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RESUMEN

La produccién mundial de alimentos debe incrementarse en un 70% para
satisfacer las demandas alimenticias de la poblacién en 2050. Sin embargo, factores
abiéticos, entre ellos la salinidad y la escasez de agua y factores bidticos (patégenos y
plagas) limitan de forma severa la productividad de las plantas. En este contexto, se
requieren innovaciones tecnolégicas para mejorar la produccion de cultivos. En la
presente tesis doctoral se abordaron dos estrategias biotecnolégicas para hacer frente
a limitaciones abiodticas y biéticas del cultivo de papa. Por un lado, se generaron
plantas transgénicas que sobreexpresan la quinasa de proteinas dependiente de
calcio SICDPK2 {358:StCDPK2), y por otro se probé la inoculacion de una rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal (PGPR).

Las CDPKs son sensores-transductores que decodifican las firmas de Ca?
desencadenadas por estimulos y las transducen en respuestas fisiolégicas. El
promotor de la isoforma StCDPKZ2 contiene numerosos sitios de respuesta a estrés; la
actividad GUS aumentd en plantas de papa Progicoex::GUS expuestas a 150 mM NaCli
o manitol y la expresion de SICDPKZ se indujo en plantas WT tratadas con alta sal por
lo que se propuso evaluar si su sobreexpresion podia tener un efecto positivo frente a
la salinidad. Los datos biométricos, de contenido de clorofila, contenido de peréxido y
de actividad catalasa indicaron que las plantas 35S:StCDPK2 fueron més tolerantes
que las plantas WT en ensayos in vitro en presencia de sal (50 mM NaCl). En
condiciones control, las lineas 355:StCDPK2 presentaron mayor expresion de los
factores de transcripcion WRKY6 y ERF5 que se inducen en respuesta a sal. Las
plantas 35S:StCDPKZ2 cultivadas en invernadero presentaron mayor contenido de
clorofila y produjeron tubérculos mas grandes que las WT al estar sometidas a una CE
de 9-10 dS/m. Al ser expuestas a sequia, las sobreexpresantes tuvieron un mejor
desempefio que las WT y al regarse se recuperaron mas rapidamente, pero al finalizar
el ensayo la sobrevida y el rendimiento en tubérculos fue similar. El analisis de los
datos obtenidos hasta el momento indicé que la sobreexpresion de SICDPK2 no
confiere mayor resistencia o tolerancia a la infeccion por el oomiceto Phytophthora

infestans.

Ademas, se aislé un bacilo gran negativo (denominado 2A) a partir de plantas
de papa cultivadas in vifro que mostraban una coloracion rosada en la superficie de ias
raices. Estas plantas presentaban mayor densidad de pelos radiculares y mayor
biomasa que otras lineas de papa de la misma edad. La secuencia de ADN ribosomal
168, indico que el aislamiento 2A pertenece al género Methylobacterium. La
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secuenciacion del- genoma completo revelé vias metabdlicas asociadas con su
capacidad promotora del crecimiento vegetall, entre ellas dos rutas de biosintesis de
acido indol .acetico .(AlA). La identidad de nucledtidos entre el genoma de
Methylobacterium sp. 2A y otros miembros del género sugiere que esta especie no fue
descrita ‘hasta el momento. Methylobacterium sp. 2A solubiliza fosfato mineral, puede
crecer en un medio libre de N, y produce altos niveles de AlA. Su inoculacion en
plantas DR5:GUS de tomate y de Arabidopsis indujo la actividad GUS vy, en la mutante
iaa19 incrementé (44%) la.formacién de raices laterales. Plantas de Arabidopsis WT
. inoculadas con Methylobacterium sp. 2A cultivadas en condiciones control o de estrés
salino (75 mM NaCl), mostraron una mayor densidad de raices laterales que las
plantas no inoculadas. Ademas, bajo estrés salino, presentaron mayor numero de-
hojas y mayor diametro de roseta. A su vez, in vitro, las plantas de papa inoculadas
con Methylobacterium sp. 2A tuvieron un mejor rendimiento cuando se crecieron en
NaCl (560 mM). En ensayos de confrontacion dual en placa, Methylobacterium sp. 2A
mostrd actividad de control bicldégico contra P. infestans, Bofrytis cinerea y Fusarium
graminearum. En ensayos de infeccién con P. infestans realizados en plantas de papa
de invernadero que fueron p'reviamente inoculadas o no con Methylobacterium sp. 2A,
el tamafio de las lesiones necrdticas y la clorosis fue significativamente menor en las

plantas inoculadas.

Nuestros resultados sugieren que ambas estrategias biotecnolédgicas pueden
mejorar el rendimiento del cultivo de papa: StCDPK2 es un actor temprano en la
respuesta al estrés salino y existe una correlacién positiva entre su sobreexpresién y la
tolerancia a la salinidad y 1a sequia. Por otra parte, Methylobacterium sp. 2A es una
rizobacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR) que alivia el estrés salino y

restringe la infeccién por P. infestans.

Palabras clave: Salinidad e Sequia e Phyfophthora infestans e Quinasas de proteinas
dependientes de calcio (CDPK) e Plantas transgénicas de papa e Methylobacterium e

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)
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ABSTRACT

Global food production needs to be increased by 70% to meet population food
demands by 2050. However, abiotic factors such as salinity and water scarcity, and
biotic factors (pathogens and pests) severely limit plant productivity. In this context,
novel agricuitural technologies are required to improve food production. In this PhD
thesis, two biotechnological strategies were developed to face the abiotic and biotic
limitations of potato culture. For this, transgenic plants that overexpress the calcium-
dependent protein kinase SICDPK2 (35S5:StCDPK2) were generated. Furthermore, the
inoculation of a plant growth-promoting rhizobacterium (PGPR) was tested.

CDPKs are sensor-transducers that decode stimulus-triggered Ca signatures
and transduce them into physiclogical responses. SICDPKZ2 promoter contains
numerous stress-responsive sites; GUS activity increased in Proscpex2:GUS potato
plants exposed to 150 mM NaCl or mannitol and the expression of StCDPK2 was
induced in WT plants treated with high salt, therefore it was proposed to evaluate
whether its overexpression could have a positive effect against salinity. Biometric data,
chlorophyll content, peroxide content, and catalase activity indicated that
358:StCDPK2 plants were more tolerant than WT plants in the presence of salt (50 mM
NaCl) in in vitro assays. Under control conditions, 35S:StCDPK2 lines showed higher
expression of WRKY®6 and ERF5 transcription factors which are induced in response to
salt. 358:StCDPK2 plants grown in the greenhouse presented higher chlorophyll
content and produced bigger tubers than the WT when subjected to an EC of 9-10
dS/m. When exposed to drought, the overexpressing plants had a better performance
than the WT and they recovered more quickly after rewatering, but survival and tuber
yield were similar at the end of the assay. Analysis of the obtained data indicated that
StCDPK2 overexpression does not confer greater resistance or tolerance upon

infection with the oomycete Phytophthora infestans.

In addition, a Gram-negative pink-pigmented bacillus {(named 2A}) was isolated
from potato plants grown in vitro that showed a pink pigmentation on the surface of the
roots. These plants presented increased root hair density and higher biomass than
other potato lines of the same age. The 16S ribosomal DNA sequence indicated that
strain 2A belongs to the genus Methylobacterium. Whole-genome sequencing revealed
metabolic pathways associated with its plant growth-promoting ability, including two
indole acetic acid (IAA) biosynthesis pathways. Nucleotide identity between
Methylobacterium sp. 2A sequenced genome and the rest of the species that belong to
the genus suggested that this species has not been described so far. Methylobacterium
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-sp. 2A solubilizes mineral phosphate, can grow in No-free medium and produces high
levels of IAA. Upon inoculation, GUS activity was induced in the roots of DR5:GUS
tomato and Arabidopsis plants, and lateral root formation was imprqved in iaa19 plants
(44%). Arabidopsis WT plants inoculated with Methylobacterium sp. 2A grown under
control or saline stress condltlons {75 mM NaCl) displayed a higher density of lateral
roots than non-inoculated plants Moreover under salt stress, they presented a higher
- number of leaves and larger rosette diameter. In turn, in vitro potato plants inoculated
- with Methylobacterium sp. 2A had a better performance when grown under 50 mM
NaCl. In dual confrontation assays, Methylobacterium sp. 2A displayed bioclogical
control activity against P. infestans, Bofrytis cinerea, and Fusarium graminearum. In
addition, we observed that Methylobacterium sp. 2A diminished the size of necrotic
lesions and reduced chlorosis when greenhouse potato plants were infected with P.

infestans.

Qur results suggest that both bictechnological strategies can improve potato
crop yield: StCDPK2 is an early player in the salt-stress response and there is a
positive correlation between its overexpression and the tolerance towards salt and
drought stress. On the other hand, Methylobacterium sp. 2A is a plant growth-
promoting rhizobacterium (PGPR) that alleviates salt stress and restricts P. infestans

infection.

Keywords: Salinity e Drought e Phytophthora infestans e Calcium-dependent protein
kinases (CDPKs) & Potato transgenic plants e Methylobacterium e Plant growth-
promoting rhizobacteria (PGPR)
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ABREVIATURAS

. 358:8tCDPK2: plantas transgenicas sobreexpresantes de la isoforma 2 de CDPK de
Sofanum tuberosum.
' A: Tasa de asimilacion neta con irradiancia de saturacion.

ABA: Acido abscisico.

ADNg: ADN gendmico.

ADNr 16S: ADN ribosomal 16S.

AlA: Acido indolacético.

ANI: Average nuclectide identity, identidad media de nucledtidos.

ANOVA: Analysis of variance, andlisis de la varianza.

BLAST: Basic focal alignment search tool, alineamiento local de secuenciaé.
CAT: Catalasa.

CDPK: Calcium-dependent protein kinase, quinasa de proteinas dependiente de
célcio.

CDS: Coding sequence, secuencia codificante.

CE: Conductividad eléctrica.

Ci: Concentracién intercelular de CO,.

DL: Fotoperiodo de dia largo.

dpi: Dias post infeccidn/inoculacién de acuerdo al microorganismo utilizado.
E: Tasa de transpiracion.

EF-1a: Elongation factor 1a, facter de elongacion 1a.

ETR: Electron transport rate, tasa de transporte de electrones.

FT: Factor de transcripcion.

GAPDH: gliceraldehido3-fosfato deshidrogenasa.

gs: Conduétancia estomatica.

GUS:; B-Glucuronidasa.

H,0,: Peréxido de hidrégeno.

IG: Islas Gendémicas.

.ML: Maximum Likelihood, maxima verosimilitud.

MS: Medio Murashige y Skoog.

P5CS: Delta 1-pirrolina-5-carboxilato sintetasa.

PAL: Phenylalanine ammonia lyase, fenilalanina amonio liasa.

PCR: Polymerase chain reaction, reaccion en cadena de la polimerasa.
PDH: Prolina deshidrogenasa.

PF: Peso fresco.
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PGPR: Plant grthh—promoting rhizobacteria, rizobacterias promotoras del crecimiento
de las plantas. -

PhiPS2: Eficiencia fotoquimica del PSII.

- PR-1b: Pathogenesis-related 1b, gen relacionado a la patogénesis.

Progchpr2: GUS: plantas transgénicas conteniendo el gen reportero uidA que codifica
- la enzima B-glucuronidasa (GUS} bajo la direccién del promotor dela isoforma 2 de
CDPK de Solanum tuberosum.

ROS: Reactive oxygen species, especies reactivas del oxigeno.

RT-qgPCR: Transcripcion reversa “Reverse Transcription” seguida de reaccion en

cadena de la polimerasa en tiempo real “Polimerase Chain Reaction”.
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INTRODUCCION GENERAL

Demanda alimentaria y problematica ambiental

" El desarrollo de sociedades humanas saludables depende de ta disponibilidad
de alimentos, Io cual es una necesidad basica para los seres humanos. La poblacion
mundial se esta incrementando rapidamente y segln un informe publicado en 2019
por las Naciones Unidas (hitps://www.un.org/en/desa/world-population-prospects-
2019-highlights, World Population Prospects) se espera que aumente en 2 billones de
personas en los préximos 30 afios excediendo los 9 mil millones para 2050. Para
satisfacer las demandas alimenticias futuras se estima que la produccién mundial de
alimentos debe incrementarse en un 70% (Zhang et al. 2021). Sin embargo, debido al
cambio climatico y a la limitada disponibilidad de tierras cultivables, la produccién de
cultivos se encuentra estable o incluso en declive (Springmann et al. 2018). Segun la
Base de datos estadistica FAO (https://www.fao.org}, el 50% de la tierra habitable se
dedica actualmente a la agricultura, la mayor parte se utiliza para la cria de ganado y
s6lo el 23% (11 millones de km?) se destina a la produccion de cultivos alimentarios.
Estos 11 millones de km? aportan mas calorias y proteinas para la poblacién mundial
que el drea casi cuatro veces mayor dedicada a la ganaderia (Our World in Data;

https://ourworldindata.org).

Nuestro desafio actual es aumentar la productividad de los cultivos a un ritmo
mas rapido que el crecimiento de la poblacidon. La mayoria de los paises alcanzaron
este objetivo en las ultimas décadas utilizando una combinacién de tecnologias
agricolas: riego, mejoras en las variedades de los cultivos, fertilizantes y plaguicidas
para aumentar los rendimientos (Roser y Ritchie, 2017). Sin embargo, en las proximas
décadas, dicha ganancia en el rendimiento puede ser compensada por el crecimiento
poblacional. Por ende, en un futuro préximo, habra que destinar mas zonas marginales

con tierras aridas y semiaridas a la agricultura (Coleman-Derr y Tringe, 2014).

La disponibilidad de agua es esencial para mantener las funciones celulares y
la presion de turgencia de las plantas. La escasez de agua provocada por la sequia,
limita la productividad de los cultivos de forma severa y genera una pérdida de
rendimiento que excede las pérdidas por todas las demas causas (Farooq et al. 2009).
Asimismo, la salinidad es uno de los principales estreses del suelo que provoca la
pérdida de tierras cultivables y afecta al desarrollo de los cultivos en el campo
(Isayenkov y Maathuis, 2019). Ambos estreses abibticos, cuya gravedad depende de
su intensidad y duracién, conducen a la deshidratacion o al estrés osmético y tambien

Pagina | 14



generan una alta produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) (Marco et al. 2015).

Ademas, los cultivos estan sujetos a enfermedades tanto en el campo como
después de la cosecha. Los principales grupos de patégenos son: virus, bacterias,
oomicetos, hongos, nematodos y plantas parasitas. Estas limitaciones biéticas pueden,
en ocasiones, comprometer gravemente la seguridad alimentaria. Por ejemplo, el tizén
tardio de la papa, causado por Phytophthora infestans, golped a Europa en la década
de 1840 y fue especialmente grave en Irlanda donde gran parte de la poblacién
dependia de este cultivo para su sustento. Debido a la falta de resistencia de la planta
al patégeno y a las condiciones climaticas favorables al desarrollo de la epidemia,
alrededor de un millén de personas murieron de hambre en Irlanda y mas de un millén

intentaron emigrar.

Para garantizar |la seguridad alimentaria futura se necesitan avances cientificos
e innovaciones tecnolégicas que permitan mejorar aun mas el rendimiento de los
cultivos y desarrollar variedades que puedan adaptarse a entornos hostiles y resistir a
patégenos (Gao, 2021). Uno de los cultivos cuya produccion y rendimiento deberian
aumentar es el cultivo de papa ya que proporciona la fuente mas barata y facil de
proteinas, aminoacidos esenciales, carbohidratos, minerales, antioxidantes y
.vitaminas. La planta de papa estd bien adaptada a una serie de condiciones
ambientales, pero ciertos estreses abibticos y biéticos provocan reducciones
significativas en su crecimiento y rendimiento. Muchas areas de produccién de papa
en los paises en desarrollo estdn ubicadas en zonas semiaridas, donde los periodos
de sequia representan grandes pérdidas de cosecha amenazando la sostenibilidad de
la industria agricola. A nivel mundial, se estima que la sequia disminuira el rendimiento
potencial de papa en un 18-32% en el periodo proyectado de 2040 a 2069 (Hijmans,
2003).

Caracteristicas del cultivo de papa

La papa (Sclanum tubercsum L.), perteneciente a la familia de las Solanaceas,
es una planta dicotiledénea que puede medir hasta 1 m de altura, herbacea anual,
tuberosa, perenne a través de sus tubérculos y caducifolia perdiendo sus hojas y tallos
aéreos en la estacion fria. Posee hojas compuestas, con siete a nueve foliolos, de
forma lanceolada. A medida que crece la planta, sus hojas compuestas fabrican
almidén que es transferido a las terminaciones de sus tallos subterraneos (estolones).

Los estolones se van engrosando para formar los tubérculos cerca a la superficie del
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suelo (Figura 1). Al término de la temporada de crecimiento, las hojas y tallos dé la
planta se marchitan a nivel del suelo y los nuevos tubérculos se desprenden de sus
estolones. Los tubérculos cumplen una doble funcién para la planta como 6rgano de
reserva y de propagacion vegetativa o asexual, lo que le permite sobrevivir a las
condiciones desfavorables y rebrotar. Cada tubérculo puede tener hasta 10 yemas
axilares u “ojos” alrededor de su superficie; cuando las condiciones son favorables las
yemas axilares dormidas se reactivan y generan una planta genéticamente idéntica a
la planta madre. Ademas, las plantas de papa pueden multiplicarse de forma sexual ya
que producen flores y frutos que contienen entre 100 a 400 semillas (CIP, Centro
Internacional de la Papa, https://cipotato.org; Dimitri 1972). El ciclo total de la papa es
de alrededor de 120 dias.

Flor — . & Inflorescencia

> Foliolos
Hoja
compuesta Tallos
s principales
Tallo
lateral
Tubérculo madre A | NST+——> Estolones
5 7 2 o

Tubéreulos <

Figura 1. Descripcion morfol6gica de la planta de papa. Adaptado del CIP.

Los tubérculos de papa tienen un alto contenido de compuestos que incluyen
ascorbato, B-caroteno, &cidos organicos y polipéptidos ricos en cisteina que
promueven la biodisponibilidad mineral. Ademas, la papa es baja en antinutrientes
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como okalatos y fitatos que pueden disminuir la biodisponibilidad 'mineral (White et al.
2009). Una hectarea (ha) de cultivo de papa puede producir de dos a cuatro veces la
cantidad de alimentos de las cosechas de cereales; produce mas alimento por unidad
de agua due cualquier otro cultivo y es hasta siete veces mas eficiente en el uso de

agua que los cereales (CIP Centro Internacional de la Papa).

La papa ocupa el cuarto lugar en volumen de produccién después del arroz, el
trigo y el maiz en el mundo. La produccion geografica mundial de papa muestra su
adaptabilidad a diferentes condiciones ya que se cultiva en el 79% de los paises del
mundo (FAO, 2015) y su produccion mundial alcanza, aproximadamente, los 370
millones de toneladas con un area total de 17 millones de hectareas siendo China,
India, Rusia, Ucrania y Estados Unidos los principales productores (FAO, 2019)
(Figura 2).

Sindatos 0t ‘2,5millonest Smillonest 7,5millonest 10 millonest 25 millonest 50 millonest >75 millones t
I U e e

Figura 2. Produccion del cultivo de papa en toneladas (TN) a nivel mundial en el afo
2018. Adaptado de Our World in Data, fuente: FAO.

La papa es un alimento tradicional de la dieta de los argentinos (60
kg/capita/afio). En Argentina, se cultiva en diferentes regiones y épocas del afo
(Caldiz et al. 2001) debido a que las condiciones agrocliméticas posibilitan su cultivo.
Se asignan entre 70 y 80 mil ha a la produccién de papa, siendo las principales
regiones productoras: Buenos Aires (55%), Coérdoba-San Luis (28,8%), Tucuman
(7,7%), Mendoza (5,3%), Jujuy-Salta (1,7%) y Santa Fe (1,2%) (Figura 3). El 90 % de
la superficie para consumo fresco que se cultiva en el pais pertenece a la variedad

Spunta (origen holandés) por mayor rinde (hasta 50% mas) y aspecto atractivo de los
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tubérculos (Informe elaborado por la Secretaria He Agricultura, Ganaderia y Pesca de
la Nacién, 2021).

Gv@j_r\fj‘ Salta - Jujuy (1,7 %)
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Figura 3. Principales zonas productoras de papa en Argentina y porcentajes de
superficie sobre el total del pais al afio 2020. Adaptado del Informe elaborado por la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacién (2021).

