DHARMa”. Para la distribucién
Poisson se calculd el coeficiente de dispersion a mano y también mediante DHARMa.
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Resultados

Titulaciéon de bacterias

Con el fin de determinar la concentracion de bacterias viables de las suspensiones de
inoculacién se llevé a cabo una titulacion de las cepas M25 y N33. Se sembraron diluciones
seriadas de ambas cepas (figura R1), realizando cada siembra por duplicado. Las colonias
se visualizaron con luz UV luego de 48 horas de incubacion a 28 °C.

M25

Figura R1. Titulacién de suspensiones de M25 y N33. Se muestran las placas con colonias
fluorescentes observadas bajo luz UV. Los nimeros refieren al logaritmo en base 10 del factor de
dilucion empleado partiendo desde la suspension original. Se realizaron dos réplicas por factor de
dilucién para cada cepa, se muestra un resultado representativo para cada dilucion.

Para realizar el conteo se eligieron las placas cuya siembra correspondié a la diluciéon 1 en
108 (figura R1), dado que contaba con un nimero suficientemente grande y a la vez
cuantificable de colonias (entre 20 y 300 colonias en la placa). A partir de la cuantificacion
de UFC se determino que la concentracion de M25 y N33 para una densidad Optica de 1 es
5,75x108 UFC/mL y 2,85x108 UFC/mL, respectivamente. Este ensayo permitié asegurarnos
de usar el mismo numero de UFC de cada cepa en los ensayos subsiguientes.

Efecto de la inoculacidon con bacterias sobre la tolerancia a la sequia

Para comprobar si las cepas M25 y N33 son capaces de proteger frente a la sequia, se
realizaron experimentos donde se evalué el crecimiento y el manejo del agua de arabidopsis
comparando condiciones de riego normal con una suspensién total del riego.
Se evaluo el crecimiento de las plantas a través del aumento en el tiempo del area foliar
proyectada y de la biomasa del vastago al final del ensayo. En paralelo, para estimar el
efecto de la inoculacidon sobre el manejo del agua en plantas sometidas a sequia, se
cuantifico periédicamente la evapotranspiracion del conjunto planta + sustrato. Ademas, se
determind el contenido relativo de agua (CRA) y la conductancia estomatica de plantas
mantenidas bajo condiciones normales de riego.
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Se realizaron tres experimentos de suspension de riego, uno en noviembre de 2021 y dos
durante 2023. Como en los dos ultimos se presentaron dificultades en el cultivo y en el
control de la severidad de la sequia, en esta tesis se muestran los resultados obtenidos en
el experimento de 2021 (figuras R2 y subsiguientes). Es importante destacar que este
experimento fue llevado a cabo inoculando con iguales volumenes de cultivo (DO = 1) para
ambas cepas, y no con el mismo niumero de UFC.

El crecimiento de las plantas bajo los dos regimenes hidricos fue significativamente
diferente (figura R2). Bajo riego normal hubo una tendencia del control sin inocular a una
mayor tasa de crecimiento (medida como area foliar proyectada de la parte aérea), que se
evidencié hacia dias finales del ensayo. Las tasas de crecimiento de las plantas inoculadas
con M25 o con N33 mostraron un comportamiento similar, estando por debajo del control y
de las inoculadas con el consorcio M25+N33. Si bien la co-inoculacion con ambas cepas
demostré comportarse igual al control al inicio, hacia el final del ensayo los tres tratamientos
con bacterias resultaron en un crecimiento del vastago menor al control y similar entre si.
Los resultados obtenidos al evaluar la biomasa del vastago al final del ensayo se condicen
con los de crecimiento usando area foliar proyectada (figura R2e y R2f).

La suspension total del riego produjo una fuerte disminucién en la tasa de crecimiento del
vastago de las plantas sometidas a sequia a partir de los dias 7 a 9 (figura R2c y R2d),
observandose un claro aplanamiento en las curvas de crecimiento para el control y las
plantas inoculadas con N33. La inoculacion con M25, y en menor medida con M25+N33,
mantuvo mejor el crecimiento del vastago respecto a las plantas control. Este efecto de
mantenimiento del crecimiento en sequia no se observé inoculando con N33, donde el area
foliar proyectada alcanz6 un plateau, y la biomasa final fue similar a la del control. Si bien a
tiempo final no hubo diferencias entre el control y N33, podemos notar un mantenimiento
del crecimiento en los dias 7 y 9 en plantas inoculadas con N33, lo que podria deberse a
una estrategia en dias tempranos de falta de agua, y no hacia dias posteriores como si se
observo en M25 y el consorcio.