Los valores de rendimiento del cultivo de papa son de alrededor de 30 a 35
TN/ha, y la produccion total es de 2,1 a 2,5 millones de TN por afio (Garzén y Young,
2016). Sin embargo, se estimé que el rendimiento productivo de la papa es solo del
40% al 76% o del 47% al 81% del rendimiento potencial, dependiendo del método
utilizado para estimar el rendimiento potencial, ef afio y la region (Cantos de Ruiz et al.
1989; de la Casa et al. 2014). Los rendimientos potenciales se calculan asumiendo
que no hay limitaciones abi6ticas ni factores bitticos que reduzcan el crecimiento.
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Salinidad

Como se menciondé anteriormente, la salinidad es uno de los principales
estreses del suelo que provoca la pérdida de tierras cultivables (Isayenkov y Maathuis,
2019). Los .suelos se consideran salinos cuando su conductividad eléctrica (CE)
alcanza 4 dS/m o mas (Marschner, 1995). En la regién pampeana de Argentina, los
* suelos halomérficos (sodicos y salino-sédicos) comprenden un total de 160.000 km?,
incluyendo el Rio Salado y sus sistemas circundantes dentro de la unidad
geomorfolégica conocida como la Pampa Deprimida, el noroeste y sudeste de la
provincia de Buenos Aires, el norte de.Santa Fe y parte de La Pampa y Cérdoba. Los
procesos de salinizaciéh estan estrechamente relacionados con las condiciones
climaticas de esta zona y con la llanura, la cual impide el drenaje después de lluvias

abundantes (Imbellone et al. 2010).

El estrés por salinidad implica cambios en la morfologia y en varios procesos
bidquimicos y metabdlicos de la planta, los cuales dependen de la severidad y
duracion del estrés. Existe una gran diversidad en la tolerancia a la sal entre las -
- especies y cada especie tiene un umbral de salinidad especifico (llangumaran y Smith,
2017). La respuesta mas temprana es fa reduccion de la tasa de produccion de nuevas
células, lo gue causa una disminucién en el crecimiento de las raices y los tallos, por
consiguiente, estas plantas presentan una menor acumulacién de biomasa seca.
Ademas, la reduccién en la acumulacion de peso seco podria atribuirse al aumento de
la rigidez de la pared celular porque su estructura se ve alterada. El estrés salino en la
zona de la raiz provoca estrés osmotico ya que altera la homeostasis de los iones.
celulares. En plantas sometidas a estrés salino hay una deficiencia de nutrientes comor
el K* porque hay mayor absorcién de Na®, La acumulacion de los iones Na’y CI” en
las células provoca un desequilibrio idnico grave y toxicidad. Ademas, las plantas
sometidas a estrés salino muestran un nivel mas bajo de contenido de clorofila en las
hojas, una menor apertura estomatica, disminucion de la sintesis de proteinas y
aumento de la acumulacién de prolina. Al verse alteradas las actividades de las
enzimas antioxidantes se produce un aumento de la acumulacién de ROS (Figura 4)
(revisado en Gupta y Huang, 2014 y en Kibria y Hoque 2019).
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Cambios en la morfologia y caracteres
que contribuyen al rendimiento

7*5 Pl __,,{ Disminucion el crecimiento de raiz y tallo }

[P [Menor acumulacién de biomasa y disminucién de la productividad de los cultivos }

Estrés —-‘*‘E Trastorno nutricional (relacion K/Na baja) y homeostasis iénica ]
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Suelosalino | 0| *4 enzimas antioxidantes: CAT,
(CE> 4 dS/m) | POX, APX

nr Aumento de la acumulacién de prolina, que ayuda a
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Figura 4. Respuestas de las plantas al estrés salino. Cuando las plantas son sometidas a
suelos con una CE >4 dS/m se producen cambios en su morfologia como la disminucion del
crecimiento de raices y tallos y cambios en sus atributos fisiolégicos y bioquimicos como
disminucion del contenido de clorofila de las hojas, aumento de ROS y disminucién de la

actividad de enzimas antioxidantes. Adaptado de Kibria y Hoque, 2019.

Las plantas de papa son glicéfitas moderadamente sensibles al estrés salino;
todos los cultivares muestran una reduccion en la longitud del vastago, en el desarrollo
del sistema radicular y en el rendimiento de los tubérculos al ser sometidas a salinidad
(Elkhatib et al. 2004; Khenifi et al. 2011).

Sequia

La sequia es una de las limitaciones mas importantes para el crecimiento de
las plantas y la productividad de los ecosistemas terrestres. La severidad de la sequia
es impredecible ya que puede ser resultado de precipitaciones bajas e irregulares, de
una baja capacidad de retencion de agua del suelo y debida a situaciones en las que

la tasa de transpiracion excede la tasa de absorcién de agua.

En un contexto de sequia, las plantas reducen el potencial hidrico de las hojas
y la presién de turgencia. Esto conduce al cierre de los estomas, lo cual ayuda a
conservar el agua y mantener un estado hidrico adecuado en las hojas pero que a su
vez reduce tanto la concentracion de CO, interno de las hojas como la tasa
fotosintética haciendo que el metabolismo de las plantas se ralentice y que se
produzca el cese de las reacciones enzimaticas (Fahad et al. 2017; Farooq et al.

2009). En respuesta a esta situacién, la planta desencadena procesos celulares y
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metabdlicos due incluyen la inhibicién de la expansion celular, de Ié sintesis de la
pared celular, de la sintesis de proteinas, de la conductancia estomatica y de la
actividad fotosintética. Ademas, la planta desencadena mecanismos de adaptacion
que incluyen Ia”biosintesis de la hormona acido abscisico (ABA) y la produccién de
solutos compatibles asi como también de productos génicos involucrados en el ajuste
osmétice v en la proteccién/reparacion de estructuras celulares (Marco et al. 2015).

La reduccién en el crecimiento de las hojas impacta directamente en el area
fotosintética e influye negativamente en los pigmentos fotosintéticos (clorofila a y b).
‘También, hay dafio oxidativo en los tilacoides por la produccion de ROS. Esto tiene un
impacto en la clorofila y en los carotenoides y causa la degradacion de ios complejos
centrales de los fotosistemas | (PSI) y Il (PSIl), inhibiendo asi los procesocs
fotoquimicos esenciales (Roach y Krieger-Liszkay, 2014). El rendimiento de los
cultivos es el producto final de la fotosintesis y otros procesos fisioldgicos
interrelacionados y su reduccién depende de la severidad y duracién del periodo de
sequia, y de la fase de crecimiento de la planta afectada por el déficit hidrico (Farooq
et al. 2009). El cultivo de papa es sumamente sensible a sequia, o cual se puede
producir a pesar de contar con riegos peridédicos (Cantos de Ruiz et al. 1889). La
Figura 5 detalla las diferentes etapas de crecimiento de la papa y como la escasez de
agua puede.inﬂuir en su crecimiento y desarrollo y, finalmente, en el rendimiento.
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(15-20 dias) estolén la tuberizacién  tubérculo (20-25 dias)
(15-20 dias) (15-20 dias) (45-55 dias)
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- Establecimien- restringido. plantas plantas y de tubérculos.
to deraicesy - Iniciacién de limitado. tubérculos. - Tamafio
Impacto desarroliode la estolén - Iniciacion de - Tamafio de limitado de
planta limitada. la tubarizacion tubéreulo tubérculos.
def restringido. - Ndmero de limitada. restringido.
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Figura 5. Efecto del déficit de agua en diferentes estadios de crecimiento en papa.

Adaptado de Obidiegwu et al. 2015.

/!
La sequia en la papa no solo reduce el rendimiento sino que también puede

danar la calidad del producto, por ejemplo, al aumentar la incidencia de enfermedades
en el tubérculo (Mane et al. 2008).

Phytophthora infestans

Los microorganismos fitopatégenos, al igual que los estreses abidticos, estan
amenazando la produccion agricola mundial. Los oomicetos, como P. infestans, son
los agentes causales de algunas de las enfermedades vegetales mas devastadoras
conocidas por el hombre. P. infestans, el agente causal del tizén tardio de la papa,
tiene ahora un alcance casi global (Birch et al. 2012) y es posiblemente la mas
destructiva de las enfermedades de las plantas tanto en términos de dafio econémico
como en pérdidas alimentarias (Hashemi et al. 2021). Sin duda, es la enfermedad mas

devastadora en el cultivo de papa {Agrios, 2005).

La mayoria de las infecciones durante una temporada son iniciadas por
esporangios asexuales. P. ipfestans produce esporangios a partir de los
esporangiéforos que se liberan facilmente dispersandose cuando el ambiente es
favorable (son dehiscentes); la esporulacién requiere mucha humedad y es suprimida
por la luz, por lo que ocurre principalmente durante la noche. Los esporangios pueden
germinar para producir zoosporas biflageladas. La liberacion de zoosporas de los
esporangios requiere agua libre y temperaturas frescas ya que las zoosporas nadan a
través o hacia el tejido huésped, sobre el cual se produce el enquistamiento y la
germinacion a través de un tubo germinal. A su vez, el mismo zoosporangio puede
actuar como una espora, germinando e ingresando al tejido. Este tubo germinativo
puede entrar en las hojas y los tallos a través de los estomas pero mas a menudo
forma un apresorio que rompe la cuticula y la pared celular epidérmica. El crecimiento
dentro de la planta implica principalmente la extension de hifas intercelulares, que
insertan haustorios en las células huésped (Leesutthiphonchai et al. 2018). Los
oomicetos secretan dos clases de efectores que se dirigen a sitios distintos en la
planta: los efectores apoplasticos que se secretan en el espacio extracelular del tejido,
donde interactian con las proteinas de defensa del huésped y receptores de
superfici'e; y los efectores citoplasmaticos que se translocan dentro de la célula vegetal
a través de estructuras como vesiculas de infecciéon y haustorios (Kamoun, 2006)

(Figura 6).
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Figura 6. Ciclo de vida de P. infestans en el follaje. Este ciclo puede ocurrir también en

tubérculos almacenados. Adaptado de Leesutthiphonchai et al. 2018.

Como hemibiétrofo, P. infestans solo infecta tejido vivo extrayendo nutrientes
del apoplasto o espacio extrahaustorial durante la mayor parte del ciclo de la
enfermedad. La etapa terminal de la infeccién se asocia con la necrosis del huésped y
la esporulacién, la cual ocurre a partir de las lesiones y es estimulada por las
condiciones de humedad y temperatura (15 a 22°C). Una sola lesién puede producir
varios cientos de miles de esporangios, formandose diariamente nuevas esporas
durante varios dias, lo que resulta en la destruccion de un campo completo en sélo
una semana. Si no encuentran un sustrato vivo al cual infectar, las zoosporas pueden
enquistarse endureciendo su pared y asi se mantienen viables por un par de dias para
luego reinfectar (Dou y Zhou, 2012). También pueden ocurrir pérdidas poscosecha si
durante el cultivo las condiciones fueron demasiado humedas. El ingreso de los
tubérculos se produce principalmente a través de yemas, heridas o aberturas naturales
como las lenticelas (Fry et al. 2008; Leesutthiphonchai et al. 2018).

En caso de encontrarse dos talos genéticamente compatibles, la reproduccién
sexual puede llevarse a cabo, originando oosporas, la espora de resistencia. La

capacidad de la espora de sobrevivir en el suelo, su supervivencia en tubérculos, sus
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diferentes formas de penetracion y los rearreglos genéticos que generan rapidamente
huevas cepas convierten a P. infestans en una amenaza para la seguridad alimentaria
mundial (Fry et al. 2015). Ademas, en Argentina el 80% de la superficie de papa
cultivada pertenece a las variedades Spunta y Kgnnebec, las cuales son susceptibles

a P. infestans (Cicore et al. 2012).

Los oomicetos pueden desarrollar rapidamente la resistencia a los fungicidas
sintéticos, superan los genes de resistencia que se han introducido en las plantas de
cultivo (Vieeshouwers et al. 2011) y se sabe que despliegan una amplia gama de
efectores para facilitar ia destrucciéon de sus huéspedes (Bozkurt et al. 2012). Para
manejar la enfermedad se aplican fungicidas quimicos bajo un sistema de alarma,
pero esto es insostenible a large plazo debido al mal uso de los fungicidas y a los

efectos secundarios desfavorables en el ambiente.

Aumento de la tolerancia del cultivo de papa a estrés mediante el
abordaje de estrategias biotecnolégicas

El cambio climatico, el aumento de la poblacién mundial y la erosién genética
son los principales factores que indican la necesidad de mejorar la adaptacion, la
tolerancia y la productividad de los cultivos. Existe un requisito continuo de nuevos
cultivares mejor adaptados a diferentes biomas con mayor tolerancia al estrés biético y
abidtico y rendimiento y calidad superiores {Arzani y Ashraf, 2016). Ademas, en los
tltimos afnos se han utilizado de forma intensiva fertilizantes y pesticidas quimicos
para disminuir las pérdidas en el rendimiento de los cultivos, pero su useo incontrolado
y generalizado ha planteado una grave amenaza para la sostenibilidad de la
agricultura y la estabilidad de los ecosistemas. Estos quimicos se acumuian en el
suelo, drenan hacia los cursos de agua y se emiten al aire donde persisten durante
décadas (Hakim et al. 2021). Ademas, |la aplicacién continua y abusiva de pesticidas
se ha asociado con efectos secundarios dafiinos gue han llevado a problemas
ambientales y de salud humana (Baker et al. 2020). En este escenario, el énfasis debe
estar enfocado en la basqueda de sustitutos de los fertilizantes y pesticidas quimicos
para aumentar el rendimiento de los cultivos de manera sostenible. Dentro de las
posibles estrategias para lograr dicho objetivo se encuentra la modificacion de los
cultivos mediante ingenieria genética y la selecciébn de microorganismos benéficos

para ser utilizados como inocculantes.

Aunque el mejoramiento convencional es actualmente el enfoque mas utilizado,
requiere de mucha mano de obra y, por lo general, lleva varios afios avanzar desde las
primeras etapas de seleccion de fenotipos y genotipos hasta los primeros cruces en
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variedades comerciales. Los estreses abidticos como la sequia y la salinidad son las
principales limitaciones ambientales que afectan la produccion y la productividad de
casi todos los cultivos horticolas y, hasta ahora, el mejoramiento convencional no ha
demostrado ser tan exitoso para abordar ta mitigacién del estrés abidtico. Desde la
perspectiva del productor, cualquier mejora genética que pudiera reducir el costo de la
aplicacién de productos quimicos seria de gran beneficio (Parmar et al. 2017).

En este aspecto, la biotecnologia ha ofrecide un enorme alcance y potencial a
los métodos convencionales de mejora y proteccién de cultivos mediante el desarrollo
de cultivos genéticamente modificados, en el que se introducen genes (transgenes) o
elementos genéticos de funcion conocida a variedades de cultivos de élite, lo que
conduce a mayores rendimientos, menor uso de pesticidas y una mejor nutricién (Gao,
2021; Zhang et al. 2018). La transformacién genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens es una de las formas mas comunes de introducir ADN heterdlogo
(Altpeter et al. 2016). La sobreexpresién constitutiva de genes individuales que
codifican FTs, enzimas relacionadas con la acumulacién de osmolitos, proteinas que
funcionan como transportadores de iones y depuradores de especies reactivas de
oxigeno (ROS) ha sido |la estrategia mas comun para mejorar la tolerancia al estrés
abidtico en las plantas (Reguera et al. 2012). En este aspecto, nuestro grupo analiza el
efecto de la sobreexpresién de genes vinculados con la transduccion de estimulos

ambientales.

Las plantas son organismos sésiles, incapaces de desplazarse a ambientes
adecuados, que han desarrollado mecanismos de transduccion de sefales eficientes a
lo largo de la evolucién que les permiten percibir los cambics en su entorno y adaptar
su fisiologia rapidamente por periodos de tiempo variables. La capacidad de una
especie determinada de sobrevivir a condiciones adversas depende de cada especie y
de la extension de la condicion adversa, y se relaciona con una serie de respuestas
moleculares, fisiolégicas y bioquimicas que las plantas pueden activar (Arce et al.
2008). Entender cémo las plantas perciben las sefiales de estrés y se adaptan a
entomos adversos es fundamental para mejorar su tolerancia y, por ende, para

mejorar la productividad agricola.

Las evidencias aportadas por numerosos grupos de investigacion, que se
desarrollan en profundidad en el Capitulo |, permiten proponér que las quinasas
dependientes de calcio (CDPKs) son reguladores centrales en los procesos mediados
por Ca® que se desencadenan en respuesta a los desafios ambientales y a los

cambios internos. Nuestro grupo caracterizé la familia CDPK de la planta de papa y
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datos preliminares sugieren que la isoforma SICDPK2 esté involucrada en la cascada
de transduccién de sefiales gatillada en respuesta al estrés abiético y a la infeccion por
P. infestans. Nuestra hipotesis es que la sobreexpresién de StCDPKZ2 podria ser una

estrategia biotecnolégica interesante para combatir diferentes estreses.

Por otra parte, una estrategia alternativa para aliviar los efectos adversos inducidos
por el estrés en el crecimientc de las plantas es la utilizacién de las rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR, por sus siglas en inglés, plant
growth promoting rhizobacteria). Estas bacterias benéficas colonizan la rizosfera, el
rizoplane (la superficie de la raiz) o el interior de los tejidos radiculares {Gray y Smith,
2005), estimulan el crecimiento y aumentan la disponibilidad de nutrientes para las
plantas, suprimen el crecimiento de patégenos y mejoran la estructura del suelo. La
identificacién de estas bacterias capaces de conferir tolerancia al estrés y de estimular
el crecimiento vegetal tiene un gran potencial para proporcionar soluciones

econdomicas y sostenibles a los desafios agricolas actuales.

Plantas de papa de una semana de edad que habian sido micropropagadas in
vitro atrajeron nuestra atencion debido a que presentaban una pigmentacién rosada en
sus raices (Figura 7 A). El medio de cultivo no estaba contaminado y una fuerte
asociacién entre las raices y un microorganismo era evidente a ojo desnudo; un mes
después estas plantas presentaban un mayor desarrollo {Figura 7 B) y mayor
densidad de los pelos radiculares (Figura 7 C) que ofras plantas de papa de la misma
edad. A partir de dichas raices se logré aislar un bacilo Gram negativo al cual
denominamos “aislamiento 2A”". Nuestra hipotesis es que el mayor desarrollo de estas
plantas podria atribuirse a que este aislamiento perteneciente al género

Methylobacterium es un microorganismo promotor del crecimiento.
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Figura 7. Methylobacterium sp. 2A fue encontrado asociado a las raices de plantas de

papa establecidas in vitro. (A) La pigmentacion rosada en las raices de las plantas de papa
de una semana de edad evidenciaba la presencia de un microorganismo. (B) Plantas de un
mes de edad exhibieron mayor crecimiento y (C) una mayor densidad de pelos radiculares al
estar asociadas con Methylobacterium sp. 2A. Las plantas que se micropropagaron
simultdneamente y que no presentaban asociacion con Methylobacterium sp. 2A se muestran
en los paneles inferiores como referencia. Escala: 0,2 pm.
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OBIETIVOS

- . El objetivo general de esta tesis doctoral es analizar dos posibles estrategias

biotecnolégicas para combatir las limitaciones abiéticas y bibticas:

1.. Generacion de plantas de papa transgénicas que sobreexpresan StCDPK2
como una estrategia para obtener papas tolerantes a sequia y salinidad o

con mayor resistencia a patégenos.
Se proponen los siguientes objetivos especificos:

1.1 Elucidar el rol de StCDPK2 en la respuesta temprana y tardia a los
estreses por salinidad, sequia y P. infestans.

1.1.1 Analizar mediante histoquimica y fluorometria plantas transgénicas
Prosicork2:GUS expuestas a NaCl (salinidad), manitol (estrés osmético)

y a infeccién con P. infestans.

1.1.2 Estudiar la expresion de SICDPK2 en plantas WT expuestas durante 2 a
6 h (tiempos cortos) o dias (tiempos largos) a la sal y a manitol.

1.2 Analizar si la sobreexpresion del gen SICDPK2 confiere tolerancia a la
planta de papa frente a salinidad, sequia y frente a la infeccién con
Phytophthora infestans.

1.2.1 Analizar in vitro el desempeﬁé de plantas transgénicas
sobreexpresantes de StCDPK2 (35S:StCDPK2) frente a salinidad y
frente a la infeccion con P. infestans.

1.2.2 Estudiar el desempefio de las plantas 35S8:8tCDPK2 en condiciones de
salinidad y sequia al ser cultivadas en invemadero y de hojas aisladas

al ser infectadas con P. infestans.

2. Inoculacién de Methylobacterium sp. 2A como una estrategia para promover

el crecimiento de las plantas de papa y para controlar patégenos

Es esencial comprender las caracteristicas de los inoculantes PGPR antes de
aplicarlos en las practicas agricolas intensivas, es por esto que se plantean los

siguientes objetivos especificos:
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2.1 Caracterizar a una bacteria con potencial PGPR perteneciente al género

Methylobacterium que fue aislada a partir de las raices de una planta de

papa.

2.11

2.1.2

Caracterizar fenotipicamente al aislamiento.

Explorar su filogenia a través de la secuenciacidén del gen ADNr 16S y de

SuU genoma.

Predecir mediante el andlisis de su gencma distintas rutas metabélicas y
genes asociados a su capacidad promotora del crecimiento vegetal y

validar algunos de dichos atributos.

2.2 Estudiar la capacidad de Methylobacterium sp. 2A de promover el

crecimiento vegetal en condiciones control o frente a salinidad y su accién

biocontroladora.

2.21

222

Determinar las variables biométricas de plantas de papa y de Arabidopsis
inoculadas o no con Methylobacterium sp. 2A crecidas en condiciones

control o salinas.

Estudiar la accién biocontroladora del aislamiento ante diferentes
patégenos mediante ensayos de confrontacidén en placa y en plantas de
papa inoculadas con Methylobacterium sp. 2A y luego infectadas con P.

infestans.
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CAPITULO I: “Generacion de plantas de papa sobreexpresantes de
StCDPK2 como una estrategia para obtener papas tolerante a sequia y
salinidad o con mayor resistencia a patogenos”
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INTRODUCCION

Transduccién de sefiales en plantas

Tras la percepciéon de un estimulo ambiental se activan varias vias de
transducciéon de sefales, lo que deriva en cambios fisiolégicos en la célula vegetal
(Ludwig et al. 2004). El calcio (Ca**) representa probablemente el i6n mas versatil en
- las células vegetales. Esta involucrado en casi todos los aspectos del desarrollo de la
planta; es un segundo mensajero ubicuo que posee un rol central en las vias de
transduccion de sefales regulando varios procesos de adaptacién y desarrollo. La
mayoria de los estreses bidticos y abidticos provocan alteraciones estimulo-
especificas y dindmicas de la concentracion citosélica de Ca®* libre. Estos “flujos” de
Ca*, de concentracién, duracién, amplitud frecuencia y distribucion espacial variable,
condujeron a plantear el concepto de "firmas de Ca*™ (Webb et al. 1996). Estas

2+u

“firmas de Ca*"” son interpretadas a través de un conjunto de proteinas sensoras que
transmiten y amplifican esta informacién ric abajo a proteinas efectoras logrando
respuestas especificas a diferentes estimulos. Entre las moléculas efectoras se
encuentran enzimas, proteinas del citoesqueleto, factores de transcripcién (FTs) y
transportadores que conforman la magquinaria celular responsable de generar la

respuesta fisioldgica apropiada (Figura 8) (DeFalco et al. 2009).

Cuatro familias principales de proteinas que unen Ca?" han sido identificadas
en plantas: calmodulinas {CaM), proteinas similares a la calmodulina (CML,
calmodulin-like), proteinas similares a la calcineurina B (CBL, calcineurin B-like) y
quinasas de proteinas dependientes de Ca* (CDPKs, calcium-dependent protein
kinases) (Ludwig et al. 2004).
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Estimulo

externo Altas o bajas temperaturas

Deteccion y
transduccion
de senales

Proteinas Sensores
sensoras de Ca**

 Quinasas

Proteinas Transportadores _ Factores de transcripci6
efectoras

Enzimas metabdlicas Proteinas del citoesqﬁgleto
Respuesta
fisiolégica Biosintesisy transporte § Expresién Neutralizacion | Mantenimiento
de hormonas génica de ROS celular

Figura 8. Frente a un estimulo, las plantas inician cascadas de seiializacion que se

entrecruzan y combinan. Los estimulos ambientales son percibidos en la superficie celular o
intracelularmente e inducen aumentos transitorios de Ca®" (firmas) que son decodificados por
proteinas sensoras que transmiten la sefial rio abajo a través de proteinas efectoras

desencadenando la respuesta. Adaptado de DeFalco et al. 2009.

Quinasas de proteinas dependientes de Ca?* (CDPKs), proteinas sensoras

Las CDPKs son una de las subfamilias mas grandes de proteinas quinasas
vegetales cuyos miembros se agrupan en 4 subgrupos segun la similitud de secuencia
(Boudsocq et al. 2010). Las CDPKs son las unicas que combinan la unién de Ca** y la
capacidad de sefializacion dentro de un solo producto genético. Esta combinacién
probablemente surgi6 tras la fusion de un gen de proteina quinasa (PK) y un gen CaM,
permitiendo la transduccién inmediata y eficiente de las sefiales de Ca®* en eventos de
fosforilacion (Hamel et al. 2014). Estas proteinas monoméricas presentan 5 dominios:
albergan un dominio N-terminal variable (NTV) seguido de un dominio quinasa de
serina/treonina (Ser/Treo) altamente conservado (KD), un dominio autoinhibitorio (AD)
que esta vinculado al dominio regulatorio similar a CaM (CLD) y un dominio C-terminal
de longitud variable (CTV) (Figura 9 A) (Yip Delormel y Boudsocq, 2019; Harmon,
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2003). El dominio NTV difiere en longitud y secuencia de‘aminoécidos incluso dentro
de la misma especie (Ito et al. 2010) y participa en la especificidad del reconocimiento
de sustrato. Ademas, contiene sitios de N-miristoilacion y S-palmitoilacién, lo que
determina su asociacion a las membranas lipidicas (Schulz et al. 2013; Hamel et al.
2014).

En condiciones de reposo (basales), las CDPKs se autoinhiben mediante ia
interaccion intramolecular entre el AD y el sitio activo de KD. La estructura se
estabiliza aiun mas mediante interacciones entre el AD y el I6bulo C del CLD, mientras
que el I6bulo N del CLD interactua con el Iébulo N del KD. Cuando la concentracion de
Ca®* aumenta, tanto el I6bulo N como el I6bulo C del CLD interacttian con el AD,
induciendo un gran cambio conformacional que libera el sitio activo. El I6bulo C del
CLD ahora interactua con el NTV y el I6bulo N del KD, mientras que el |6bulo N del
CLD esta cerca del I6bulo C del KD (Figura 9 B) (Yip Delormel y Boudsocq, 2019).

A KD CLD

Loébulo N Lébulo C Lébulo N Loébulo C

CDPK <NTV

Sitio activo EF-Hands

CDPK inactiva L CDPK activa

Figura 9. Estructura de la CDPKs (A) y mecanismo de activacion (B). Adaptado de Yip-
Delormel y Boudsocq, 2019.

Las CDPKs componen familias multigénicas y sus diferentes miembros pueden

desempeiiar funciones especificas o0 compartir una misma via de sefializacion.

En particular, la familia CDPK de papa se compone de 27 miembros agrupados

en cuatro subgrupos. La mayoria de ellos presentan cuatro motivos EF-hand en el

Pégina | 33



CLD, excepto las isoformas StCDPK22/é3/24/27 del subgrupo Il que presentan tres
motivos funcionales EF-hand (Fantino et al. 2017; Sciorra et al. 2021).

La evidencia acumulada indica que las CDPKs regulan muchos aspectos del
crecimiento y desarrollo de las plantas, las respuestas hormonales, adaptacion a
estreses bioticos y abidticos e inmunidad vegetal (Kobayashi et al. 2012).

CDPKs e implicancia en estrés abioético y biético

Las CDPKs participan en la transduccién de sefiales de Ca®* inducidas por
estimulos de estrés abioético y son identificadas a menudo como reguladores positivos
de las respuestas al estrés. Una de las respuestas clave de las plantas al estrés
abidtico es el cierre de estomas mediado en particular por ABA, inducible por sequia,
para limitar la pérdida de agua; las CDPKs estan implicadas en la sefalizacion
mediada por ABA. En Arabidopsis se han detectado veinte AtCPKs en las células

oclusivas del estoma con niveles de expresion bastante variables (Figura 10).

Cierre
estomatico

Figura 10. Las CPKs regulan el cierre estomatico a través de regulaciones positivas o
negativas de corrientes de iones y homeostasis de especies reactivas de oxigeno (ROS).

Adaptado de Yip Delormel y Boudsocq, 2019.

En particular, las isoformas AtCPK4 y AtCPK11 fosforilan a los factores de
transcripcion (FTs) ABF1 y ABF4, e inducen la expresion génica varias horas despues

de la inducciéon de ABA. Este cambio en la expresion génica se correlaciona con la
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hipersensibilidad a ABA y al aumento de la tolerancia a la sequia y la sal en plantas
que sobreexpresan AtCPK4 o AtCPK11 (Zhu et al. 2007). Los mutantes de cpk10
exhiben alteraciones de fa apertura estomatica en respuesta a ABA y Ca* por lo que
CPK10 puede desempefiar un papel importante en la regulacién de los movimientos
estomaticos mediada por ABA y Ca®* (Zou et al. 2010).' Se demostré que CPK3 y
CPK6 estan implicadas en la regulacion del cierre estomético regulada por ABA en
experimentos que utilizan mutantes con pérdida de funcién de Arabidopsis, lo que
sugiere un papel adicional en la inmunidad estomatica para impedir la entrada de
patoégenos (Mori et al. 2006). Ademas, las plantas que sobreexpresan CPK6 tienen

una mayor tolerancia al estrés por sal y sequia (Xu et al. 2010).

Se ha demostrado que la sobreexpresion de distintas CDPKs contribuye a la
tolerancia al estrés abidtico. En arroz, la sobreexpresion de OsCDPK7 mejora la
tolerancia al ebtrés por frio, sal y sequia (Saijo et al. 2000) y es probable que
OsCPK21 partic]:ipe en la regulacién positiva de las vias de sefializaciéon de ABA y sal
ya que su sobreexpresion aumenta la tolerancia al estrés salino y la sensibilidad a
ABA (Asano et al. 2011).

El estrés abidtico induce la acumulaciéon de ROS. Las ROS son moléculas
toxicas que causan dafo oxidativo, aunque algunas ROS funcionan como moléculas
de transduccioén de sefiales en muchos procesos biolégicos. Varios estudios han
demostrado que las enzimas detoxificadoras de ROS, como la ascorbato peroxidasa
(APX), la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa,
estan involucradas en la tolerancia al estrés abidtico en las plantas (Berridge et al.
2000). En Arabidopsis, AICPK8 modula la homeostasis de ROS al fosforilar in vivo la
catalasa CAT3 (Zou et al. 2015) (Figura 10) y OsCPK12 regula positivamente la
desintoxicacion de ROS ya que su sobreexpresion confiere mayor tolerancia al estrés
salino y disminuye la acumulacién de peréxido de hidrégeno (H.O,) en plantas de
arroz en condiciones de alta salinidad. Los genes que codifican para ascorbato
peroxidasa (OsAPX2 y OsAFPX8) se expresaron mas en plantas que sobreexpresan
OsCPK12 que en plantas de tipo WT {Asana et al. 2012).

Ademas, las CDPKs pueden interactuar con FTs implicadoé en la regulacion
génica inducida por estrés tales como miembros de las familias WRKY (Wen et al.
2020), bHLH (basic hélix-loop-helix) (Wang et al. 2017), bZIP (basic feucine zipper)
{Lynch et al. 2012; Choi et al. 2005), NAC (Vivek et al. 2017) y ERF (Weckwerth et al.
2015) tos cuales juegan un papel clave en la respuesta al estrés abidtico (Khan et al.
2018: Baillo et al. 2019). Se demostrd que AtCPK4/5/11 fosfarila los WRKY in vitro,
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* aumentando su capacidad de unif;n al ADN. La fosforilacion de WRKY28 inducida por
un factor.avirulento se suprimié en ¢pk5,6, lo que sugiere que las CPK regulan los
WRKY in vivo para controlar la expresion génica durante la inmunidad activada por
efectores (ETI, effector-triggered immunity) (Gao y He, 2013).

- Con respecto al rol de las CDPKs en la respuesta a los estimulos biéticos, se
informé anteriormente que las CDPKs de diferentes especies de plantas se regulan
positivamente en la transcripcién en respuesta a los elicitores micrebianos (Romeis y
Herde, 2014). Datos de RNAseq disponibles en el SPUD DB indican que las
isoformas StCDPK4/5/6/7/17/18 se inducen frente a estrés bidtico. En particular,
StCDPK7 se regula positivamente frente a la infeccion con P. infestans fosforilando
especificamente a la fenilalanina amonio liasa (PAL) (Fantino et al. 2017). En papa, la
sobreexpresion de StCDPK5 confirid resistencia a P. infestans pero aumenté la
susceptibilidad al patdbgeno necrotréfico Alternaria solani (Kobayashi et al. 2012). Los
ortélogos de StCDPK7 en Arabidopsis (AICPK1) y tabaco (NfCDPK2) son actores
importantes en las respuestas de defensa desencadenadas por los elicitores de
hongos; |la sobreexpresién de AtCPK1 en Arabidopsis aument6 la resistencia frente a
patdgenos (Coca y San Segundo, 2010) y un enfoque VIGS en N. benthamiana mostro
que NICDPKZ2 desempefié un papel esencial en la defensa vegetal (Romeis et al.
2001).

Antecedentes de nuestro grupo en el estudio de las CDPKs

Tres miembros de la familia de CDPKs de papa, pertenecientes al subgrupo Il-
a, StCDPK1, StCDPK2 y StCDPK3 fueron caracterizados en profundidad por nuestro
laboratorio {Santin et al. 2017; Grandellis et al. 2016, Giammaria et al. 2011; Raices et
al. 2003). Estas isoformas son estrictamente dependientes de Ca* pero difieren en sus
parametros cinéticos; en particular, StCDPK2 es la isoforma que present6é la mayor
velocidad maxima y requiridé la menor concentracion de Ca? para su activacién

completa (Grandellis et al. 2016; Giammaria et al. 2011).

Se desarrollaron plantas de papa transgénicas con los promotores de las tres
isoformas de CDPKs dirigiendo 1a expresion del gen reportero GUS (Progcpex1:GUS,
Progicoex2:GUS ¥y Prosicorks:GUS) (Figura 11). Todas las plantas mostraron actividad
GUS en los peciolos y las nervaduras de las hojas, pero ésta fue mucho mayor en la
ldmina de la hoja de las plantas Progcpex2’GUS. Ademas, en Prosicoekz:GUS se
detectd una fuerte tincién en las puntas de las raices y en los primordios de las raices
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laterales (Grossi et al. '2021). En ensayos de RT-qPCR en tejidos, SICDPK2 niostré
una expresién ubicua que fue mayor en hojas (Giammaria et al. 2011).

lem
BUS  Prog ., GUS™ Pro..,. GUS

PmSICDPK |}

Tallos y
peciolos

Hojas

Figura 11. Actividad GUS en plantas S. tuberosum cv. Desirée Progicpex GUS, Prosicopks: GUS
¥ ProgicpexyGUS (panel superior) y detalle de tallos y peciolos, hojas y raices de

Prosicork2:GUS (panel inferior, barra: 2 mm).

Se identificaron los elementos cis-regulatorios y los sitios de union de factores
de transcripcion en las regiones promotoras de SICDPK1/2/3 (Grossi et al. 2021). Los
tres promotores presentaron sitios de unién para el FT MYb/SANT involucrado en la
respuesta a estrés abidtico (Li et al. 2019). Detectamos elementos sensibles a estrés
en los tres promotores, sin embargo, fueron predichos mas sitios relacionados a estrés
en Proscprce (Figura 12) tales como elementos relacionados con la expresion
inducible por acido jasmonico y acido salicilico (JASE1 y un TCA-1), un elemento B
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sensible a ABA (ABRE B) y tres cajas MADS;MIKC, entre otros. La familia de FT
MADS-box; MIKC modula la plasticidad del desarrollo de la planta en respuesta a las
variables ambientales, (Castelan-Mufioz et al. 2019).

Nuamero de elementos

ProStCDPKf ProStCDPK? ProSlCDPKB

Figura 12. Analisis in silico de ‘Ios elementos cis-regulatorios encontrados en Proscoexs,
Progcorxz ¥ Prosicoexs El histograma presenta la clasificacion.funcional de los elementos cis-
regulatorios presentes en los tres promotores. Los sitios de unién de FT se agruparon en cinco
categorias funcionales: RL: Respuesta a Luz, RE: Respuesta a Estrés, TE: Tejido-especifico,

RF: Respuesta a Fitohormonas, D: Desarrollo.

Estos elementos, junto con el sitic MYB/SANT, sugirieron que StCDPK2 podria
desemperiar un papel en la respuesta al estrés abidtico. Ademas, ensayos in vitro
demostraron que StCDPKZ interactda y fosforila a StABF1 (Mufiz Garcia et al. 2012)
un factor de unidén a elementos sensible a ABA gue ha sido implicado en la
sefializacion de estrés en condiciones de sal y sequia (Jakoby et al. 2002).

Recientemente, hemos analizado datos de RNAseq disponibles en SPUD DB
(http://spuddb.uga.edu) de cultivares de papé con genotipos susceptibles o resistentes
a P. infestans (Mosquera et al. 2018). Estos datos indicaron que, de las 27 isoformas
de la familia de papa, StCDPK2 es la que mas fuertemente se induce en cultivares con
genotipo resistente a dicho patbgeno a los 2 dias post-infeccién {dpi). También se
indujo en los cultivares susceptibles a P. infestans y en muestras de planta entera
expuestas a manitol. Contrariamente, no se ghservé induccion de esta isoforma en los
datos de RNAseq en otras condiciones de estrés abidtico tales como estrés saling,
calor o ABA (Figura 13).
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Por lo expuesto anteriormente consideramos que StCDPK2 podria estar
involucrada en la cascada de sefializacion frente a los estreses abidticos y biéticos y

que su sobreexpresion podria ser una estrategia biotecnoldgica interesante.

e
RO
P
2. ®
o O
5%
S
ae
®. &
o O
-0,

® Q o
2% 29%%
$25%%3%%

StCDPK22
StCDPK21 Bootstrap
StCDPK27 ® 0-25
StCDPK20 © 25-50
StCDPK26 o 50-75
StCDPK25 o )
StCDPK2
StCDPK1

Fold (log2)

StCDPK3
StCDPK12
StCDPK10
StCDPK13
StCDPK9

Figura 13. Induccion de las 27 isoformas de CDPKs frente a estreses de tipo biético y
abiético. Las CDPKs se agrupan en los subgrupos | a IV de acuerdo a la homologia de su

secuencia. SICDPK2, perteneciente al grupo |l, se encuentra sefialada con una flecha.
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CAPITULO |, PARTE I: “Estudio de la expresién de StCDPK2 en condiciones
de estrés”

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se utilizaron plantas de papa S. tuberosum L var Spunta (libres de virus;

. Diagnosticos Vegetales, Mar del Plata) y S. tuberosum L var. Desirée wild-type (WT).

Ademas, se utilizaron plantas de S. fuberosum L var. Desirée transgénicas
{Prosicoex2:GUS) que fueron generadas previamente en nuestro laboratorio por el Dr.
Franco Santin, las cuales expresan el gen reportero uvidA que codifica la enzima -
glucuronidasa (GUS) rioc abajo de la secuencia promotora de SICDPK2. La
construccion con la cual fueron transformadas dichas plantas se puede observar en la
Figura 14 (Grossi et al. 2021).

RB7 pNOS | NPTII

4 tNOS| pStCDPK2,

pBI101~ 12kpb

Figura 14. Produccion de las lineas transgénicas Proscpexz:GUS. Mapa del plasmido
pBI101 que contiene la construccion Progicpexe:GUS utilizada para la transformacion mediada
por Agrobacterium de las lineas de papa. La regién promotora de SICDPK2 (2.644 pb) dirige la
expresion del gen de la enzima S-giucuronidasa.

Estrés abidtico

Cultivo y tratamientos in vitro

Las plantas de S. tuberosum -var. Desirée ProgepekzGUS y WT se
micropropagaron in .vitro en medio de multiplicacion MS (Murashige y Skoog, 1962),
para ello se utilizaron las porciones del tallo que contuvieran yemas meristematicas.