Las diferencias observadas entre tratamientos de inoculacién y régimen hidrico sugieren
que la presencia de M25 y en menor medida de N33+M25 aporta un beneficio respecto a
la continuidad del crecimiento de la parte aérea bajo sequia, pero que supone un costo para
el crecimiento de las plantas en condiciones Optimas de riego.
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Figura R2. Aspecto general y parametros de crecimiento evaluados en el tiempo y al final del
experimento para plantas bajo condiciones de sequia y de riego normal. Fotografias de tres
plantas representativas de cada tratamiento, sometidas a riego normal (a) o sequia (b), tomadas 14
dias luego de suspendido el riego. Area foliar proyectada, graficada en funcion del tiempo, desde la
suspension del riego hasta el dia 14, en condiciones de riego normal (c) o sequia (d). Biomasa del
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vastago al dia 21 en plantas bajo riego normal (e) o sequia (f). Se muestran las medias y el error
estandar de cada tratamiento, n = 7 — 8. Las distintas letras indican diferencias significativas en un
ANOVA de un factor (P-valor < 0,05).

Para caracterizar el efecto de la inoculacion sobre el manejo del agua en plantas sometidas
a sequia, se cuantificé la evapotranspiracion siguiendo en el tiempo la variacién de peso de
cada unidad experimental (planta+sustrato+maceta). En la figura R3 se muestra la caida
en peso conforme disminuye el agua en el sustrato y dentro de las plantas, y que se da de
manera bifasica: primero como una caida lineal y abrupta del peso absoluto desde el inicio
hasta el dia 14, y luego con menor velocidad hasta el dia 21 (figura R3a). Otra observacion
respecto al peso absoluto es que las medias de cada tratamiento en el primer punto medido
luego de suspender el riego difieren entre si (figura R3a). Posiblemente esto se deba a una
diferencia en la absorcién de agua el ultimo dia de riego, ya que las plantas fueron regadas
por absorcién desde la base de la maceta con un nivel de agua de 0,5 cm - 1 cm para toda
la bandeja, lo que pudo haber provocado que absorbieran una cantidad de agua similar
dentro de una misma bandeja, pero suficientemente diferente entre tratamientos segun la
cantidad de agua suministrada.

Para comparar mejor las velocidades de evapotranspiracion en las diferentes inoculaciones
se relativizo el peso de cada maceta respecto al suyo al inicio de la toma de mediciones de
pesos (dia 2 desde la suspensién del riego), y se determiné la pendiente para cada planta
hasta el dia 14, lo cual corresponde a la region lineal de la curva de evapotranspiracion
(figura R3.a). En la figura resultante, R3.b, se observa que las plantas inoculadas con M25
presentan una menor pendiente de evapotranspiracion que el resto de los tratamientos, lo
cual sugiere un efecto protector frente al déficit hidrico en dias tempranos del ensayo, en
contraposicion con las plantas inoculadas con N33 y con el consorcio, que presentan un
comportamiento idéntico a las control. A su vez M25 no presenta un plateu tan marcado
hacia el final del ensayo, como si presentan los demas tratamientos, lo que podria deberse
a que las plantas todavia estan vivas, y por lo tanto contindan transpirando a un ritmo
significativo ain después de haber atravesado dos semanas sin riego.

Este efecto de aminorar la tasa de pérdida de agua aportado por M25 se ve respaldado por
una menor senescencia foliar al final del ensayo. Las plantas inoculadas con M25
presentaron en promedio aproximadamente un 10% menos de hojas senescentes respecto
a las plantas control, lo cual indica un mejor estado hidrico posterior al ensayo de sequia,
o bien un mecanismo inducido por M25 para evitar la senescencia en las hojas. Por otro
lado, la inoculacion con ambas cepas en consorcio resultd en una senescencia intermedia
entre la inoculacion individual con M35 y con N33, siendo esta Ultima la de mayor porcentaje
de hojas senescentes.
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Figura R3. Pardmetros estimativos de la pérdida de agua y la senescencia de las plantas bajo
condiciones de sequia. (a) Pérdida de agua por evapotranspiracién (valores absolutos). (b) Pérdida
de agua por evapotranspiracion (valores relativos al primer dia de medicion). (c) Pendiente de
pérdida de peso relativo para la regién lineal de cada maceta (dia 2 a dia 14). (d) Porcentaje de hojas
senescentes del total para cada planta al dia 21. Se muestran las medias y el error estandar de cada
tratamiento, n = 7 — 8. Las distintas letras indican diferencias significativas en un ANOVA de un factor
(P-valor < 0,05).