Las plantas se colocaron en tubos de vidrio con tapones de_gasa y algodén

- previamente autoclavados y se mantuvieron en cuartos de cultivo a 25°C con un

fotoperiodo de dia largo (DL, 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) durante tres
semanas. Transcurrido ese periodo, se transfirieron a medio MS liquido durante 24 h
para su aclimatacién y luego se trataron con una solucidn de 150 mM NaCl {estrés
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salino) o de 150 mM manitol (estrés osmétiéo) durante 2, 4 y 6 h. Como control se
utilizaron plantas transferidas a MS liquido sin el agregado de NaCl o manitol.

Cultivo y tratamientos en inverhacjero .

Minitubérculos libres de patégenos de la var. Spunta se sembraron en macetas
de 1 litro utilizando el sustrato comercial MultiProTM (GrowMix®, Terrafertil S.A., Bs.
As., Argentina). Se dejaron crecer en el invernadero en condiciones de fotoperiodo DL
con una temperatura de entre 20 y 25°C. Se regaron con agua corriente (controles) o
con una solucién de NaCl cada 3 dias. Dado que las diferentes concentraciones de
NaCl y los tiempos de exposicion a la sal tienen diferentes efectos en fas plantas, se
realizaron tres tratamientos diferentes: T1: 50 mM NaCl durante 4 semanas; T2: 150
mM NaCl durante 4 semanas; T3: agua corrienie durante la primera 3 semanas y 150
mM NaCl la ultima semana. La conductividad eléctrica (CE) del suelo se cuantific6 con
un medidor HI88331 Soil Test™ (Hanna Instruments, RI, EE. UU.). Después del dltimo
riego se evaluaron los parametros fotosintéticos y biométricos (longitud y biomasa de
la raiz y del tallo) de las plantas control y de aquellas tratadas con sal (T1, T2, T3). Los
parametros fotosintéticos se cuantificaron ,c'on un LICOR 6800 IRGA (Li-Cor Inc:,
Lincoln, Nebraska) en una hoja completamente expandida de cada planta (seis plantas
por tratamiento). El intercambio de gases se midié bajo 1500 mmol m™2 s™ PPFD; la
luz saturada fue proporcionada por la ¢cdmara de hojas 6800-01A (area de 6 cm?)
usando una mezcla de 80% luz roja y 20% azul y se configurd el flujo de medicidn a
500 umol s~', con concentracién de CO, fijada en la celda de referencia a 400 pp'm.' La
temperatura del aire y la humedad relativa se establecieron a 25°C y 40%,
respectivamente. Ademas, las plantas de invernadero de 3 semanas de edad se
regaron con agua (controles) o con 150 mM NaCl cada semana durante 2 meses (T4)
y se determind el peso fresco (PF) de los tubérculos (Figura 15).

Dia 4 Dia 21 Dia30 T 2 meses "3 moses
) & Riego
2 K] € Tuberizacion
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.Figura 15. Cronologia del ensayo realizado en plantas de invernadero. Los tubérculos

fueron plantados en macetas y regados cada 3 dias con agua corriente (control, C), o con
soluciones de 50 y 150 mM NaCl (T1 y T2, respectivamente). En el dia 21, un grupe de plantas
control comenzaron a ser tratadas con la solucién de 150 mM NaCl (T3). En el dia 30 se
procedié a la cosecha de las plantas (C, T1, T2, T3) con el fin de obtener muestras para
analizar la expresion de genes y de cuantificar parametros biométricos. Algunas plantas control
{C) y T3 continuaron su ciclo de crecimiento hasta tuberizar. -

Infeccion con P. infestans in vitro

Plantas var. Desirée Prosicoeiz:GUS fueron crecidas in vitro durante 21 dias-en
frascos con cinco plantas cada uno. Se infectaron las tres hojas mas grandes de cada
ptantula con una gota de 10 pl de una suspensién de zoosporas de 2,5x1 0* zoosp/ml
en el envés de cada hoja de acuerdo a Huang et al. {2005). La preparacion def indculo
se llevd a cabo en esterilidad. A los 3 dpi se llevd a cabo el analisis histoquimico de las

hojas infectadas.

Analisis histoquimico y fluorometrico de la actividad GUS (actividad -
glucuronidasa)

Para evaluar la actividad B-glucurcnidasa del gen reportero uvidA se utilizaron
muestras de tejido radicular de las lineas transgénicas de papa Prosicori:GUS
crecidas in vitro. Estas muestras fueron incubadas durante 16 h en oscuridad a 37°C
en buffer GUS. El mismo consistié en: NaHPO, 0,1 M pH 7,0, X-GLUC 1 mM (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-GlcUA), EDTA 10 mM, Ferricianuro de potasio 0,5 mM,
Ferrocianuro de potasio 0,5 mM y Triton X-100 0,1%. Las raices fueron decoloradas
en lavados sucesivos con etanol 70% vy, tras ser montadas en un portaobjetos, se

observaron y fotografiaron con un microscopio Olympus.

Para el andlisis fluorométrico se homogeneizaron los tips de las raices (NaCl) o
la raiz entera (manitol) de plantas Proscpexz’GUS utilizando 500 p! de buffer de
extraccion conteniendo Buffer fosfato de sodio 100 mM (pH 7,0), EDTA 10 mM, N-
lauril-sarcosina 0,1%, Triton X-100 0,1% y B-mercaptoetanol 10 mM. Las muestras
fueron centrifugadas a 13.000 g por 30 min a 4°C. Se tomé el sobrenadante y se
cuantificé la concentracién de proteina mediante Bradford. Los extractos de proteina
(10 pg) se incubaron durante el tiempo indicado a 37°C en 500 pl de buffer de
extraccion conteniendo 4-metilumbeliferil-beta-D-glucurénido 2,0 mM (MUG). La
reaccioén se detuvo al transferir alicuotas de 20 pl a 1,98 ml de una solucién stop
(Na;CO3 0,2 M). La fluorescencia relativa se midi6 utilizando un fluorometro Hoefer
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DyNA Quant 200-(Amersham Biosciences, San Francisco, CA) con una longitud de
onda de excitacién de 365 nm y una longitud de onda de emisiéon a 460 nm. La’
actividad especifica de -GUS se estimé utifizando una curva de calibracién para 4-
metilumbeliferona (4-MU).

Extraccion del ARN y sintesis del cDNA

El ARN total se extrajo de hojas de plantas de invernadero o de plantas enteras
que se cultivaron in vitro en condiciones control o bajo estrés utilizando el reactivo
TRIzol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientifc, Massachusetts, EE.UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se cuantificé la concentracién de ARN utilizando un
Nanodrop y se corroboraron las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230. Los
ARN totales (1 pg) se pre-trataron con ADNasa (ADNsa libre de ARNasa RQ1,
Promega) y se retro-transcribieron con la M-MLV-Transcriptasa reversa (Promega)

usando oligo-dT y hexameros aleatorios.

Analisis de la expresion de genes mediante RT-qPCR cuantitativa

Los niveles de expresién de StCDPK2, del gen delta 1-pirrolina-5-carboxifato
sintetasa {P5CS) y del gen prolina deshidrogenasa (PDH) se cuantificaron mediante
RT-qPCR. Los ensayos se realizaron en un-termociclador de PCR en tiempo real
Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientifc,
Massachusetts, EE. UU.) con los oligonucleétidos correspondientes (Genbiotech,
Buenos Aires, Argentina) (Anexo, Tabla 1} utilizando el reactivo FastStart Universal
SYBR Green Master Rox (Roche). Se utilizaron como gehes de referencia al facfor de
elongacion 1a (EF-1a) o gliceraldehido3-fosfato deshidrogenasa (GADPH). Las
reacciones de PCR se incubaron a 95°C durante 10 min seguido de 40 ciclos de 95°C
durante 10 s y 60°C durante 1 min. Se verificé la especificidad de la PCR mediante el
analisis de las curvas de melting. Se analizaron los datos de expresion utilizando el
método 274" (Schmittgen y Livak, 2008). El nivel de cambio (2 ™) se estimé como
[(CT gen de interés =CT control interno} aamieno - (CT gen de interés - CT control

interno) cantrol ]
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RESULTADOS

Estudio del rol de StCDPK2 en la respuesta temprana al estrés salino y al
estrés por sequia

Se analizdé la actividad del promotor de StCDPK2 tras exponer a plantas
Prosicorx2:GUS a NaCl o manitol durante 2, 4 y 6 horas. La actividad del promotor
aumenté tanto en las plantas tratadas con sal como en aquellas tratadas con manito!.
Se observd una intensa coloracién en las puntas de las raices, especialmente en la
regién de la cofia, tras 4 horas de tratamiento con 150 mM NaCl (Figura 16 A).
Ademas, el analisis fluorométrico de esta porcion de la raiz reveld un aumento de dos
veces en la actividad especifica de GUS bajo estrés salino con respecto a ias plantas
en condiciones control {Figura 16 B).
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Figura 16. La induccion de StCDPK2 es un evento temprano en la respuesta al estrés
salino. (A) Anadlisis histoquimico de las raices de plantas Progcpex::GUS de 3 semanas de
edad que fueron expuestas durante 4 horas a 150 mM NaCl. Barra; 200 um. (B} Cuantificacion
de la actividad especifica de GUS {pmol 4-MU/min/mg proteina). El analisis estadistico se
realizé mediante prueba t. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias

significativas (p<0.05).

El anélisis histoquimico y fluorométrico de la actividad del promotor de
StCDPK2 frente a la exposicion con manitol revelé un incremento en la actividad
especifica de GUS tras 4 y 6 horas de estrés osmético, registrandose un pico a las 4
horas. La misma se intensificoé en las puntas de las raices y se prolongé a lo largo del

sistema vascular de |a raiz (Figura 17).

Pagina | 44



Control Manitol
4h 6h

Actlvidad especifica GUS
(pmol 4-MU/min/mg proteina)
s
(=]

(=]

T

Control 4h gh
Manitol

Figura 17. StCDPK2 tiene un pico de induccién luego de 4 horas de exposicién a manitol.
{A) Analisis histoquimico de las raices de plantas Progicpexkz: GUS de 3 semanas de edad que
fueron expuestas o no a manitol 150 mM durante 2, 4 y 6 horas. Barras: 1 mm (panel superior)
y 500 nm (panel inferior). (B} Cuantificacién de la actividad especifica de GUS (pmol 4-
MU/min/mg proteina).

Asimismo, se cuantificd la expresion de StCDPK2 mediante RT-qPCR en
muestras de plantas WT expuestas durante 2, 4 0 6 horas a MS liquido suplementado
con 150 mM NaCl. Se observé un rapido incremento en el nivel del transcripto de
StCDPKZ; cuyo maximo (5 veces mas en el tratamiento salino en comparacién a la
condicién control} se detecté tras 2 horas de iniciado el tratamiento. La expresion

disminuy6 a las 4 horas de tratamiento, pero aun asi los niveles de transcripto de
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StCDPK?2 eran altos en comparacion a los controles (2°°°™>1). A las 6 horas, el nivel

de expresion de SICDPK2 regresé a los niveles del control (27%4%~1) (Figura 18).

La expresion de genes involucrades en la sintesis (P5CS1) y degradacion de
prolina {PDH} aumenta o se reprime, respectivamente, en plantas de papa expuestas
a estrés salino (Jaarsma et al. 2013),; por esto usamos estos genes como marcadores
de estrés salino.- La expresion de StP5CS se incrementd en las plantas expuestas a
sal, alcanzando un aumento de 4,5 veces a las 6 h. Por el contrario, la expresion de
StPDH se vio reprimida (2% <1) en todos los periodos de exposicion a la sal
analizados (Figura 18). El cambio en [os niveles de expresion de SIP5CS y StPDH
confirmé gue se desencadend una respuesta frente al estrés salino.
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Figura 18. Se analizé la expresion de los genes SICDPK2, StP5CS y StPDH en plantas WT
que fueron expuestas durante 2, 4 y 6 horas a 150 mM NaCl. Se utilizé £F-Ta como gen de
referencia. En el histograma se muestra graficada la media * error estandar de tres réplicas
biclégicas por tratamiento con tres réplicas técnicas (2'““). Se realizd un analisis de ANOVA
de dos factores con pos-test de Bonferroni. Las letras diferentes encima de las barras indican

diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05).

Por otro lado, la expresion de StCDPK2 estaba reprimida (2% = 0,2) en
aquellas plantas que se cultivaron durante 3 semanas en medio MS suplementado con
50 mM NaCl. A partir de estos resultados se infirié que la induccidén de StCDPK2 es un

evento temprano en la respuesta al estrés salino.

Estudio del rol de StCDPK2 y de los efectos de la sal sobre plantas de
papa crecidas en invernadero ‘

Los niveles de expresion de S{CDPKZ2 también se evaluaron en plantas de

papa crecidas en invernadero que se sometieron a diferentes tratamientos de estrés
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salino. Los tratamientos realizados fueron los siguientes: T1, riego con una solucién de
50 mM NaCl durante 4 semanas; T2: riego con una solucién de 150 mM NaCl
durante 4 semanas; T3: riego con agua corriente durante las primeras 3 semanas y
lrego con una solucion de 150 mM NaCl durante la ditima semana. Al dia 30 de
iniciado el ensayo se cosecharon parte de las plantas con el fin de determinar sus
parametros biométricos y fotosintéticos, también se guardaron muestras de tejidos
para realizar determinaciones bioguimicas y para cuantificar la expresion de

determinados genes mediante RT-gPCR (ver Figura 15 en Materiales y Métodos).

Como se muestra en la Figura 19, la CE del suelo fue ~ 0,3 dS/m en los
controles, y alcanzé ~ 5 dS/m o ~ 10 dS/m tras doce o nueve dias de riego con 50 mM
0 150 mM de NaCl, permaneciendo constante desde entonces (T1 y T2). Por otro lado,
en T3, la CE aldn se encontraba en aumento al momento del muestreo. Podemos
asumir que las plantas expuestas a los tratamientos T1 y T2, estuvieron expuestas a
una condicién estacionaria de estrés ya que los valores de CE habian alcanzado una
meseta, mientras que en T3, las plantas enfrentaron una condicién de estrés dinémica

al momento de la cosecha, ya que la CE continuaba incrementandose.
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Figura 19. Los datos de CE fueron tomados con un medidor de conductividad de suelo en cada

maceta cada 3 dias hasta el dia 30.

En aquellas plantas que se cultivaron en presencia de estrés salino desde el
dia 1 (T1 y T2) la expresién de StCDPK2 disminuyd (24 <1) en comparacién a los
controles; sin embargo, aumenfé significativamente (13 veces) en plantas que fueron
expuestas a 150 mM NaCl durante sélo una semana (T3) (Figura 20 A). La relacion
de expresion de StP5CS/StPDH fue 12,6 y 78 en plantas T1 y T2, respectivamente, lo
que indica que la acumulacién de prolina se indujo como consecuencia del esirés
salino aplicado. StP5CS, que codifica el paso limitante de la biosintesis de prolina,
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alcanzd un aumento de 170 veces en las pléntas T2 en comparacion con 10s controles.
Sin embargo, en plantas tratadas con 150 mM NaCl durante solo una semana (T3), la
relacion de expresion de SIPS5CS/SIPDH fue de 1,24. En este caso, la expresion de
StP5CS se incrementd 50 veces en comparacién con las plantas de control, pero -
también se indujo [a expresién de StPDH (Figura 20 B).
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Figura 20. Analisis de la expresién de los genes (A) StCDPK2, (B) StP5CS y StPDH
mediante RT-qPCR en plantas de papa crecidas en invernadero en condiciones control,
T4, T2y T3. EF-1a fue utilizado como gen de referencia. Se muestra graficada la media + error
estandar de tres réplicas bioldgicas por tratamiento con tres réplicas técnicas (2'““0‘). Se
realizd’un analisis de ANOVA de dos factores con pos-test de Bonferroni. Las letras diferentes
encima de las barras indican diferencias signiﬁcativas en el nivel de expr_esic’m de los
transcriptos entre los tratamientos (p<0,001).

Se evaluaron los parametros biométricos y fbtosintéticos de las plantas C, T1,
T2 y T3. Tanto la longitud como la biomasa del tallo y de la raiz mostraron una
reduccion significativa en aquellas plantas que fueron tratadas con sal desde el dia 1,
en especial, la biomasa de las plantas T2 que se redujo 10 veces en comparacién a
las plantas control. La sal impactdé en menor medida en las plantas T3 donde la
fongitud del talio fue el 66% y la longitud de la raiz fue el 50% de las plantas control,
perc no se observaron diferencias significativas en la biomasa de las raices (Figura
21).
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Figura 21. Efecto de la sal sobre el crecimiento y rendimiento de plantas cultivadas en
invernadero, Tanto la longitud (cm) como la biomasa (g) de la raiz y del tallo fueron los
parametros cuantificados en las distintas condiciones ensayadas (C, T1, T2 y T3).

Al comparar las plantas control contra las tratadas con sal, la caida observada
en los parametros biométricos fue dosis dependiente (Figura 21). Sin embargo, como
resultado del cierre eétomético, se observd una respuestal “todo o nada’ en los
parametros fotosintéticos cuantificados; en todes los tratamientos salinos ensayados
se observd una caida similar en comparacion al control. Las plantas cierran sus
estomas con el fin de mitigar la deshidrataciéon causada por la alta concentracion
salina, afectando a los parametros fotosintéticos (Golldack et al. 2014). Se observd
una disminucién de 30 veces en la tasa de transpiracidn (E) y enh la conductancia
estomatica (gs), mientras que la tasa de asimilacién neta con irradiancia de saturacion
{A) y la concentracion intercelular de CO, (Ci) se redujeron seis veces y de tres a diez
veces, respectivamente (Figura 22 A-D).
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" Figura 22. Medicion de los parametros fotosintéticos. (A) La tasa de transpiracién (E, mol
mZ s"), (B) la concentracion intercelular de CO, {Ci, ppm), (C) la conductancia estomatica (gs,
mol m? s y (D) la tasa de asimilacién neta con irradiancia de saturacion (A, pmol m? s™)
fueron los parametros cuantificados al dia 30 en hojas completamente expandidas de plantas
control (C) y tratadas (T1, T2 y T3). En los histogramas se muestra graficada la media + error
estandar de cuatro réplicas bioldgicas por tratamiento. Se realizé un andlisis de ANOVA de dos
factores con pos-test de Bonferroni. Las letras diferentes encima de las barras indican

diferencias significativas entre los tratamientos {a-c) (p<0,001).

Todos los cultivares de papa muestran una reduccién en el rendimiento de
tubérculos debido a la salinidad (Elkhatib et al. 2004; Khenifi et al. 2011); de hecho, en
este trabajo, observamos una disminucion de 4 veces en la biomasa de los tubérculos
cuando las plantas fueron regadas con 150 mM NaCl cada semana durante dos
meses (T4) (Figura 23 A). Se produjo un numero similar de tubérculos en ambas
condiciones pero éstos fueron significativamente mas pequefos en las plantas
tratadas con sal. Sélo el 25,6% de los tubérculos de las plantas tratadas con sal
pesaron mas de 5 g y solo uno alcanzd un peso fresco (PF) de 16 g, mientras que el
52% de los tubérculos de las plantas de control pesaron mas de 5 g y et PF
maximo/tubérculo fue 74 g (Figura 23 B-C).
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Figura 23. Tubérculos generados bajo condiciones control (C) y salinas (T4). (A) Biomasa
total de tubérculos (g). (B) Grafico que representa el PF de los tubérculos. (C) Imagenes

ilustrativas de los tubérculos obtenidos al finalizar el ensayo.

Estudio del rol de StCDPK2 frente a la infeccion con P. infestans

Los datos de expresion de plantas susceptibles y resistentes a P. infestans en
el SPUD DB mostraron una clara induccion de StCDPK2 en cultivares resistentes a
dicho patégeno (ver “Antecedentes de nuestro grupo en el estudio de las CDPKs” en
la Introduccién del Capitulo 1). Es por esto que se decidié analizar la actividad del
promotor de StCDPK2 en hojas de plantas Prosicpek2:GUS infectadas con P. infestans.

A los 3 dpi se analizé la actividad mediante tinciéon histoquimica y se observé
un leve incremento en la coloracion de los nervios principales y secundarios
circundantes al sitio donde se evidencio la necrosis (Figura 24).
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Control P. infestans

Figura 24. Actividad GUS en las hojas de plantas Pros.prx.:GUS infectadas con P.
infestans a los 3 dpi. Las manchas marrones sefialadas con una flecha en las imagenes de
hojas infectadas con P. infestans corresponden a la necrosis producida por el patégeno. El
tamano de las barras esta mostrado en cada imagen.
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CAPITULO I, PARTE II: “Andlisis de plantas de papa sobreexpresantes del
gen StCDPK2 frente a estrés abidtico y biético”

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de crecimiento

En este capitulo se utilizaron cuatro lineas transgénicas 35S:StCDPK2 (2A, 2B,
2D y 2E) de S. tuberosum L var. Desirée generadas previamente por el Dr. Franco
Santin. Estas plantas contienen la isoforma SICDPK2 etiquetada con 6 histidinas en el
C-terminal de la proteina bajo un promotor 358 CaMV (Figura 25 A). Las lineas
358:SICDPK2 2A, 2B, 2D y 2E no presentaron diferencias fenotipicas con respecto a
las no transformadas (WT) (Figura 25 B).

A
LR 8
B P

— il A

StCDPK2 6xHis pNOS:NPTI:tNOS § LB

pGWBA408 ~ 12 kpb Spc'

e . - —

Figura 25. Lineas transgénicas 355:5tCDPK2 2A, 2B, 2D y 2E. {A} Construccidn utilizada
para la producciéon de las lineas. Mapa de pGWB408 que contiene la construccién
35S:StCDPK2 utilizada para la transformacién mediada por Agrobacterium de las lineas de
papa. El gen StCOPK2 se clond bajo el control del promotor CaMV 355 y en marco con una
etiqueta 6xHis C-terminal. {B) Plantas cultivadas in vitro en MS 2% de 21 dias.
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Chequeo de la presencia y expresion del transgén en plantas
358:StCDPK2

El tejido foliar (100-200 mg), proveniente de plantas transgénicas o WT
cultivadas in vifro, se triturd en un tubo eppendorf con un vastago. EI ADN gendémico
{ADNg) se extrajo de acuerdo al método de Costa y Moura (2001). Brevemente, se
adicion6 buffer de extraccién (650 L) y se incubd 10 min a 65°C. Luego, se agregaron
650 pL de una solucién de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se centrifugd durante
10 min a 12600 rpm a 4°C y el socbrenadante se trasvasd a un nuevo tubo. Se agregd
1 volumen de isopropanol y se centrifugé durante 15 min a 12000 rpm a 4°C. Se
agregaron 500 yL de etanol 70% y se centrifugd durante 5 min. El pellet fue
resuspendido en 35 pL de agua con ARNasa. Se cuantifico el ADNg obtenido
mediante Nancdrop y se utilizaron 100 ng como molde de reaccién de PCR.

Se: constatd la presencia del transgén en las planfas 358:SiCDPK2 lineas 2A,
2B, 2D y 2E mediante amplificacion por PCR utilizando como templado el ADNg
obtenido de cada una de las lineas junto con los oligonucleétidos 35S-FP y R4-RP
(Anexo, Tabla 1} (Figura 26 A). Ademas, se constatd la sobreexpresion de SICDPK2
en dichas plantas mediante RT-gPCR (de acuerdo a lo mencionado en‘el Capitulo 1)
utilizande ADNc y los oligonucleétidos St2-FP y ST2-RP (Anexo, Tabla 1); el nivel de
expresiﬁn de dicho transgen fue de 13,2, 14,8, 14,63 y 16,73 veces para las lineas 2A,
2B, 2D y 2E, respectivamente (Figura 26 B).
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Figura 26. Confirmacién de la presencia del transgén y de la sobreexpresion de StCDPK2
en las lineas transgénicas 2A, 2B, 2D y 2E. (A) La exitosa incorporacion del transgén se
comprobd mediante PCR utilizando como templade ADNg de plantas cultivadas in vitro v los
oligonucledtidos especificos 35S8-FP y R4-RP. Se obtuvo el fragmento esperado (1.161 pb) en

las cuatro lineas transgénicas analizadas. Se utilizd el plasmido pGWB408 conteniendo la
construccién 35S:StCDPK2 como control positivo y ADNg de plantas WT como control
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negativo. (B) El analisis’ mediante RT-gPCR (27%*Y) revelé aumentos de 13,2, 14,8, 14,63 y
16,73 veces en la expresion de SICDPK2 en las lineas 2A, 2B, 2D y 2E en comparacién con
las plantas WT. GAPDH fue el gen de referencia utilizado. En el histograma se encuentra
graficada la media t el error estandar de tres réplicas biolégicas con tres réplicas técnicas cada

una. Los oligonucledtidos utilizados se enumeran en Anexo, Tabla 1.

Estrés abiético

Cultivo y tratamientos in vitro

Se cultivaron entrenudos de plantas WT y 35S8:SiCDPK2 en-medio de
mulitiplicacién MS solo (control} o con la adicién de 50 mM NaCl (salinidad) durante 21
dias con el fin de evaluar el efecto del estrés salino sobre dichas plantas. Se eligié
esta concentracion salina luego de someter a plantas WT a fres concentraciones
distintas de NaCl: 50, 100 y 200 mM. Se buscé aquella concentracién que evidenciara
un estrés significativo a través de la reduccién de los parametros biométricos
estudiados, pero donde el crecimiento de las raices fuese posible {Figura 27).
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Figura 27. Entrenudos de plantas de papa se cultivaron en concentraciones crecientes
de NaCl. Se midi6 la longitud de la raiz (A), la longitud del tallo (B) v la clorofila total (mg/g de
hoja) (C) para encontrar una concentraciéon de sal donde se evidenciara el estrés. Las letras

diferentes sobre las barras indican diferencias significativas.

Al momento de la cosecha se determiné el nimero de hbjas, la longitud de la
raiz primaria y del tallo y la biomasa total de cada planta. Se midié el contenido de
clorofila en hojas completamente expandidas como unidades SPAD {por sus siglas en
inglés, “Soil Plant Analysis Development”) empleando un espectrofotdémetro de clorofila
portatil (Cloroflio®, Cavadevices, Argentina). La actividad CAT y el contenido de
peréxido de hidrégeno (H.0,) se determinaron de acuerdo a Aebi 1984 y Junglee et al.

2014, respectivamente.

Cultivo y tratamientos en invernadero

Plantas de la var. Desiree WT y las lineas 35S:StCDPK2 se crecieron in vitro
durante 30 dias y luego se traspasaron a macetas de 500 ml utilizando el sustrato
comercial MultiProTM (Grwaix®. Terrafertil S.A., Bs. As., Argentina). Se dejaron
crecer en el invernadero durante 3 semanas en condiciones de fotoperiodo DL con una
temperatura de entre 20 y 25°C. De este modo, al momento de iniciar los tratamientos
(salinidad o sequia), contadbamos con wuna poblacibn de plantas WT vy

sobreexpresantes muy similares entre si.

Salinidad

Un grupo de plantas WT o sobreexpresantes se regaron cada 3 dias con agua
cofriente {condicién control) o con una solucién de 150 mM NaCl (condicién salina)
hasta alcanzar una CE: ~10 dS/m. Luego, se realizé un riego con 100 mM NaCl, dos
con 50 mM NaCl y riego normal con agua. Antes de cada riego se evalud la longitud
del tallo, la cantidad de hojas y el contenido de clorofila de las plantas crecidas en
condiciones control ¢ salinas. El contenido de clorofila se cuantificé con el medidor de
clorofila portatil en una hoja completamente expandida de cada planta. Al finalizar el

ensayo se determiné el PF de los tubérculos (Figura 28).
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Figura 28. Cronologia del ensayo de salinidad realizado en plantas de invernadero.
Plantas de papa WT o sobreexpresantes fuercn regadas cada 3 dias con agua corriente
{control, C), o con soluciones salinas {150, 100 y 50 mM NaCl) durante los periodos detallados
en la figura. El dia 70 se procedié a la cosecha de las plantas con el fin de calcular el

rendimiento de los tubérculos.

La CE del suelo fue ~ 0,5 dS/m en los controles, y alcanzd ~ 10 dS/m tras doce
0 quince dias de riego con sal. Al disminuir la concentracion salina del riego, la CE
disminuyo a ~ 9 dS/m (Figura 29}).
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Figura 29. Los datos de CE fueron tomados con un medidor de conductividad de suelo en cada
maceta durante 5 semanas tanto en el set de plantas sometidas a salinidad como en las
plantas regadas con agua (control). En las plantas sometidas a salinidad, entre la semana 1 a
3, el riego se realizé con 150 mM NaCl, en la semana 4 con 100 mM NaCl y durante la Gltima

semana con 50 mM NaCl.

Sequia moderada

A un grupo de plantas (WT y 35S:StCDPK2) se las someti6 a un primer ensayo
de dos periodos :de sequia de 9 dias cada uno (sequia moderada). Cada periodo de
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sequia fue terminado con un riego; el cual es denbminado “rewatering”. En la
condicién control, el grupo de plantas WT o 355:StCDPK2 2A, 2B y 2E se regé con
agua corriente cada 3 dias. Durante todo el ensayo se cuantifico la longitud del tallo y
el contenido de clorofila en la 1°, 3° y 5° hoja de cad'a planta. Al dia 80 se procedio a la
- cosecha con el fin de calcular su rendimiento en término de tubérculos (Figura 30).
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Figura 30. Cronologia del pfimer ensayo de sequia moderada realizado en plantas de’
_invernadero. Plantas WT o 358:StCDPK2 2A, 2By 2E cultivadas in vitro durante 1 mes se
transfirieron a macetas (dia 0 del ensayo). Luege de 26 dias de rusticadas, sé suspendio el
" riego de un grupo de plantas (primer periodo de -sequia de 9 dias). Al dia 35 se realizé el

rewatering de dicho lote y se sometieron a un segundo periodo de sequia (otros 9 dias).

Actualmente esta en curso un segundo ensayo de sequia moderada en el cual
-se aplicaron 14 dias corridos de sequia a un grupo de plantas WT y 35S:StCDPK2 2A,
2By 2E {Figura 31).

Dia 0 " 'Dia26 - Diad0 - " Diag80 | @B Sequia
' & Riego

Figura 31. Cronologia del segundo ensayo de sequia moderada realizado en plantas de
invernadero. Plantas WT o 35S:StCDPK2 2A, 2B y 2E cultivadas in Vit.ro durante 1 mes se
transfirieron @ macetas (dia 0 de! ensayo). Luego de 26 dias de rusticadas, se suspendio el
* riego de un grupo de plantas. Al dia 14 se rea_lizé el rewatering de dicho lote. (*) Al momento de
éntrega de esta tesis el ensayo va por el dia 55.
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Al dia 14 se régaron las plantas sometidas a sequia con 100 ml de agué de red
(rewatering). Luego de 16 h se cuantificaron los parametros fotosintéticos con un
LICOR 6800 IRGA (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska) en tres hojas completamente
expandidas (superior, media e inferior) de las plantas cultivadas en condiciones control
o expuestas a sequia. El intercambio de gases se midi6 bajo 1500 mmol m™2 s™"
PPFD; la luz saturada fue proporcionada por la camara de hojas 6800-01A (area de 6
cm?) usando una mezcla de 80% luz roja y 20% azul y se configuré el flujo de medicién
a 500 pmol s™", con concentracién de CO, fijada en la celda de referencia a 400 ppm.
La temperatura del aire y la humedad relativa se establecieron a 25°C y 40%,
respectivamente. Luego de realizadas estas determinaciones se regaron las plantas
abundantemente y 24 h mas tarde se cosecharon hojas para determinar la actividad
de CAT, el contenido de H,O, y la expresién de los genes de biosintesis y degradacién
de prolina P5CS y PDH (en curso). A partir de ese momento, se espaciaron los riegos

de todas las plantas para cosechar los tubérculos y evaluar el rendimiento (en curso).

Para evaluar la severidad de |la sequia en ambos ensayos se evalué el aspecto
de las plantas antes y después del rewatering y se las clasifico en tres grupos de
acuerdo a la turgencia de sus hojas: 1) Hojas expandidas y turgentes, 2) Hojas semi-

enrolladas y 3) Hojas enrolladas (Figura 32).

1) EH Hojas expandidas y turgentes  2)[EH Hojas semi-enrolladas 3) Il Hojas enrolladas

Figura 32. La respuesta a sequia se evalué en cada planta a través de una escala de

severidad. Se muestran imagenes representativas de cada condicion.

Sequia severa

Se realizé un segundo ensayo en el que se aplicaron 25 dias corridos de
sequia (sequia severa) a un grupo de plantas WT y 35S:StCDPK2 2B, 2D y 2E
(Figura 33). La cosecha de los tubérculos y la cuantificacion del rendimiento se realizé
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a ’Ios dias 56 y 84 para las plantas en condiciOneé de sequia y control,

respectivamente.

" Dia® " Dia26 - 51 56  DiaB4 € Sequia
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Figura 33. Cronologia del ensayo de sequia severa realizado en plantas de invernadero.
Un grupo de plantas (WT y 35S:StCDPK2) dejaron de ser regadas durante 25 dias. Al dia 51
se realizo el rewatering de dicho lote. El grupo control fue regado con agua corriente cada tres

dias.

Infeccioén con P. infestans

Los ensayos se realizaron usando plantas de pépa var. Désirée WT y
358:StCDPK2 2B y 2E crecidas in vitro durante 21 dias o con hojas aisladas de

plantas crecidas en invernadero. -

In vitro

Las plantas se infectaron de acuerdo a lo descripto en la seccion Materiales y
Métodos del Capitu'lo I, parte I. A los 5 dpi se evalud la tolerancia de las plantas
35S:StCDPK2 2B y 2E con respecto a las plantas WT. Se usaron tres frascos con
cinco plantas cada uno para cada condicién (WT control, 2B control, 2E control, WT-

P. infestans, 2B-P. infestans, 2E-P. infestans).

Hojas aisladas

Se cort6 la 3°, 4° y 5° hoja (contando desde la ‘parte superior} de plantas de
papa WT o 358:StCDPK?2 (lineas 2B, 2D y 2E) cultivadas en invernadero durante
cuatro semanas y se las coloco en vasos con agua. Se inoculé el envés de la hoja con
gotas de 10 pl de una suspension de zoosporas de 2,5x10* zoosp/ml. Las bandejas se
cubrieron luego con tapas transparentes y se transfirieron a una camara climatica
donde fueron incubadas con un fotoperiodo de DL a 18°C. A los 4 dpi se tomaron fotos
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.y se cuantifico mediante imageJ (Schindelin et al. 2012) el porcentaje de area
necrética.
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RESULTADOS

Evaluacién de la tolerancia frente a salinidad de las plantas 35S8:StCDPK2

Las plantas M y 355:StCDPK?2 lineas 2B, 2D y 2E fueron cultivadas in vitro en
medio MS con o sin la adicion de 50 mM NaCl. Luego de tres semanas de desarrolio,
huboc una fuerte inhibicion en el crecimiento del tallo y de las raices, y un menolr
numero de hojas, junto.con una disminucion significativa en el contenido de clorofila
(cuantificado en unidades SPAD) (Figura 34 A-D) en las plantas WT bajo estrés salino

en comparacién a aquellas en condiciones control.

Sin embargg, la inhibicién observada en condiciones salinas fué menos severa
en las tres lineas transgeénicas 35S:SICDPKZ (2B, 2D y 2E) que mostraron un
aumento significativo en la longitud del tallo (Figura 34 A) y en el contenido de clorofila
{Figura 34 D) respecto de las plantas WT. Ademas, la longitud de la raiz de las lineas
transgénicas 2B y 2E fue significativamente mayor respecto de las plantas WT (Figura
34 B).
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Figura 34. Las lineas transgénicas 355:S{CDPK2 2B, 2D y 2E fueron mas tolerantes al
estrés salino que las plantas WT. Los entrenudos de plantas WT y trasngénicas fueron
cultivados in vifro en medio MS sdlido con la adicion de 50 mM NaCl (salinidad) o no (control).
La longitud del tallo (A} y de la raiz {B), el numero de hojas (C) y el contenido de clorcfila (D)

fueron los parametros cuantificados.

El estrés salino aumenta el contenido de ROS causando dafio oxidativo a
muchos componentes celulares y degradando la clorofila. Numerosos estudios han
demostrado una correlacion entre la resistencia a los estreses ambientales y la
eficiencia del sistema antioxidante (Hasanuzzaman et al. 2012). Por lo tanto,
decidimos evaluar el contenido de H,O, y la actividad CAT en plantas WT y en dos de
las lineas 35S:StCDPK2 (2B y 2E). Interesantemente, en condiciones control, dichas
lineas mostraron una actividad CAT elevada con respecto a las plantas WT. Al ser
expuestas a condiciones salinas, la actividad CAT se mantuvo a los mismos niveles
que en condiciones control y esto se tradujo en una acumulacion significativamente

menor de H,O; en comparacion con las plantas WT (Figura 35).
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Figura 35. Las lineas transgénicas 353:SthPK2 2B y 2E presentaron menor contenido
de H;O, y mayor actividad de CAT en comparacion a las plantas WT. El contenido de
peroxido (umoles H.0,.g" PF) (A) y la actividad CAT (pmoles H,0Q, destruidos min™' mg™) (B)
fueron cuantificados en hojas de plantas WT y en las lineas 358:SICDPK2.

De acuerdo al SPUD DB, WRKY6 y ERF5 son dos factores de transcripcion
cuya expresion aumenta significativamente en respuesta a la sal (Quintana Arrua
2019, Tesis de Maestria), por lo que decidimos evaluar su expresion en las plantas
35S8:StCDPK2 2B y 2E. Se observd un aumento en el nivel de expresion de los genes
StWRKY®6 y StERF5 en las lineas sobreexpresantes, en comparacion con las plantas
WT, cultivadas en condiciones control (Figura 36). Este aumento podria contribuir en’

parte a la tolerancia observada en las lineas 35S8:StCDPK2 frente a estrés salino.
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Figura 36. Analisis mediante RT-qPCR (272*“") de los FTs WRKY6 y ERF5 en plantas WT y
lineas 35S8:StCDPK2 2B y 2E cultivadas in vitro durante 3 semanas en condicicnes
control. El AACt se calculd como: [(CT del gen de interés — CT del gen de referencia) jimea
ssssieorxe - (CT del gen de interés — CT del gen de referencia) wr]. Se utilizé £F-1a como gen
de referencia. Se graficé la media + el error estandar de tres réplicas biolégicas, con tres
réplicas técnicas cada una. Se realizé un analisis estadistico mediante ANOVA de dos factores
con pos test de Bonferroni. Las letras diferentes encima de las barras indican diferencias
significativas entre las lineas WT y 35S8:StCDPK2 (p <0,0001).

Ademas, se realizaron ensayos de salinidad utilizando plantas de invernadero
WT y 353:StCDPK2 (2B y 2E) (ver Figura 28 en Materiales y Métodos). Durante el
tratamiento, cada semana se evalud la longitud del tallo, la cantidad de hojas y la
concentracion de clorofila de las hojas nacientes (1° hoja). Si bien fue evidente la
inhibicion del crecimiento en condiciones salinas, no se observaron diferencias
significativas en el nimero de hojas {(datos no mostrados) ni en la longitud del tallo
entre las plantas WT y las lineas 35S:StCDPK2 2B y 2E tanto en condiciones control
como bajo estrés salino (Figura 37 A). En general, se observé un aumento en el
contenido de clorofila en las plantas cultivadas en condiciones de estrés salino
respecto de la condicién control. Sin embargo, ambas lineas transgénicas mostraron
mayor contenido de clorofila que las WT en condiciones de estrés, siendo significativa
esta diferencia entre la linea 2E y las plantas WT luego de 3 semanas de tratamiento

salino cuando la CE alcanzé un valor entre 9y 10,1 dS/m (Figura 37 B).
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- Figura 37. Desempeiio de las plantas WT y lineas transgénicas 35S:StCDPK2 frente a
estrés salino en ensayos de invernadero. (A) Evaluacion de la longitud del tallo (cm) y {B)
del contenido de clorofila en la 1° hoja (unidades SPAD} en las plantas WT y las lineas
35S:StCDPK2 2B y 2E en condiciones control y de eéstrés salino. Se muestra la CE (dS/m) del
suelo a cada semana. ' '

Las plantas que fueron sometidas a‘estrés salino enfrentaron una condicion de
estrés critica que las hizo susceptibles a la infeccién por patogenos por lo que no se
pudo evaluar la produccion de tubérculos bajo ‘esta condicion. Sin embargo, en la
condicién control observamos que las lineas transgénicas produjerbn menos
tubérculos que en promedio presentaron mayor tamafio que los de las plantas WT
{Figura 38).
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Figura 38. Evaluacién del rendimiento de las plantas WT y 355:StCDPK2 2B y 2E en
condiciones control. Se muestra graficada la media y el error estandar correspondiente a

cada set de plantas. Cada punto muestra el peso (g) de un tubérculo.