Con la intencién de seguir caracterizando el efecto de la inoculacién con M25 y N33 sobre
el manejo hidrico de arabidopsis se determiné el contenido relativo de agua (CRA) y la
conductancia estomatica (gs) de las hojas. En este ensayo se realizaron mediciones
Unicamente en plantas bajo riego normal. Dado que la medicion de gs supone un estrés
manipulativo para las hojas, y que la determinacion del CRA implica la extirpacion de una
hoja entera de cada planta, se decidio realizar estas dos mediciones una vez finalizada la
adquisicion de datos de area foliar (dia 14 para la medicion de gs y dia 21 para el CRA). El
CRA result6 alrededor de un 5% mas elevado en plantas control y en las inoculadas con
M25+N33, respecto a aquellas plantas inoculadas con cualquiera de las cepas de forma
individual (Figura R4). Esto nos indica que bajo una situacién ideal de disponibilidad de
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agua la inoculacién con M25 o N33 resulta en una menor acumulacién de agua en las hojas
transcurridos 21 dias, lo que significa un manejo hidrico diferente al de aquellas plantas
donde no se agregaron bacterias al sustrato. En la misma linea, al observar la conductancia
estomaética en las hojas vemos que en M25 y N33 hay una mayor transpiracion promedio
respecto al control, que podria explicar los valores de CRA mas bajos mencionados

anteriormente.
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Figura R4. Parametros referentes al estado hidrico bajo riego normal. (a) Contenido relativo de
agua de las hojas el dia 21. (b) Conductancia estomética de las hojas el dia 14. Se muestran las

medias y el error estdndar de cada tratamiento, n = 5. Las distintas letras indican diferencias
significativas en un ANOVA de un factor (P-valor < 0,05).

Efecto de la inoculacion con bacterias sobre la arquitectura de la raiz y los
pelos radicales

Con el fin de profundizar acerca de las diferencias observadas respecto al crecimiento y el
estado hidrico de las plantas para los tratamientos de inoculacion, se realizaron ensayos
de crecimiento de arabidopsis en medio agarizado, los cuales permitieron la visualizacion
directa de la arquitectura radical. Para caracterizar este sistema se determiné el largo de la
raiz principal y el nUmero de raices laterales en plantulas analizadas a los 19 dias desde el
inicio de la germinacion, y luego de transcurridos 8 dias desde la inoculacion (Figura R5a).
Se obtuvieron diferencias en cuanto al patron de crecimiento y ramificacion del sistema
radical al inocular de manera individual con cada cepa. Por un lado M25 mostr6 una
tendencia a un mayor largo de la raiz principal y mayor numero de raices laterales con
respecto al control. Aunque estas diferencias no fueron significativas, observamos una
fuerte reduccion de la varianza de ambas variables en presencia de M25. En cambio, en
plantas inoculadas con N33 se observé, en promedio, una raiz principal mas corta y un
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menor numero de ramificaciones que en el control, en ambos casos siendo estas
diferencias estadisticamente significativas. Es importante notar este efecto diferencial de
cada bacteria sobre el agrupamiento de los datos: mientras que el control posee una amplia
variabilidad, M25 y N33 por separado provocan respuestas diferentes, lo que sugiere un
mecanismo de accion diferente provocado por la presencia de las bacterias en la
proximidad de las raices. En respaldo, se observa un comportamiento aditivo en el
tratamiento consorcio, que resulté en una arquitectura radical muy similar a la del control.

Esto se condice con lo explicado anteriormente, en donde la dispersion de N33+M25 se
podria deber a que algunas plantas se comportan de forma similar a las tratadas con M25,
otras como las tratadas con N33, y algunas de manera intermedia.
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Figura R5. Efecto de la inoculacién con M25 y N33 sobre la arquitectura de la raiz en plantas
Col-0. (a) Plantas Col-0 cultivadas en placas cuadradas con medio agarizado 8 dias posterior a la
inoculacién con bacterias. (b) y (c) Parametros de arquitectura radical. Se muestran las medianas
de cada tratamiento, n = 5 por placa, para un numero de placas por tratamiento = 3. Las distintas
letras indican diferencias significativas entre medias en un ANOVA de un factor (P-valor < 0,05). El
factor aleatorio de cada placa no fue estadisticamente significativo (P-valor > 0,05).
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Otro factor determinante en la eficiencia de la adquisicién de agua y minerales por las raices
son los pelos radicales. Dado que se contaba con informacion proveniente de experimentos
anteriores (Chain, 2021) se decidié profundizar el estudio del efecto de M25 y N33 sobre el
desarrollo de PRs en arabidopsis. Para ello se determiné el nimero de pelos radicales
proximos al 4pice de la raiz principal en plantas Col-0, 5 dias luego de la inoculacion con
bacterias, en aquellas raices que habian atravesado la gota de inoculacion. Las plantulas
inoculadas con bacterias presentaron PRs de mayor longitud (figura R6.a), y un mayor
numero de éstos en su apice, respecto a aquellas no inoculadas (figura R6.b). Tanto M25
como N33 indujeron individualmente el desarrollo de PRs de manera notable, aumentando
su numero aproximadamente 10 veces en comparacion con a las plantulas control, pero sin
evidenciar un efecto sinérgico al ser inoculadas en consorcio.

-
w

—
o

Control

[4)]

A

o

Numero de pelos radicales

o

control M25 N33 N33+M25
Inoculacion

N33+M25

Figura R6. Efecto de la inoculacién con M25 y N33 sobre el desarrollo de pelos radicales en
plantas Col-0. (a) Fotografia representativa de los pelos radicales en apice de la raiz bajo lupa (10X).
(b) Numero de pelos radicales por tratamiento 4 dias posterior a la inoculacion. Se muestran las
medias y el error estandar de cada tratamiento, n = 1-11 por placa, para un nimero de placas por
tratamiento = 3. Las distintas letras indican diferencias significativas en un ANOVA de un factor (P-
valor < 0,05). El factor aleatorio de cada placa no fue estadisticamente significativo (P-valor > 0,05).

Visualizacion de fluorescencia en linea DR5rev::GFP reportera de auxinas

En linea con el objetivo de profundizar acerca del mecanismo por el cual las cepas M25 y
N33 producen cambios en la raiz, se decidié estudiar la posible implicancia de ambas sobre
la via de las auxinas, dado que esta hormona juega un importante rol en los procesos de
crecimiento radical, ramificacion y formacién de PRs. Para poder entender si nuestras
bacterias promueven cambios en dicha via se realizd un ensayo con plantulas de
arabidopsis de la linea transgénica DR5rev::GFP, que posee en su genoma el promotor del
gen DR5, inducible por auxinas, ubicado rio arriba del gen de GFP, lo cual permite observar
por microscopia de fluorescencia posibles alteraciones en la regulaciéon de dicha via.
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En este ensayo con la linea reportera, ademas de ver el efecto sobre la sefializacion de
auxinas, se analizd también el efecto de las bacterias sobre la arquitectura radical, con el
fin de corroborar los fenotipos antes descriptos en Col-0. Contrariamente a lo esperado, la
arquitectura general de la raiz en la linea DR5rev::GFP no respondié de igual manera que
Col-0 frente a la inoculacion, ya que el largo de la raiz principal y el nimero de raices
laterales no varid entre los tratamientos de inoculacién (figura R7.b). En cambio, el efecto
sobre el desarrollo de PRs fue el mismo en las dos lineas: el nimero de pelos radicales de
la raiz principal se vio fuertemente incrementado en todos los tratamientos con bacterias
(figura R7.c), observandose en promedio entre 35 y 60 veces mas pelos radicales que en
el control, lo cual evidencia un efecto promotor del desarrollo de PRs por parte de M25 y
N33 sobre DR5rev::GFP, siendo este efecto ain mas notable que en Col-0 (entre 20 y 40
veces mas PRs en promedio, figuras R6 y R7c).
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Figura R7. Efecto de lainoculacién con M25y N33 sobre la arquitectura radical y el desarrollo
de pelos radicales en plantas DR5rev::GFP. (a) Fotografia representativa de plantas cultivadas en
placas cuadradas con medio agarizado, 5 dias posterior a la inoculacién con bacterias. (b) y (c)
Parametros de arquitectura radical. (d) NUumero de pelos radicales. Para los graficos (b) y (c) se
muestran las medianas de cada tratamiento, n = 9-19 por placa, para un nimero de placas por
tratamiento = 2. Para el grafico (d) se muestran las medias de cada tratamiento y su error estandar,
n = 8-17. Las distintas letras indican diferencias significativas entre medias a partir de un ANOVA de
un factor (P-valor < 0,05). El factor aleatorio correspondiente a la variable placa no fue
estadisticamente significativo (P-valor > 0,05).
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Si bien no se replicaron exactamente los mismos resultados obtenidos en Col-0, podemos
identificar ciertas diferencias a nivel experimental entre ambos ensayos. En primer lugar las
plantulas medidas en el primer ensayo de arquitectura radical contaron con 10 dias mas de
crecimiento dentro de la cAmara de cultivo, siendo en promedio 2 cm mas largas y con
aproximadamente 10 veces mas raices laterales (figura R5). Que las plantulas
DR5rev::GFP se encontraran en un estadio mas temprano de desarrollo podria haber
impedido la observacién de efectos inducidos por M25 y N33 sobre el crecimiento de la raiz
y la formacién de raices secundarias. En segundo lugar la manipulacion de las plantulas,
ya que en el ensayo con Col-0 estas fueron traspasadas desde la placa inicial hasta la placa
final en donde fueron inoculadas, lo cual involucré estrés mecanico principalmente sobre la
raiz, a diferencia del ensayo con DR5rev::GFP que se llevé a cabo con plantulas crecidas
desde semilla en las placas finales. Si bien las plantulas DR5rev::GFP contaron con menos
dias de crecimiento se pudo observar una fuerte induccion de PRs, permitiendo asegurar
que hay un efecto inducido por las bacterias sobre esta linea.