Evaluacion de la tolerancia frente a sequia de las plantas 35S5:StCDPK2

Como fuera mencionado en Materiales y Métodos, se realizaron tres ensayos
de sequia: dos de sequia moderada (uno de dos periodos de sequia de 9 dias cada
uno y otro de un periodo de 14 dias de sequia que esta en curso al momento de

entregar esta Tesis) y otro ensayo de sequia extrema (un solo pericdo de 25 dias).

En el primer ensayo de sequia moderada se utilizaron plantas de invernadero
WT y 35S8:StCDPK2 (2A, 2B y 2E) (ver Figura 30 en Materiales y Métodos). Durante
seis semanas se evalud la longitud del tallo, la cantidad de hojas y el contenido de
clorofila de 1a 1° (hoja naciente), 3° y 5° hoja de cada planta. En la semana 1, en
condiciones control, se observa que las plantas de la linea 35S:SICDPK2 2A eran
significativamente mas altas que las WT. Ademas, en condiciones de sequia, las
plantas 35S8:StCDPK2 2A y 2E mostraron diferenciés significativas con las WT durante
todo el ensayo (Figura 39 A).

En base a lo observado en condiciones de salinidad, se determiné el contenido
de clorofila (en unidades SPAD) de la 1°, 3° y 5° hoja de las plantas sometidas a
sequia o crecidas'en condiciocnes control. Al igual que antes, se observé que el
contenido de clorofita es mayor en las hojas de las plantas sometidas a estrés que en
las irrigadas. A lo largo del ensayo, esto fue mas evidente en la 1° hoja, pero en la
semana & se observé en todas las hojas estresadas (Figura 39 B).

Pagina | 67



Longitud tallo {cm)

[X]
(=]
|

--
N -
) o
f =
o
o
-
N
X,
E-
<
o -

1° Hoja
3° Hoja

5° Hoja

‘Contenido clorofila 1° hoja
(Unidades SPAD)

F-3
o
1

(]
[=]
1

Control

nN
o
1

50+ i

10 r— T Y T

20 % i

10 T T T T
1 3 5 6

Semana

Contenido clorofila 3° hoja
{Unidades SPAD)

-
«
(2]
-]

Sequia

EEEN N
BE S A Y S

2E

-
-]
1

(Unidades SPAD)
8
[l

Contenido clorofila 5° hoja

Figura 39. Desempefio de las plantas WT y lineas transgénicas 358:StCDPK2 frente a
sequia en ensayos de invernadero. Evaluacién de la longitud del tallo (cm) (A) y contenido
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de clorofila en la 1°, 3° y 5° hoja (unidades SPAD) (B) en las pla'ntas WT vy las lineas
35S:StCDPK2 2A, 2B y 2E en condiciones control y de sequia. A saber. SEQ, sequia; RW,

rewatering.

A los 9 dias de sequia y a las 3 y 48 h después del rewatering se evalu6 la
marchitez o severidad en cada planta WT y 35S:StCDPK2 2A, 2B y 2E. Tras el 1°
periodo de sequia, todas las plantas WT presentaron hojas completamente enrolladas
(indice de severidad 3). Contrariamente, las plantas 35S:StCDPK2 mostraron en
promedio un mejor desempefio (Figura 40). A 3 h de ocurrido el rewatering, las lineas
transgénicas se recuperaron mas rapidamente que las plantas WT. A las 48 h todas
las plantas recuperaron la turgencia y presentaron hojas expandidas excepto una
planta WT que no se recuperé del 1° periodo de sequia. Durante el 2° periodo de
sequia las lineas 35S:StCDPK2 no tuvieron un desempefio uniforme, la linea 2E fue la
que presentd mayor tolerancia; mantuvo hojas expandidas y semi-enrolladas y se
recuperé mas rapido luego del rewatering. Contrariamente, sélo un porcentaje de las
plantas WT y de las lineas 2A y 2B se recuperaron a las 3 h del rewatering. Estas

plantas demoraron casi 72 h en recuperar la turgencia y una planta 2A no sobrevivié.

Sequiaé RW E RW ESequiaé RW Sequiaé RW E RW ESequiaé RW
(9d) '(3h) :(48h): (9d) ! (3 h) (L (9d) :(3h) :(48h): (9d) ! (3 h)

100+

E 50+

indice de severidad (%)
indice de severidad (%)

1) EE Hojas expandidas y turgentes 2) lll Hojas semi-enrolladas  3) [l Hojas enrolladas

Figura 40. indice de severidad (%) de las plantas WT y 35S:StCDPK2 2A, 2B y 2E. La
turgencia de las hojas se evalué en cada planta a través de la escala presentada en la Figura
32 a los 9 dias de comenzado el primer periodo de sequia, a las 3 y 48 h de realizado el
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' rewaterfng} (RW), a los 9 dias de comenzado el segundo periodo de séqun’a yalas 3 h de
realizado el segundo rewaternng.

Al dia 80 del ensayo se evalué la cantidad y el tamafio de los tubérculos
producidos por las plantas WT y las lineas 35S8:SfCDPK2 cultivadas en condiciones
control o expuestas a sequia. Como se observa en la Figura 41' A, las plantas control
y tratadas produjeron un nimero similar de tubérculos pero la sequia redujo el tamafio
de los mismos en todos los casos. Por ofra parte, no hay diferencias en la biomasa
total entre las WT y las lineas 35S:StCDPK2 en condiciones control, pero en
condiciones de éequia las plantas WT tuvieron una menor biomasa total {(Figura 41 B).

A B
40— 150+
B
8w, ® £ 1o
'g ¢ « ® o g
3 204 oo -
: 2 ® %% e ¢+ 3
5 ‘1“%—‘.0_'_.. g 60
10+ ’ [ ] - Y
S
e o
fbp—r——"TTr T ‘ 0~ .
WT 2A 2B 2E WT 2A 2B 2¢ : WT 2A 2B 2E WT 2A 2B 2E
Control Sequia Control Soquia

Figura 41. Evaluacion del rendimiento de las plantas WT y 355:StCDPK2 2A, 2B y 2E en
condiciones control y expuestas a dos periodos de 9 dias de sequia. (A) Se muestra
graficado el PF de los tubérculos (g) de mas de 5 g y la media. Cada punto muestra el peso (g)
de un tubérculo. {B) Biomasa total (g) de tubérculos obtenidos para el set de plantas WT y

transgenicas.

Se realizé un segundo ensayo de sequia moderada que esta actualmente en
curso {ver Figura 31 en Materiales y Métodos). Se evalué la marchitez o severidad
en cada planta WT y 35S:StCDPK2 2A, 2B y 2E tras 14 dias de sequia. Todas las
plantas WT presentaron hojas completamente enrolladas (indice de severidad 3).
Contrariamente, el 40% de las plantas de cada linea 35S:S{CDPK2 presentaban ain
hojas expandidas y turgentes (Figura 42). A las 16 h de ocurrido el rewatering todas
las plantas recuperaron la turgencia y presentaron hojas expandidas, pero en
promedio las lineas transgénicas mantuvieron un mayor numero de hojas vivas (2A:
10,75; 2B: 8,8; 2E: 9,5) que las WT (6,8).

Pégina | 70



Sequia ESequiaESequiaE RW Sequiaf Sequia sSequiaE RW
(9d) :(12d) | (14d) : (16 h) o (9d) i (12d) i (14d): (16 h)

Indice de severidad (%)
indice de severidad (%)

2E

1) Bl Hojas expandidas y turgentes 2)[ll Hojas semi-enrolladas  3) [l Hojas enrolladas

Figura 42. indice de severidad (%) de las plantas WT y 35S:StCDPK2 2A, 2B y 2E. La
turgencia de las hojas se evalué en cada planta a través de la escala presentada en la Figura
32 alos 9, 12 y 14 dias de comenzado el periodo de sequia y a las 16 h de realizado el
rewatering (RW).

Se determinaron los parametros fotosintéticos de las plantas estresadas y de
las plantas control utilizando un LICOR 6800 IRGA. Se realizaron tres mediciones por
planta seleccionando una hoja superior, una media y una inferior. A pesar de que las
determinaciones se realizaron luego del rewatering, el efecto nocivo de la sequia fue
evidente y se observé una caida significativa (p <0,01) en todos los parametros (E, Ci,
gs, A, PhiPS2, ETR) de las plantas tratadas respecto de las control. Los mas
afectados fueron la conductancia estomatica (gs), la tasa de transpiracion (E) y la tasa
de asimilacién (A) cuyos valores alcanzaron el 20, 29,5 y 53% de las plantas en
condicion control respectivamente, mientras que la eficiencia del PSII, la tasa de
transferencia de electrones (ETR) y el contenido intercelular de CO2 (Ci) estuvieron
entre el 70 y el 78%. Esta reduccién se correlaciona con la caida en la longitud del
tallo y del area foliar (datos no mostrados).
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Figura 43. Medicion de los parametros fotosintéticos de plantas WT y sobreexpresantes
2A, 2B y 2E. {A) La tasa de transpiracion (E, mol m-2 s1), (B) la concentracién intercelular de
CO, (Ci, ppm), (C) la conductancia estomética (gs, mol m-2 s-1), (D} la tasa de asimilacién neta
con irradiancia de saturacién (A, pmol m-2 s-1), (E) la eficiencia fotoquimica del PSII (PhiPS2) y
(E) la tasa de transporte de electrones (ETR, ymol m-2 s-1) fueron los parémetros cuantificados
luego del rewatering en hojas completamente expandidas superiores de plantas control y
sometidas a sequia. En los histogramas se muestra graficada la media + error estandar. Se
realizéd un analisis de ANOVA de dos factares con Test de Tukey. Las letras diferentes encima
de las barras indican diferencias significativas.
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En general, al comparar las plantas transgénicas con las WT no se observaron
diferencias significativas en-los parametros medidos. -Sin embargo, se observa un leve
incremento en la tasa de transpiraciéon (E) y una mayor conductancia estomatica (gs)
(diferencia significativa en la linea 2E) en condiciones control (Figura 43 A y C;
Anexo, Figura A1}. Por otro lado, la caida en la concentracion intercelular de CO, (C)
fue mayor en las plantas WT que en las lineas 35S:StCDPK2 en condiciones de
sequia (Figura 43 B). Ademas, la tasa de asimilacion (A), la eficiencia fotoquimica del
PSIl (PhiPS2) vy la tasa de transporte de electrones (ETR} fue mayor en las hoj‘as
media e inferior de las lineas 2A y 2E en condiciones control (Anexo, Figura A1 C, D,
E). Una tendencia similar se observa en condiciones de sequia en las hojas inferiores

de las lineas transgénicas (Anexo, Figura A1).

Luego de las determinaciones, las plantas fueron regadas nuevamente y a las
- 24 h se cosecharon hojas para realizar determinaciones bioguimicas y moleculares
que se encuentran en curso. Al dia 80 de este ensayo se cosecharan los tubérculos

para evaluar el rendimiento.

El ensayo de sequia severa {ver Figura 33 en Materiales y Métodos) fue
realizado durante diciembre de 2021 y enerc de 2022 cuando la temperatura maxima
mensual fue de 33 y 30,5°C, respectivamente {ver Anexo, Figura A2). El 11 de enero,
la Ciudad de Buenos Aires registré la segunda temperatura maxima al momento desde
que existen registros sistematicos, con 41,1°C. Ese dia, se produjo un corte de luz por
lo que las plantas estuvieron expuestas durante 2 h a temperaturas de casi 48°C en el
invernadero. Sélo 3 plantas se recuperaron luego del rewatering, por o que se decidié
cosechar los tubérculos de las plantas estresadas en ese momento y un mes después
se cosecharon los tubérculos de las plantas control. Como se observa en la Figura 44,
la sequia impacté muy négativamente en el rendimiento (numero y tamarfc de los
tubércu!ds y en la biomasa total obtenida). ‘Aunque la biomasa fue menor en las
plantas WT que en las 35S:SICDPK2 en condiciones de sequia, se deben realizar

nuevos ensayos para confirmar esta tendencia.
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Figura 44. Evaluacion del rendimiento de las plantas WT y 35S:StCDPK2 2B, 2D y 2E en
condiciones control y expuestas a un periodo de 25 dias de sequia. (A) Se muestra
graficado el PF de los tubérculos (g) de mas de 5 g y la media. Cada punto muestra el peso (g)
de un tubérculo. (B) Biomasa total (g) de tubérculos obtenidos para el set de plantas WT y

sobreexpresantes.

Evaluacion de la tolerancia frente a la infecciéon con P. infestans de las
plantas 35S:StCDPK2

Se evalué la tolerancia frente a la infeccion con P. infestans de las lineas
35S:StCDPK2 2B y 2E con respecto a las plantas WT in vitro. A los 5 dpi se evidencié
el crecimiento y la esporulacién del oomiceto tanto en las plantas WT como en las
lineas 35S:StCDPK2 2B y 2E (Figura 45) y no se observaron diferencias significativas

en el desarrollo del patégeno.

Figura 45. Imagenes representativas de los cultivos in vitro de plantas WT y lineas
35S:StCDPK2 2B y 2E inoculadas con P. infestans a los 5 dpi.
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También se infectaron hojas de plantas WT vy 35S:StCDPK2 2B, 2Dy 2E y se
mantuvieron en camara humeda por 4 dias. Tras ese periodo, se tomaron fotos y se

cuantifico el porcentaje d‘le area necrética producida por el patégeno mediante la
herramienta ImageJ (Figura 46).

P. Infestans (4 dpi) Control

Figura 46. Imagenes representativas de la cara adaxial de las hojas de plantas WT y
35S:StCDPK2 lineas 2B, 2D y 2E infectadas (panel izquierdo) o no (control, inoculadas con
agua, panel derecho).

No se observaron diferencias significativas en el tamafio del area necrética
entre las plantas transgénicas y las plantas WT infectadas (Figura 47).
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Figura 47. Porcentaje de area necrdtica en hojas aisladas infectadas con P. infestans y
. mantenidas -en camara humeda durante 4 dias. Histograma que muestra el % de area
necrotica cuantificado en la cara abaxial de las hojas. Se realiz6 un analisis de ANOVA de un
factor y comparacion multiple-con Test de Tukey. Las letras iguales encima de las barras

indican diferencias no significativas (p>0,05).

El .analisis de los datos obtenidos hasta el momento indicd que Ila
sobreexpresion de SICDPK2 no confiere mayor resistencia o tolerancia a la infeccién

por el oomycete P. infestans.
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DISCUSION

La percepcién de estrés salino da como resultado aumentos en el Ca*
citosolico originado dentro de las raices (Tracy et al. 2008); se forma una sefial inicial
de Ca* cerca del 4pice de la raiz, que se dispersa a la zona basal de este organo
(Moore et al. 2002) y puede desencadenar elevaciones sistémicas de Ca®* en forma
de onda en las hojas de las plantas (Xiong et al. 2014).. StCDPK2 en un candidato
probable para decodificar estas sefiales de Ca®* por su distribucién ubicua en hojas,
apices de raices y puntos de ramificacion de raices laterales. Los resultados obtenidos
de expresion en plantas WT in vitro expuestas durante 2 h a una concentracion alta de
NaCl y en plantas de invernadero que se enfrentaban a una condicién de estrés
dinamico muestran que StCDPK2 se induce en respuesta al estrés salino. Ademas, ia
actividad del promotor de StCDPK2 se increment6 en la cofia de la raiz luego del
shock salino, y también en presencia de manitol que simulé un shock osmético lo que
condice con los numerosos elementos relacionados con el estrés abidtico presentes
en el promotor. La cofia es la primera interfaz que detecta estimulos ambientales
beneficiosos o adversos en el suelo, controlando asi la direccién del crecimiento de la
raiz hacia o lejos de estas sefales (Kumpf y Nowack, 2015). Las respuestas
tempranas al estrés por sal y el inicio del halotropismo incluyen cambios en el
metabolismo y/o en el transporte de auxinas (Han et al. 2017). En vista de los
elementos sensibles a auxina identificados en su promotor, la expresién de SICDPK2
podria ser modulada por auxinas, contribuyendo a la respuesta halotrépica. Deberian

realizarse experimentos futuros para apoyar esta hipétesis.

Tras el shock salino, el aumento transitorio en la expresion de StCDPKZ2 es
anterior a la induccion de StP5CS1 o de SIWRKY6 y StERF5 (Quintana Arrta 2019,
Tesis de Maestria; Grossi et al. 2021) lo que indica que la induccién de SICDPK?2 es
un evento temprano en la respuesta al estrés salino en plantas de papa. Las plantas
WT expuestas a tratamientos salinos a largo plazo mostraron una inhibicién
significativa en los parametros de crecimiento y del contenido de clorofila y se observé
gue la expresién de StCDPK2 esta reprimida. La disminucién de los niveles de clorofila
en plantas sometidas a estrés salino se ha considerado un sintoma tipico del estrés
oxidativo (Smirnoff, 1996). Las plantas de papa 35S:S{CDPKZ2 tuvieron mejor
desempefio que las WT cuando se cultivaron en presencia de sal in vitro; mostraron un '
mayor contenido de clorofila y mayor actividad CAT mientras que el contenido de H,0,
fue menor. Existe una correlacién entre la resistencia al estrés ambiental y la eficiencia
del sistema antioxidante (Hasanuzzaman et al. 2012). La sobreexpresién de CDPKs
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dio como resultado una mayor tolerancia al estrés abidtico en diferentes especies de
" plantas al reprimir la acumulacién o mejorar la degradacién de ROS (Asano et al.
2012; Ding et al. 2013). En Arabidopsis, CPK8 fosforila a CAT3 aumentando su
actividad, y las lineas sobreexpresantes de CPK8 tuvieron menor acumulacion de
ROS en comparacion con las plantas WT en condiciones de sequia (Zou et al. 2015).
La sobreexpresion de ZmCPK12 y ZmCPK11 en Arabidopsis también condujo a un
mayor contenido de clorofila en plantas sometidas a estrés salino (Wang y Song, 2013;
Borkiewicz et al. 2020). Se propuso que el papel protector de ZmCPK11 esta
conectado con la estabilizacién del sistema fotosintético. Una mutacién con cambio del
marco de lectura en OsCPK12 fue responsable del fenotipo senescente temprano en
plantas es4 que presentan un elevado contenido de ROS y un reducido contenido de
clorofila, actividad CAT vy tasa fotosintética. En las plantas es4 se alteré
significativamente la expresion de genes involucrados en la senescencia, en la
biosintesis de clorofila y en la fotosintesis. Por otro lado, la sobreexpresion de
0OsCPK12 en arroz mejord la tasa fotosintética neta y el contenido de clorofila (Wang
et al. 2019). SICDPK2, asi como OsCPK12, pertenece al grupo ll-a y se expresa
principalmente en 6rganos verdes (Giammaria et al. 2011}, ademas, la clorofila total y
las clorofilas a y b son mas altas en los discos foliares de plantas 35S:StCDPK2
crecidas en invernadero en comparacién con las plantas WT bajo condiciones de
control y de estrés salino (Quintana Arrda 2019, Tesis de Maestria; Grossi et al. 2021),
por lo que es tentador proponer que StCDPKZ2 podria estar involucrada en vias

similares a las de su contraparte de arroz.

La sobreexpresion de CDPKs también puede conducir a una reprogramacién
transcripcional. Muchos genes de respuesta a ABA se indujeron en plantas de
Arabidopsis que sobreexpresan AtCPK4 y AtCPK11 (Zhu et al. 2007) o AICPK32 (Choi
ef al. 2005); las primeras mostrarcn una mayor capacidad de retencion de agua y las
otras mayor tolerancia al estrés salino. Las plantas transgénicas de arroz con mayor
expresion de OsCDPK7 u OsCPK21 mostraron la induccion de genes sensibles al
estrés en respuesta a la salinidad (Saijo et al. 2000; Asano et al. 2011) y se report6 la
regulacién positiva de numerosos genes sensibles a la sal en plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobreexpresan ZmCPK11 (Borkiewicz et al. 2020). En las lineas
35S8:StCDPK2 la expresion de los genes SIWRKY6E y SIERF5 es mayor en
comparacion con las plantas WT en condiciones control. Segun los estudios de
RNAseq disponibles en SPUD DB, estos FT se inducen frente al tratamiento con NaCl,
y observamos lo mismo en plantas WT in vitro. Los homoélogos de tomate de ambos
FT, SIWRKY3 (Solyc09g015770.2.1; NP_001266272.1; 93% de identidad) y SIERF5
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(Solyc03g093560.1.1; AY559315; 80% de identidad), estan involucrados en la
-.adaptacion de la planta al estrés salino (Pan et al. 2012; Hichri et al. 2017). Por lo
tanto, el.aumente en la expresion de estos FT como resultado de la sobreexpresion de
-StCDPK2 podria ser otro mecanismo gque conduzca a la tolerancia a la sal.