Dado que el fenotipo de PRs fue el mismo en las dos lineas de arabidopsis, se realizd un
ensayo de visualizacion de fluorescencia de GFP en el microscopio confocal, primeramente
a partir de una exploraciéon total de la raiz, para identificar aquellas regiones que
presentaban células con fluorescencia de GFP, indicando una alta concentracion de
auxinas. Después de un escaneo general de la raiz principal se encontré presencia de GFP
en nucleos de células del meristema subapical y la caliptra, y en algunas células del periciclo
préximas a la formacién de raices laterales. Como con esta primera inspeccion
semicuantitativa no se apreciaron diferencias a lo largo de la raiz entre tratamientos, nos
enfocamos en la cuantificacién de la fluorescencia en el apice de la raiz principal de cada
planta, region donde se detecté mayor fluorescencia de GFP. En la figura R8 se observan
las imagenes obtenidas y el nimero promedio de nucleos fluorescentes por tratamiento,
que resulté no significativo.

Este resultado sugiere que las bacterias, suministradas individualmente o en consorcio, no
provocan una alteracién en la via de las auxinas en la raiz. Aln asi, es importante tomar en
consideracién el tamafio muestral y el método de cuantificacion. Dados los tiempos de
trabajo disponibles en el microscopio confocal, el nimero de mediciones para cada
tratamiento fue acotado, resultando en medias con varianzas considerablemente grandes,
lo que pudo haber resultado en una limitaciobn para detectar posibles diferencias
significativas entre tratamientos. Por otro lado, podria suceder que una alteracion dentro
de la via de sefializacion de auxinas se traduzca como una diferencia en la intensidad de
GFP dentro de las células, y no como un cambio en el nimero de células en que esta
proteina se expresa.
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Figura R8. Fluorescencia de GFP en nucleos del apice de laraiz en plantulas DR5rev::GFP. (a)
Imé&genes stack del eje Z (intensidad méxima) tomadas bajo el microscopio confocal de
fluorescencia. (b) Numero de nucleos fluorescentes 6 dias posterior a la inoculacién con bacterias.
Los nimeros indican la media + el error estandar, n = 3. No se observaron diferencias significativas
mediante ANOVA de 1 factor (P-valor > 0.05)
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Discusion

Es importante destacar que a continuacion se discuten los resultados obtenidos a partir de
un solo experimento realizado en arabidopsis para condiciones de riego normal y de sequia.
Si bien este experimento contd con 8 unidades experimentales por tratamiento, no se pudo
replicar debido a inconvenientes para mantener idénticas condiciones de cultivo en el
periodo de tiempo dedicado a esta tesis.

Efecto de la inoculacidn sobre el crecimiento y el manejo hidrico bajo
condiciones optimas de disponibilidad de agua

En ausencia de estrés hidrico, la inoculacion con las cepas bacterianas demostré implicar
un costo para las plantas; este costo se manifestd tanto con una menor tasa de crecimiento
(medida como aumento de area foliar) como con una disminucion en la biomasa del vastago
acumulada al final del experimento. Aunque se observé dispersion en los datos
comparativos (figura R2.c y e), ninguno de los diferentes tratamientos de inoculacion
produjo un aumento de los parametros de crecimiento medidos, sino una disminucion del
10-15%, con lo que podemos afirmar que estas bacterias no favorecen el crecimiento de la
roseta de arabidopsis bajo riego normal. Sin embargo, en un trabajo previo de nuestro grupo
se demostrd que tanto N33 como M25 promovian el crecimiento del vastago de plantines
de E. grandis, tanto en riego normal como en sequia (Chain et al. 2020), y en un ensayo
preliminar realizado en arabidopsis (Chain, 2021). Esta discrepancia puede deberse a
diferentes condiciones experimentales (por ejemplo, en los ensayos en E. grandis las
bacterias fueron aplicadas embebidas en un gel) o, alternativamente, a una respuesta
diferencial de una especie herbacea comparada con una especie arborea.

En cuanto al manejo hidrico, se sabe que algunas PGPBs provocan una disminucién de la
conductancia estomatica y esto puede resultar beneficioso para la planta como estrategia
de conservacion de agua (Ngumbi y Kloepper, 2016). Si las plantas responden a su estado
hidrico ajustando la concentracién de osmolitos en sus tejidos, el cierre estomatico a su vez
podria traducirse en un CRA foliar mas elevado (Lawlor y Cornic 2002). En nuestro caso,
para plantas bien regadas la inoculacion con M25 resulté en una conductancia levemente
y significativamente mayor que la del control y un CRA mas bajo. Estos dos resultados
tomados en conjunto sugieren que, si bien la presencia de M25 altera el manejo del agua
en arabidopsis, no lo hace induciendo un ajuste osmatico.

Comparando los resultados de nuestras inoculaciones con las cepas de forma individual y
con el consorcio, no observamos un comportamiento sinérgico ni antagonista entre M25 y
N33; de hecho, en la mayoria de los ensayos, los resultados fueron aditivos. Esto indica
gue, si se generara un bioinoculante utilizando estas cepas, M25 y N33 podrian aplicarse
de manera conjunta sin penalidad.

Efecto de la inoculacién sobre la tolerancia a la sequia

A partir de las condiciones de sequia exitosamente logradas se pudo evaluar el efecto de
las cepas M25 y N33 respecto a su capacidad de promover el crecimiento y la tolerancia

32



Ignacio Llamedo — Tesis de Licenciatura — 2024

frente al déficit hidrico, tanto de forma individual como en consorcio. Como se esperaba, la
suspension total del riego produjo, en general, un marcado detrimento en el estado hidrico
y el verdor de las plantas y en su crecimiento a lo largo del ensayo. El parametro de
crecimiento que mas contraste generdé entre plantas de riego normal vs. plantas bajo sequia
fue la biomasa del vastago al final del experimento. El déficit hidrico produjo un arresto en
el crecimiento del vastago desde los dias 7-9 desde la suspension del riego, para todos los
tratamientos a excepcion de M25, en donde no se observo un cambio en la velocidad del
crecimiento del vastago bajo esta condicion adversa.

Nuestra hipétesis nos llevaba a esperar que tanto M25 como N33 presentaran, durante o
hacia el final del ensayo, un mejor desempefio con respecto a las plantas inoculadas con
solucién control; a su vez, dicho efecto podria presentar un componente sinérgico al aplicar
N33+M25 en consorcio. Los resultados indican que Unicamente M25 aporta un beneficio
frente a la sequia, el cual resulta en un mantenimiento del crecimiento del vastago (figura
R2.d), una disminucién en la velocidad de evapotranspiracion durante la primera fase de
deshidratacién (figura R3.b y c), y una menor senescencia foliar (figura R3.d). Contrario a
lo esperado, dichos efectos no fueron observados en los otros dos tratamientos con
bacterias, siendo que su desempefio fue en la mayoria de los casos idéntico al control. Si
bien el tratamiento con N33+M25 no presentd un comportamiento significativamente
diferente al observado en el tratamiento sin inocular, notamos una tendencia a presentar un
desempenio intermedio entre M25 y el control. Esta tendencia la observamos especialmente
para area foliar proyectada y para velocidad de evapotranspiracién, y nos lleva a pensar
que M25 es la responsable de dicho comportamiento (la concentracion de M25 en el
consorcio es la mitad respecto al tratamiento individual con M25). Esta tendencia
mencionada parece repetirse también en los patrones de arquitectura radical.