Las plantas de papa expuestas a altos niveles de sal en invernadero
presentaron una inhibicién significativa del crecimiento en el tallo y en la raiz que fue
mas evidente cuando el estrés salino se produjo desde el inicio del ensayo (T1y T2) y
tuvo un impacto menor cuando el estrés se aplicé a plantas de tres semanas (T3). En
la naturaleza las plantas crecidas en suelos salinos estan expuestas durante todo su
ciclo de vida a un estrés constante y raramente ocurren cambios subitos en el nivel de
salinidad, por eso los tratamientos desde el inicio reflejan mejor su incidencia natural
{(Shavrukov, 2013). Los cultivares de papa muestran una reduccion en el rendimiento
debido a la salinidad (Elkhatib et al. 2004; Khenifi et al. 2011); de hecho, observamos
una disminucién de 4 veces en la biomasa de tubérculos cuando las plantas de S.
tuberosurm var. Spunta se regaron con 150 mM NaCl cada semana durante dos meses
(T4). Se produjo un numerc similar de tubérculos en condiciones de sal o de control,
pero estos fueron significativamente mas pequefios en las plantas tratadas con sal
(Figura 23).

Para evitar o tolerar el deficit hidrico impuesto por la salinidad o sequia, las
plantas deben mantener un elevado estado hidrico ya sea absorbiendo agua en forma
mas eficiente por las raices o disminuyendo la evapotranspiracion en las pértes
aéreas. El déficit hidrico induce el cierre de estomas mediadc por ABA, ésto mejora la
economia del agua pero restringe la absorcion de CO, del ambiente, disminuyendo la
conductancia estomatica y limitando las tasas de fotosintesis y respiracion (Chaves et
al. 2009). Una estrategia biotecnoldgica para mejorar el désempeﬁo de las plantas
frente al deficit hidrico fue reducir la tasa de transpiracion como se reporté en plantas
de arroz que sobreexpresan el FT NAC (Liu et al. 2014), y en tomates transgénicos
que expresan el FT de Arabidopsis ATHB-7 (homeodomain-feucine zipper, HD-Zip)
{Mishra et al. 2012). Estos tomates resistentes a sequia mostraron diferencias con las
plantas WT en algunos parametros de fluorescencia de la clorofila como el quenching
no fotoquimico, la eficiencia cuéntica efectiva del PSIl y el rendimiento cuantico
maximo del PSlI (Mishra et al. 2012).

La determinacién de los parametros fotosintéticos (E, gs, A y Ci) en plantas de

papa cultivar Spunta crecidas en condiciones control o expuestas a salinidad mostré
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una respuesta de tedo o nada independientemente de la concentracién de sal o del
periodo de duracién del estrés. Esta reduccion es el resultado del cierre estomatico
para limitar la pérdida de agua y el transporte de Na+ por transpiracién hacia el tallo
(Munns y Tester, 2008). Las plantas WT Desirée en condiciones control (Figura 43)
mostraron valores de E, gs, A y Ci similares a los obtenidos con las plantas WT Spunta
(Figura 22). La sequia también afecté negativamente los parametros fotosintéticos
pero en este caso no se observd el efecto todo o nada porque la determinacién se
realizé 16 h después del rewatering.

Para identificar si efectivamente la sobreexpresion de StCDPKZ2 brinda una
mayor tolerancia a estreses abibticos decidimos evaluar su sobrevida, desempefic y
rendimiento en términos de produccién de tubérculos en condiciones de estrés, y
ademas, determinar las emisiones de fluorescencia de la clorofila como medida de
actividad fotosintética. La medicién de la fluorescencia de la clorofila es un método de
diagnéstico rapido y no destructivo que muestra el destino de la energia de excitacion
en el aparato fotosintético de la hoja y permite detectar y cuantificar el dafio en hojas
provocado por bajas temperaturas, salinidad y estrés hidrico (Palta 1992; Sestak y
Stiffel 1997). Para los experimentos en maceta, se utilizaron plantas WT y
358:5tCDPK?2 (lineas 2A, 2B, 2D y 2E) rusticadas que fueron crecidas en invernadero
a. 24°C, en condiciones de DL y con riego con agua de red cada 3 dias (condiciones
control) o expuestas a riego con sal (150 mM NaCl), a sequia moderada (2 periodos
_ de 9 dias cada uno; 1 periodo de 14 dias) o a sequia severa (1 periodo de 25 dias).
Por razones de disponibilidad de espacio y del tiempo necesario para obtener una
‘poblacion homogénea de plantas rusticadas, la cantidad de plantas de invernadero
expuestas a los tratamientos fue menor que la usada en los ensayos de salinidad in
vifro. Debido a este n reducido, en general las diferencias entre las lineas transgénicas
y las plantas WT no fueron significativas aunque se observa una tendencia bastante

clara en algunos aspectos.

En los tratamientos control y salino, el fenotipo de las plantas WT vy
358:SitCDPK2 fue similar. En particular, la inhibicién del crecimiento del tallo
provocada por la salinidad fue muy evidente en todas las plantas. Sin embargo, al
igual que in vitro, las sobreexpresantes mostraron mayor contenido de clordfila (en
unidades SPAD) que las WT en ambas condiciones (Figura 37 y Figura 39) lo que
confirma gque la sobreexpresion de SfCDPK2 podria afectar la estabilidad de la
clorofila. Una observacion llamativa fue que las unidades SPAD de las hojas de las
plantas WT y de las lineas transgénicas fue mayor en condiciones de estrés salino que

Pagina | 80



en condiciones control. Las mediciones de unidades SPAD se obtienen a través de la
transmitancia de la hoja, por lo que una posible explicacién para este incremento en el
valor de dichas unidades puede ser debido a los cambios estructurales internos de la
hoja causados por la salinidad (Liu et al. 2014). Los estreses ambientales suelen
reducir el contenido de clorofila (Turan et al. 2007), sin embargo algunos estudios han
informado que en plantas tolerantes a la sal aumenta el contenido de clorofila en
condiciones de salinidad (Huang et al. 2015; Qiu et al. 2017). En consecuencia, se
considera que una mayor acumulacién de clorofila es un indicador p'otencial de la
tolerancia a la salinidad (Akram et al. 2011).

En los tratamientos de sequia, la reduccién en el rendimiento fue evidente tanto
en las plantas WT como en las plantas 35S:S{CDPK2. Esta reduccion fue mayor
cuando el estrés fue mas severo {ensayo de sequia de 1 periodo de 25 dias). En los
ensayos de sequia moderada, las lineas sobreexpresantes mostraron mayor longitud
del tallo y un mejor desemperio frente a la sequia determinado por el indice de
severidad, el nimero de hojas residual, una recuperacion mas rapida luego del
rewatering y un mayor rendimiento en término de biomasa total de tubérculos. Las
lineas transgénicas en condiciones control mostraron una mayor conductancia
estomatica y tasa de transpiracion que permitiria un mayor enfriamiento evaporativo y
una mejor absorcién de nutrientes y entrada de didxido de carbono. Ademas en las
lineas 2A y 2E se observé un aumento en la eficiencia fotoquimica del PSIl, en el
transporte de electrones y en la tasa de asimilacion de las hojas medias e inferiores.
Todo esto podria contribuir a que las plantas transgénicas lleguen en mejores

condiciones a enfrentar la sequia.

Fue notorio que en el ensayo de dos periodos consecutivos de sequia, las
plantas WT toleraron mejor el segundo periodo que el primero, posiblemente debido a
gue ciertas vias (sintesis de prolina o degradaciéon de ROS) ya estaban encendidas.
Los resultados obtenidos en este capitulo sugieren que la mayor tolerancia observada
en las lineas 35S:SICDPK?2 frente al estrés salino en ensayos in vitro podria lograrse
mediante la accién de multiples vias tales como la eliminacién de ROS, la estabilidad
de la clorofila y la induccién de genes que responden al estrés. Si se extrapolan los
resultados obtenidos con las plantas in vitro frente a salinidad a las plantas de
invernadero expuestas a sequia, se puede especular que la activacion temprana de
estas vias de accion les permitié a las plantas 358:SfCDPKZ2 tolerar mejor una sequia

moderada. Para confirmar este supuesto se evaluaran parametros bioquimicos y
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moleculares”(contenido de ROS, actividad de CAT y sintesis de prolina) en las

muestras tomadas y se realizaran nuevos ensayos de sequia.
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CAPITULO II: “Inoculacién de Methylobacterium sp. 2A como una
estrategia para promover el crecimiento de las plantas de papa y para
controlar a patogenos”
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INTRODUCCION

Para garantizar la produccion de alimentos a largo plazo, debemos desarrollar
practicas agricolas sostenibles con un impacto adverso minimo en el medio ambiente.
En este contexto, el uso de inoculantes microbiancs tiene varias ventajas en la
agricultura, que incluyen: 1) la restauracion de suelos no fértiles en suelos fértiles, 2} la
reduccion del uso de fertilizantes quimicos disminuyendo el costo de produccién y los
problemas de contaminacion y degradacién de la tierra asociados a su uso, 3} la
mejora del crecimiento, la calidad y el rendimientoc de las plantas mediante la
restriccién del crecimiento de patégenos (Bhise y Dange, 2019; Garcia et al. 2017;
Singh y Jha, 2017; Cordero et al. 2018).

Rizosfera

La rizosfera es la estrecha zona de tierra que rodea a la raiz de la planta y
alberga numerosos grupos microbianos que tienen el potencial de influir
significativamente en el crecimiento, la nutricién y la salud de las plantas (Philippot et
al. 2013). Dentro de esta zona de interaccidn planta-suelo, la rizosfera es un area
dinamica de comunicaciones entre especies e intra especies que impactan
significativamente en el flujo y la transformacién del carbono. La rizosfera esta
fuertemente influenciada por el metabolismo de las plantas, ya que las raices
liberan/secretan diferentes compuestos como carbohidratos, metabolitos secundarios,
acidos organicos y aminodcidos que sirven como fuente de energia para los
microorganismos y actuan como atrayentes y repelentes quimicos. Esto permite a los
microorganismos colonizar y multiplicarse tanto en la rizosfera como en ei rizoplano
(Gray y Smith, 2005; Ahkami et al. 2017). Se sabe que los fenoles, flavonoides y
acidos organicos secretados por las raices actuan como sefiales quimicas para la
gquimiotaxis bacteriana, la secrecidon de exopolisacaridos, el quorum sensing y la
formacién de biofilms durante la colonizacion de la rizosfera (Bauer y Mathesius, 2004,
Badri et al. 2009; Narula et al. 2009). En suelos sanas, normalmente hay alrededor de
10°® a 10° bacterias por gramo de suelo, y este nimero desciende a 10* en suelos
estresados (Schoenborn et al. 2004).

Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las bacterias asociadas a las plantas pueden clasificarse en beneficiosas,
deletéreas y neutrales segun sus efectos sobre el crecimiento vegetal {Dobbelaere et
al. 2003). Las bacterias beneficiosas que colonizan la rizosfera son las rizobacterias
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promotoras del crecimiento vegetal'(PGPR), este grupo de bacterias de vida libre
coloniza la rizésfera y contribuye a aumentar el crecimiento y el rendimiento de las
plantas cultivadas mediante diversos mecanismos (Kloepper y Schroth, 1978) (Figura
48). Algunos de ellos son enddfitos facultativos que invaden los espécios intercelulares
de los tejidos del huésped y prosperan como endéfitos para establecer una asociacion
mutuamente beneficiosa (llangumaran y Smith, 2017). La mayoria de las PGPR
colonizan la superficie de la raiz y prosperan en los espacios entre los pelos de la raiz
y las capas rizodérmicas, mientras que algunos no estan fisicamente en contacto con
las raices (Gray y Smith, 2005). Estos microorganismos benéficos son de interés para

la agricultura ya que pueden ser utilizados como biofertilizantes o como pesticidas.

Mayor rendimiento
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Figura 48. Las PGPR pueden incrementar el crecimiento de las plantas mediante

diversos mecanismos directos e indirectos. Figura adaptada de Hakim et al. 2021.

La promocion directa del crecimiento de las plantas funciona a través de la
fijacion de nitrégeno, la produccion de hormonas vegetales como auxinas,
citoquininas, giberelinas, acido salicilico y acido abscisico. Varios géneros bacterianos

tienen la capacidad de producir la auxina acido indol-3-acético (AlA). Ademas, las
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PGPR pueden . transformar nutrientes esenciales presentes en el suelo (como

‘nitrégeno, fdsforo, hierro y zinc) en formas disponibles para las plantas.

La promocién indirecta del crecimiento vegetal incluye la proteccién contra
patégenos. Esto se puede lograr mediante la produccién de siderdforos (pequeiias
moléculas. que se unen a metales), la sintesis de antibidticos, la produccién de
enzimas liticas celulares tales como quitinasas, proteasas, fosfatasas, lipasas, efc.
También producen -compuestos para aliviar el estrés, como la enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilatc (ACC) desaminasa que hidroliza al etileno en
amoniaco (NH3) y a-cetobutirato, y al reducir los niveles de etilenc promueven el

crecimiento de las raices.

Tolerancia al estrés abiatico asociada con PGPR

La presencia de estrés ambientél es el principal problema que influye en la
productividad agricola (Singh, 2015). El papel de los microorganismos benéficos esta
ganando importancia en el manejo del estrés y el desarrollo de una agricultura
resiliente al cambio climatico ya que su inoculacién puede mejorar el rendimiento de
las plantas frente a estas condiciones (Forni et al. 2017). Se sabe que la inoculacién
con PGPR modula la regulacion del estrés a través de mecanismos directos e
indirectos que inducen la tolerancia sistémica. La interaccion planta-PGPR mejora la
salud y el crecimiento de la planta, los nutrientes disponibles y su asimilacién y genera
una defensa mas efectiva contra microorgahismos causantes de enfermedades (Yang
et al. 2009). ‘

El mejor crecimiento de las plantas por inoculacién con PGPR bajo condiciones
de estrés se debe a mecanismos tales como la reduccién del nivel de etileno inducido
por el estrés debido a la actividad de la ACC desaminasa (Glick et al. 2007) y a la
regulacién de las enzimas de defensa de las plantas CAT, glutation reductasa (GR),
superdxido dismutasa (SOD) y ascorbato peroxidasa (APX) lo que brinda proteccion
contra el estrés oxidativo (Islam et al. 2016; Qin et al. 2016) (Figura 49). La
inoculacion con una PGPR que produce la ACC desaminasa mejor6 la tolerancia a la
sal y aumentd las actividades de las enzimas antioxidantes SOD, APX y CAT en
pllantas de okra (Abelmoschus esculentus L.) (Habib et al. 2016). Ademas, se
demostré que plantas de tomate inoculadas con ciertos PGPR pueden mantener su
crecimiento en condiciones de alta salinidad y déficit hidrico al reducir el impacto
negativo de la liberacién de etileno en el crecimiento de la raiz (Mayak et al. 2004).
Bajo estrés salino, plantulas de mani inoculadas con cinco rizobacterias halotolerantes
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tuvieron un mejor crecimiento en comparacion con las plantulas no inoculadas porque
pudieron mantener la homecstasis de iones y redujeron la acumulacién de ROS
(Sharma et al. 2016).

‘Ademas, las PGPR mejeran la nutricion de las plantas a través de la fijacion de
nitrégeno, la solubilizacién de fosfato, la sintesis de sideréforos y la produccion de
fitohormonas (Etesami y Beattie 2017, Etesami y Maheshwari, 2018)}. Varios estudios
han confirmado que la aplicacion de PGPR productoras de fitohormonas, tales como
auxinas, giberelinas, citoquininas (CK) y acido abscisico (ABA), pueden minimizar la
pérdida de rendimiento de los cultivos en condiciones de estrés abidtico (Dodd et al.
2010; Egamberdieva y Kucharova, 2009). En condiciones de sequia, la inoculacién de
lavanda (Lavandula dentate) con la PGPR productora de AlIA Baciflus thuringiensis
mejord la nutricién, la fisiologia y las actividades metabdlicas de la planta (Armada et
al. '2014); De manera similar, Azospirilfum spp. aumenté la tolerancia al estrés por
sequia en el trigo al mejorar el crecimiento de las raices y la formacion de raices
laterales (Arzanesh et al. 2011). También pueden sintetizar exopolisacaridos (EPS)
que son los responsables de la unién, a menudo junto con otras bacteriaé, a las
particulas del suelo y las superficies de las raices. Las bacterias limitan la absorcidon
de sal de las plantas al atrapar cationes en la matriz de EPS vy al regular la expresion
de los transportadores de afinidad de iones, aumentan el intercambio de nutrientes
minerales tanto de macro como de micronutrientes vy alivian el desequilibrio i6nico

causado por la alta afluencia de iones Na* y CI".

Las PGPR también aumentan la acumulacion de osmolites como prolina,
glicina betaina y azicares (Creus et al 2004), preservande una alta actividad
fotosintética y conductancia estomatica (del Amor y Cuadra-Crespo, 2012) y alterando
el estado hormonal de la planta (Arora et al. 2012). En Chen et al. (2016) plantas de
maiz inoculadas con Bacillus amyloliquefaciens SQRS mostraron una mayor tolerancia
al estrés salino y mayor contenido de clorofila, en comparacién con las plantas no

inoculadas.
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Figura 49. Alivio del estrés salino mediado por PGPR. Adaptado de Egamberdieva et al.
2019.

PGPRs como antagonistas y agentes de biocontrol

Las bacterias que reducen la incidencia o la gravedad de las enfermedades de
las plantas a menudo se denominan agentes de biocontrol, mientras que las que
muestran actividad antagénica hacia un patégeno se definen como antagonistas
(Beattie 2006). Como fue mencionado anteriormente, las PGPR pueden controlar a
fitopatdégenos mediante mecanismos que promueven indirectamente el crecimiento de
las plantas al reducir la gravedad de las enfermedades. Estos mecanismos incluyen la
sintesis de enzimas hidroliticas, como quitinasas, glucanasas, proteasas y lipasas, que
pueden lisar células fungicas patégenas (Maksimov et al. 2011). Otros mecanismos
incluyen la competencia por nutrientes, la colonizacién de nichos en la superficie de la

Pagina | 88



raiz (Stephens et al. 1993, Kamilova et al. 2005) y la regulacién de los niveles de
etiteno de la planta en respuesta al estrés impuesto por la infecciéon (Glick y Bashan,
1897, Van Loon, 2007).

La produccién de siderdforos, antibidticos y bacteriocinas son tres de los
mecanismos mas efectivos y conocidos que un antagonista puede emplear para
minimizar o prevenir la proliferacion de fitopatégenoé. Los sideroforos son agentes
quelantes de iones férricos de bajo peso molecular producidos por bacterias y hongos
que influyen en las plantas para la absorcion de varios metales como el zine, el hierro

y el cobre mediante el uso del mecanismo quelante de las rizobacterias
| (Egamberdiyeva y Kucharova, 2009; Dimkpa et al. 2009). Los antibiéticos abarcan un
grupo heterogéneo de compuestos orgénicos de bajo peso molecular gue son
perjudiciales para el crecimiento o las actividades metabélicas de otros
microorganismos (Duffy, 2003). La producciéon de uno o mas antibidticos es el
mecanismo mas comunmente asociado con la capacidad de las PGPR para actuar
como agentes antagénicos contra los fitopatégenos (Glick et al. 2007). Las
bacteriocinas se diferencian de los antibidticos tradicionales en que suelen tener un
espectro de destrucciéon relativamente acotado ya que sodlo son téxicas para las
bacterias estrechamente relacionadas con la cepa productora.