Si bien es de especial interés conocer el manejo del agua en respuesta al déficit hidrico en
plantas inoculadas, no fue posible la determinacion de gs y CRA hacia el final del ensayo
de sequia debido al estado senescente de las plantas. Como alternativa se podria haber
realizado un ensayo con mas unidades experimentales, para poder realizar las mediciones
destructivas de CRA sobre algunas plantas en tiempos anteriores a la senescencia, 0 bien
realizar un ensayo mas corto, con mediciones de CRA y gs alrededor de las dos semanas
posteriores a la interrupcion del riego.

Efecto de la inoculacion sobre la arquitectura de la raiz

A partir de los ensayos de crecimiento de plantulas en medio agarizado se pudo observar
y caracterizar la arquitectura radical, en base a los pardmetros de crecimiento, ramificacion
y desarrollo de PRs de la raiz principal. Los resultados arrojaron un desarrollo del sistema
radical con diferencias fenotipicas marcadas segun se inocul6 con M25 o N33; estos
patrones desaparecieron al inocular con ambas cepas en consorcio, donde el resultado fue
un fenotipo intermedio, semejante al tratamiento control sin bacterias. Que M25 y N33
induzcan fenotipos diferentes podria significar que las dos cepas tienen un efecto diferente
sobre las vias hormonales en la raiz. La compleja interaccion entre las distintas
fitohormonas da como resultado la induccion o represion de los procesos celulares, tales
como la divisién, elongacion y diferenciacion de las células, que determinan el crecimiento
final de la raiz principal (Zluhan-Martinez et al., 2021). Por otro lado, se conocen PGPBs
dentro del género Pseudomonas capaces de alterar el largo de la raiz principal, la formacion
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de raices laterales y la induccion de PRs (Zamioudis et al., 2013), y que podrian tener un
efecto sobre el crecimiento del vastago, lo cual nos lleva a prestar especial atencién a los
patrones detectados en los tratamientos con M25 o N33.

Sumado a los efectos sobre el patron de elongacion y ramificacion de la raiz, ambas cepas
produjeron una fuerte induccién en el desarrollo de los pelos radicales en el apice de la raiz
principal. No se evidenciaron diferencias entre los tres tratamientos de inoculacion con
bacterias, lo cual descarta la idea de un efecto sinérgico al combinar M25 y N33 en
consorcio.

Al haberse observado PRs de mayor longitud y en mayor nimero nos surgen preguntas
respecto al mecanismo que promueve dicha induccion. Dado que la identidad de las células
previas a convertirse en PRs (tricoblastos) responde a un patrén espacial dentro de la raiz
(Schiefelbein et al., 2019; Shibata y Sugimoto 2019), se podria hipotetizar que tanto M25
como N33 alteran el proceso de diferenciacién de dichas células, promoviendo un mayor
namero de tricoblastos en la epidermis de la raiz y aumentando asi el nimero final de PRs.
Alternativamente, se podria especular con otro mecanismo, que involucre una aceleracion
del proceso de diferenciacion de los tricoblastos ya existentes, lo que resultaria en un mayor
namero de PRs ya diferenciados proximos al 4pice de la raiz (es decir con su tip mas
elongado). Previamente mencionamos trabajos en donde distintas PGPBs (incluidas cepas
del género Pseudomonas) promueven la formaciéon de PRs (Zamioudis et al., 2013; Verbon
y Liberman, 2016), lo cual apoya nuestros resultados obtenidos inoculando con M25 o N33,
indistintamente del mecanismo que esté actuando.

Si bien estos resultados de arquitectura radical fueron obtenidos bajo condiciones normales
de disponibilidad de agua, podriamos esperar que, de reproducirse en plantas sometidas a
sequia, el aumento de PRs producido por las bacterias resultaria en una mejor utilizacion
del agua y una mayor tolerancia al estrés hidrico (Marin et al., 2021). Aunque los tres
tratamientos de inoculacién resultaron en un aumento significativo de PRs en los ensayos
en medio agarizado, en los experimentos en sustrato sélido s6lo observamos una mayor
tolerancia a la sequia en presencia de la cepa M25 y no de la N33 o del consorcio, lo que
sugiere que la relacién entre la superficie de absorcion de la raiz y la respuesta al DH es
mas compleja de lo que suponiamos.

Posible efecto de la inoculacion en la sefalizacion de auxinas

Para visualizar el efecto de la inoculacion sobre la sefalizacion de auxinas utilizamos la
linea reportera de arabidopsis DR5rev::GFP. Como la intencién de este experimento era
observar rapidamente cambios en esta via en la zona apical de la raiz principal, en los
ensayos de arquitectura radical utilizamos plantulas 8 dias méas jévenes que las utilizadas
con la linea salvaje Col-0. En el experimento con DR5rev::GFP las bacterias no causaron
cambios en el largo y la ramificacion de la raiz principal. Estas diferencias con lo
previamente observado en Col-0 podrian deberse al estadio mas temprano de desarrollo
de las plantulas DR5rev::GFP (Col-0 presentdé en promedio raices principales 2 cm mas
largas, con 8 raices laterales mas; figuras R5 y R7). No podemos descartar que, de haberse
realizado las mediciones en el mismo estadio para las dos lineas de arabidopsis,
hubiésemos replicado los mismos resultados.
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En cambio, la cuantificacidon de la induccién de PRs se realiz6 en la misma ventana temporal
para ambas lineas de arabidopsis y se observé en DR5rev::GFP el mismo resultado sobre
el largo y numero de PRs que habiamos obtenido con Col-0 (figuras R6 y R7.d). Esto
convalida el uso de DR5rev::GFP como reportera de la sefializacion de auxinas en el
desarrollo de PRs en nuestro sistema.

Pese a lo esperado, no observamos diferencias en la sefializacion de auxinas en el apice
de raices inoculadas con respecto al control. A partir de esto podemos plantear posibles
explicaciones: 1) Ninguna de las dos cepas, individualmente o en consorcio, produce
alteraciones en la via de las auxinas, aunque esto no descarta que lo hagan sobre la via
regulatoria de otra hormona. 2) De haber un efecto en la via de las auxinas, éste no se
evidenciaria en la region apical de la raiz, sino en otra regién, como por ejemplo la zona de
elongacion o la zona de diferenciacion, que no incluimos en este analisis. 3) No es posible
evidenciar el efecto de las bacterias al cuantificar el nimero de células en donde se induce
la via de auxinas, silo que esta implicado es una diferencia en la concentracién intracelular
de auxina, y no en el nimero de células que responden a ella. 4) Alternativamente podria
considerarse que el bajo numero de réplicas (n=3) no permita observar diferencias
estadisticas.

Este resultado nos invita a realizar nuevos ensayos en DR5rev::GFP, los cuales involucren
un mayor tamafio muestral. Ademas, se podrian complementar esos experimentos con un
ensayo que permita cuantificar directamente la produccion de auxinas en las suspensiones
de bacterias, tanto aisladas como en interaccién con las plantas.

Conclusiones

El objetivo de este trabajo fue avanzar en la comprension del fendbmeno, previamente
observado, de mejora del crecimiento y de la tolerancia a la sequia que las cepas de
Pseudomonas M25 y N33 confieren a ejemplares jévenes de Eucalyptus grandis. Este
estudio se realiz6 en la planta modelo Arabidopsis thaliana con la intencién de verificar los
efectos de las bacterias, investigar su mecanismo de accién y lograr informacion trasladable
a otras especies vegetales. Se logré estudiar en esta especie el efecto de la inoculacién
con ambas cepas en consorcio sobre la arquitectura de la raiz, llevando el estudio un paso
mas alla respecto a lo previamente reportado en E. grandis. A partir de los resultados
presentados podemos afirmar que arabidopsis es un buen modelo para estudiar la
induccién de PRs por ambas cepas bacterianas y que dicha induccién no esta mediada por
una alteracion marcada de la sefializacion por auxinas. Los resultados del ensayo de sequia
sugieren que arabidopsis puede ser un buen modelo para el estudio del efecto protector de
M25 en eucaliptos, pero esto no queda claro para N33. Para explorar estas discrepancias,
entre otras cosas seria necesario ampliar los experimentos de sequia, aumentando el
namero de unidades experimentales y determinando pardmetros hidraulicos con mas
precision durante el periodo de aplicacion del DH.
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Anexo

Preparacion de soluciones MS

Tabla suplementaria. Componentes presentes en las soluciones MS para el cultivo de plantas
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Solucion Compuesto Cantidad a agregar
(para 1000 mL de solucion)
NHsNOs3 339
KNO3 3849
MS1 CaCl; 2H.0 8.8¢
MgSQO4 7H20 7449
KH2PO4 349
Kl 0.17¢g
H3BOs 1249
MnSO4 4H,0 4.46 g
MS2 ZnS0O4 7H,0 1.72¢g
NazMoO4 2H,0 0.05¢g
CuCl; 5H,0 0.005g
CoCl; 6H.0 0.005g
MS3 FeSO4 7H.0 5.56 g
Na; EDTA 2H.0 7.46 g
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