Inoculacion con PGPR

Las interacciones de las PGPR con las plantas son explotadas comercialmente
(Podile y Kishore, 2008) y son una gran promesa para la agricultura sostenible. Se han
investigado aplicaciones de estas asociaciones en maiz, trigb, avena, cebada, arvejas,
canola, soja, papas, tomates, lentejas, achicoria y pepino (Gray y Smith, 2005).
Actualmente se comercializan varios inoculantes de PGPR que promueven el
crecimiento a trévés de al menos un mecanisme como la supresién de enfermedades
de las plantas (denominados bioprotectores), la mejora de la adquisicion de nutrientes
(biofertilizantes) o la produccién de fitohormonas (bioestimulantes). Varios PGPR se
comercializan como agentes de control biolégico tales como Azospiriflum, Azotobacter,
Bacillus, Burkholderia, Delfitia, Paenibacillus macerans, Pantoea agglomerans,

Pseudomonas, Rhizobium y Serratia (Glick, 2012).

El género Methylobacterium

El género Methylobacterium se encuentra dentro de la familia
Methylobacteriaceae del orden Rhizobiales, que, a su vez, se ubica en la clase o-
proteobacteria. Las bacterias que pertenecen al género Methylobacterium (Patt et al.
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1976} son Gram-negativas con forma de bacilo y son ubicuas en la naturaleza
encontrandose cominmente en la atmésfera, el suelo, el agua dulce y los sedimentos.

Pueden existir en forma libre ¢ asociadas con tejidos vegetales, donde producen

. sustancias que promueven el crecimiento de las plantas (Green y Ardley, 2018). Al

- crecer en tejido meristematico, pueden alcanzar poblaciones de 10° a 10% unidades

formadoras de colonias (UFC) por gramo de tejido vegetal (Doronina et al. 2002).

Los miembros del género Methylobabterium también se denominan
metilotrofos facultativos de pigmentacion rosada (PPFMs, pink-pigmented facuitative
methylotrophs) debido a su pigmentacion por carotenoides y su capacidad para crecer
en compuestos de un solo carbono como metanol, asi como en compuestos de
multiples carbonos (Green, 2008). Tras la colonizacién de la planta, estos metilotrofos
facultativos pueden beneficiarse de una variedad de compuestos organicos volatiles
que emite la planta como parte de su actividad metabdlica normal (Galbally y Kirstine,
2002). Existe evidencia de que estos microorganismos logran tomar et metanol emitido
principalmente a través de los estomas y consumirlo, ya que pueden oxidar metanol
por medio de la enzima metanol deshidregenasa (MDH), clave en su metabolismo
metilotréfico. También pueden prosperar con otros compuestos de carbono derivados
de plantas, los cuales son metabolizados y degradados en moléculas simples que
luego seran recicladas por las células de la planta (Sy et al. 2005; Abanda-Nkpwatt et
al. 2006; Gourion et al. 2006; Delmotte et al. 2009).

Las especies dentro del género Methylobacterium estan involucradas en la
fijacion de nitrégéno, la solubilizacion de fosfato, la tolerancia al estrés abidtico, la
promocién del crecimiento de las plantas y la actividad de biocontrol contra patégenos
de plantas {Madhaiyan et al. 2006; Kumar M et al. 2016; Parasuraman et al. 2019;
Krug et al. 2020). Las metilobacterias producen auxinas y citoquininas que estimulan la
divisién celular o el atargamiento de las plantas y reducen la acumulacién de etileno en
las raices mediante la actividad de la ACC desaminasa. Tal es el caso de.
Methylobacterium fujisawaense, que disminuy6 los niveles de etileno y promovié la
elongacion de raices en plantulas de canola (Madhaiyan et al. 2006).

Methylobacterium es capaz de producir AlA (lvanava et al. 2001}, por lo que la
inoculacion podria aumentar su concentracién en las plantas y promover el crecimiento
de las mismas (Lee et al. 2006). El AlA bacteriano juega un papel importante en el
desarrollo del sistema de raices del huésped. En Pattnaik et al 2017, la aplicacion
foliar de M. extorquens MP1y M. zatmanii MS4 aumentd el crecimiento de tomate en

comparacion con el control. Ademas, la inoculacion con Methylobacterium komagatae
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proporciond un aumento significativo del réndimiento (108%) al ser inoculada en
“Crambe abyssinica, un cultivo importante para la produccion de biodiesel de alta -
calidad (de Aquino et al. 2018).
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CAPITULO II, PARTE I: “Caracterizacién de una bacteria con potencial
"PGPR perten_eciente al género Methylobacterium que fue aislada a partir
de las raices de una planta de papa”

MATERIALES Y METODOS

Obtencién del aislamiento Methylobacterium sp. 2A

Este aislamiento bacteriano se obtuvo a partir de las raices de plantas de papa
recientemente establecidas in vitro que habian crecido en el invernadero del instituto.
Para su aislamiento, dichas raices se esterilizaron superficialmente y se incubaron en
LB agar a 28°C durante 4 dias. Se seleccionaron las colonias rosadas‘ ¥y se
mantuviercn en medio LB sin la adicion de NaCl (LBNS). '

Determinacion de las condiciones o6ptimas de crecimiento y
caracterizacion fenotipica

Con el fin de determinar sus condiciones 6ptimas de crecimiento, se ensayaron
diferentes temperaturas (18°C, 24°C, 28°C, 30°C y 37°C) y medios de cultivo (LBNS,
LB sin sal; PDA, agar papa dextrosa “potafo dextrose agar’ (Merck, Alemania); PSA,
agar arveja sacarosa “pea sucrose agar’; RSA, agar centeno sacarosa “rye sucrose
agar”). Se probé la utilizaciéon de distintas fuentes de carbono en medio minimo M9.
Este medio se suplementod individualmente con acido L-glutamico, glicerol, sacarosa,
sorbitol, manitol y citrato de sodio. Los cultivos se mantuvieron en condiciones de
agitacién a 130 rpm, durante 3 dias a 28°C. La tolerancia a pH fue determinada en
medio LB ajustade a distihtos valores de pH (de 4,5 a 7,5). Se realizé la tincidén de
Gram y se determiné la actividad de la enzima CAT mediante el método tradicional en
portaobjeto y la actividad de la enzima oxidasa mediante la oxidacion de discos
impregnados con el reactivo N,N-D'imetil-p-fenilendiamina (Britania S.A., Argentina).
Se probé su resistencia a los antibidticos Estreptomicina, Higromicina,‘ Rifampicina,

Ampicilina, Kanamicina, Cloramfenicol y Cefotaxima en medio LBNS.

Extraccion de ADN gendmico bacteriano

- EI‘ADN genomico (ADNg) se extrajo manualmente segun Chen y Kuo (1993) a
partir de un cultivo de 48 h de crecimiento. Brevemente, se tomaron 1,5 ml de dicho
cultivo y se centrifugé 3 minutos a 12.000 rpm. El pellet fue resuspendido en 200 ul de
buffer de lisis (Tris-acetato 40 mM pH 7,8, sodio-acetatc 20 mM, EDTA 1 mM, SDS
1%) pipeteando vigorosamente. Para eliminar residuos celulares se afiadieron 66 pl de
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una solucion. NaCl 5M y se: centrifugd a 12.000 rpm por 10 min a 4°C. Se transfiri6 el
sobrenadante a un nuevo eppendorf, se afiadié un volumen igual de cloroformo y se

centrifugd por 3 minutos. En el sobrenadante se precipité el ADNg con EtOH 100%

- . (1:1). Luego de lavar el ADN con EtOH 70% y de secarlo al aire, se resuspendié en 50

pl de buffer TE 1X.

Alineamiento e. inferencia filogenética mediante la secuencia ADN
ribosomal 165

El ADN ribosomal 16S (ADNr 16S) se amplifico mediante PCR con los
oligonucleétidos universales fD1 y rP2 (Anexo, Tabla A2) (Weisburg et al. 1991) y fue
secuenciado en Macrogen (Seul, Corea del Sur). La secuencia obtenida también fue
comparada con aquellas depositadas en la base de datos EzBioCloud (Yoon et al.
2017} que puede encontrarse en: http.//ezbiocloud.net. Se llevé a cabo un analisis
filogenético comparando la secuencia de 16S rDNA del aislamiento obtenido contra
especies representativas del género Methylobacterium, y contra once especies que
han sido recientemente reclasificadas en el nuevo género Methylorubrum (Green y
Ardley, 2018). El alineamiento multiple de secuencias y la construccion del arbol
filogenético fueron realizados mediante el software MEGA X (Kumar S et al. 2018)
utilizando el método de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood) basado en el
modelo de Kimura de dos parametros con un valor de bootstrap de 1000 repeticiones..
En el analisis fueron incluidos miembros de la familia Methylocystaceae como

outgroup.

Con los datos obtenidos se realizé una revision bibliografica en la cual se
compararon las caracteristicas de este aislamiento con las de aquellas especies de

Methylobacterium mas préximas filogenéticamente.

Secuenciacién del genoma: Ensamblaje de novo y anotacion

La secuenciacién completa del genoma (WGS, “Whole-genome sequencing”)
de Methylobacterium sp. 2A se llevd a cabo en una plataforma lllumina TruSeq Nano
en Macrogen. El ensamblaje de novo se realizo utilizando los procedimientos estandar
del pipeline de ensamblaje procaridtico (Sosa et al. 2018), basado en SPAdes version
3.9.0 (Bankevich et al. 2012) y SSPACE version 3.0 (Boetzer et al. 2011). La anotacion
del genoma se realizé utilizando el servidor de tecnologia _de subsistemas de
anotaciones rapidas (RAST, Rapid Annotations Subsystems Technology) (Aziz et al.
2008).
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Filogenia del genoma completo .

- Lafilogenia de Methylobacterium sp. 2A se evalué mediante CSI Phylogeny 1.4
" (Kaas et al. 2014; hitps://fcge.cbs.dtu.dk/services/CSIPhylogeny). Este software infiere
- la filogenia a.partir de las diferencias en los polimorfismos de un nucleétido Unico
(SNPs', single nuclectide polymorphisms) y del concatenado de los mismos. Los
valores de identidad media de nucledtidos (ANI, average nucleotide identity) entre
Methylobacterium sp. 2A y las otras cepas de referencia fueron calculados con el
- servicio web JspeciesWS (Richter et al. 2015). Se realizé el calculo de hibridacién in
silico ADN-ADN (DDH, DNA-DNA hybridization) entre Methylobacterium sp. 2A y la
cepa de referencia mas similar con el servicio web Genome-to-Genome Distance
Calculator (GGDC 2.1; Meier-Kolthoff et al. 2013).

Prediccion de islas gendémicas

Se identificaron islas gendémicas (IG) potenciaimente adquiridas a través de la
transferencia horizontal de genes. Para ello, Methylobacterium sp. 2A se alineé con el
genoma completo de Methylobacterium oryzae CBMB20 utilizando el software Island
Viewer (https://pathogenomics.sfu.ca/islandviewer; Bertelli et al. 2017) y curacion
manual. Este software integra cuatro métodos diferentes de prediccion de islas
gendmicas: IslandPick, IslandPath-DIMOB, SIGI-HMM ¢ Islander.

~ Calculo del pangenoma

El pangenoma se obtuvo & través de OrthoMCL (Li et al. 2003;
https:/forthomcl.org) y los datos se analizaron mediante R Studio. Las categoriaé COG
se asignaron a través de COGNITOR (Tatusov et al. 2001).

Prediccion de rutas metabdlicas asociadas a la capacidad PGP

Sobre la base del genoma anotado, la predicciébn computacional de las vias
metabdlicas se realizé mediante reconstruccién utiizando el software Pathway Tools
v23.0. Se utilizaron el software Pathologic de Pathway Tools (Karp et al. 2002) y la
base de datos MetaCyc (Caspi et al. 2005) para generar automaticamente una base
de datos (PGDB) a partir del archivo GenBank del genoma anotado de
- Methylobacterium sp. 2A. EI PGDB vincula las secuencias y los genes potenciales con-
las reacciones enzimaticas y las vias bioquimicas. Los cluster de genes fueron
identificados con el software SnapGene4 (GSL Biotech) y con antiSMASH 5.0 (Blin et
al. 2019), disponibles en: http://snapgene.com y

http:/fantismash.secondarymetabolites.org y curados manualmente.
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Ensayos para la deteccién de habilidades PGP

Capacidad de fijar N, y de solubilizar fosfato

“La fijacion .de nitrégeno fue cualitativamente determinada cultivande colonias
“individuales en medio Nfb semisélido, de acuerdo a lo descripto por Hartmann y
Baldani (2006). La determinacién de la capacidad de solubilizar fosfato se llevé a cabo
usando fosfato tricalcico (TCP) en medio NBRIP (tanto sélido como liquido). La
cuantificacion de fosfato se realizé mediante el método colorimétrico de
vanadomolibdato segin Pearson (1976). Como control positivo se utilizé a la cepa
solubilizadora de fosfato Pseudomonas fluorescens BNM 233, la cual es actualmente

utilizada como biofertilizante (Okon et al. 2015).

Produccién de acido indol acético (AlA)

Deteccién bioquimica

La cantidad de AIA producido por Methylobacterium sp. 2A se calculé utilizando
el método de Salkowski (Ehmann, 1977). Las cepas productoras de AIA Azospirillum
brasilense Az39 y Pantoea sp. fueron utilizadas' como controles positivos (Diaz Herrera
et al. 2016). Dichas cepas se cultivaron en LB liquido con la adicién de triptéfano (Trp)
(0,1 mg.mt™") y fueron incubadas a 28°C durante 3, 4 o 5 dias. Luego, se centrifugaron
alicuotas de 2 ml y se tomaron muestras de sobrenadante (1 ml) las cuales fueron
mezcladas con 1 ml de reactivo de Salkowski (0,5 FeCly 2% en una solucion de H,SO,
35%) y mantenidas en oscuridad. Se registré la densidad o6ptica (DO) a 530 nm
después de 30 min. '

Inoculacién de plantas de tomate con la construccién DR5:GUS, funcional

para monitorear la respuesta a auxinas

Semillas de tomate var. Microtom WT y DR5:GUS fueron desinfectadas
superficialmente y sembradas en medio de multiplicacion MS 0,5X (ver Anexo)
durante 7 dias. Luego, las raices se inocularon con 10 yl de Methylobacterium sp. 2A
(DOgoo 0,05 en NaCl al 0,85%) o solo con solucidn salina (no inoculada) y a los 10
dias post-inoculacion (dpi) se llevaron a cabo analisis histoquimicos y fluorométricos
de acuerdo a lo detallado en Materiales y Métodos del Capitulo |, parte |. Dichas

plantas se mantuvieren en cuartos de cultivo a 25°C con un fotoperiodo DL.

Inoculacién de plantas de Arabidopsis jaa19, mutante defectuosa en la
formacién de raices laterales
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Se seleccionaron plantulas de Arabidopsis Col-0 /aa?9 de una semana de edad
gue' presentaban un desarrollo similar; las mismas fueron establecidas en placas de
Petri con. medio MS 0,5X. Se inocularon las raices con 2 pul de susbensién de
Methylobacterium sp. 2A (DOgy 0,05 en NaCl al 0,85%) y se cuantificé el nimero de
raices laterales a los 4 y 7 dpi.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de Methylobacterium sp. 2A

A partir de raices de plantas de papa establecidas in vitro se logré aislar y
caracterizar a un bacilo Gram negativo (Figura 50 A), al cual denominamos
“aislamiento 2A”. Sus colonias circulares presentan una pigmentacién rosada,
alcanzando un didmetro promedio de 0,2 mm después de 3 dias de incubacién, io que
denota un crecimiento lento (Figura 50 B).

A
'
(A
D
[N -
-,
Y 2
P ’é
B

Figura 50. Aspecto microscépico (A) y macroscépico (B) de colonias de Methylobacterium sp.
2A crecidas en medio LB sdlido, 3 dias a 28°C. Las colonias son de color rosa debido a la
presencia de carotenoides |os cuales actian como agentes fotoprotectores.
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Este aislamiento presenté mayor crecimiento a 28°C en aquellos medios de
cultivo que contenian extractos de plantas (PDA, PSA y RSA, ver Anexo) mientras que
el crecimiento en LB fue menor. Logré crecer en medio minimo M9 suplementado con
acido L-glutamico, glicerol o sacarosa como Unicas fuentes de carbono pero no en M9
suplementado con sorbitol, manitol o citrato de sodio. Crecié en un rango de pH entre
5y 7, siendo 6 el valor de pH éptimo (Tabla 2). Las reacciones de oxidasa y CAT
fueron positivas. Se evidencid resistencia a los antibicticos higromicina (10 pg/pl),
ampicilina y cloranfenicol (20 ug/ul), sin embargo, este aislamiento fue sensible a

cefotaxima, estreptomicina, rifampicina y kanamicina.

Inferencia filogenética mediante la secuencia ADN ribosomal 16S

Se obtuvo la secuencia de ADNr 16S casi completa (1.218 nt; nimero de
acceso de GenBank: MG818293.1) que fue utilizada para el andlisis comparativo
frente a otras secuencias disponibles en la base de datos del NCBI. Dicha
comparacién indicé que este aislamiento pertenece al género Methylobacterium,
familia Methylobacteriaceae, orden Rhizobiales. Ademas, la comparacién de esta
secuencia contra ta base de datos EzBioCloud reveld que la secuencia de ADNr 1635
de Methylobacterium sp. 2A comparte una alta similitud de secuencia (>97%) con
catorce especies validadas del género (Tabla 1).

Similitud Mismatchi Cobertura

Orden Nombhre Cepa (%) Total nt (%) N° acceso

[ M longum 40 9910  11/1218 100  FNB6894Y |
2 M ophyllostachyos  BL47T 99,10 111218 100  jgi1071174

[ 3 Mradiorolerans  JCM 2831 9885  14/1218 100 CP001001 |
4 M phyllosphaerae CBMB27 9877 151218 100  CP015367

{5 M.tardum  RB677 . 9877 151218 9986 . AB252208 ]
6 M. oryzae CBMB20 9860 171218 100 CPO03811

[ 7  Mrufisawsense  DSM 5686 9852 181218 95,86  ABI75634 |
8 M pseudosasicola BL36 98,11 231218 100 jgi1071178

[ 9 M mesophilicum JCM2820 9803 241218 100 D32225 |
10 M brachiaum  BO021 9803  24/1218 9986  AB175649

[ 11 M. trifoiil TAT3 9737 32118 9505  FR847848 |
12 M gregans 002074 97,36 321214 9986  AB252200

[ 13~ M hispanicum GP34 9721 341217 9957  AJB35304 |
14 M jeotgali S2R039 97,04  36/1218 9808  DQ471331

Tabla 1. Lista de secuencias que mostraron >87% de similitud con Methylobacterium sp. 2A en
la base de datos EzBioCloud 168S.
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h
La construccion del arbol filogeﬁético a partir de la secuencia ADNr 168
(Figura 51) indic6 que este aislamiento esta mas estrechamente relacionado con Mb.
fujisawaense, Mb. phyllosphaerae, Mb. oryzae, Mb. radiotoieraris, Mb. tardum, Mb.
fongum y Mb. phyllostachyos (similitud de secuencia de entre 98,52 - 99,10%).

Methylobacterium phyllosphaerae CBMB27" {(EF126746}

Methylobacterium radiotolerons JCM 28317 (D32227)

[Methylobacterr’um. tardum RBG677° (AB252208)
Methylobacterium oryzae CBMB20T (AYG83045)

1L Methylobacterium fujisowaense DSV 56867 {AJ250801)

7Methytobacrerium phyllostachyos 8L477 (EU912444)

Methylobacterium longum 4407 (FN8689459)

O Methylobacteriurm sp. 2A {M(G818293)

Methylobacterium hisponicum GP34T (Al635304)

Methylobacterium gregans 002-0747 (AB252200)

Methylobacterium dankookense SW08-77 (FI155589)
s Methylobacterium kemagotoe 002-0797 {AB252201)
Methylobacterium persicinum 002-165" (AB252202)
Methylobacterium oerolatum 54135-11° (EF174498)
Methylobacterium pseudosasicala 8L36" (EU912439)
5| | Methylobacterium mesophilicum DSM 17087 (AB175636)
1l pMethylobacterium brachiaturn BOD21T (AB175649)
{fethyfobacteriqm trifolii TA73" (FR847848)
Methylobacterium cerastii C15" (FR733885)
L Methylobocterium jeotgali S2R03-97 {DQ471331)
Methylobacterium organophilum ATCC 278867 {AB175638)
9a - Methylobacterium thuringiense C347 (FR847847)
05| = Methylobacterium haplecladii 87¢T (AB698E691)
Methylobacterium gnophalii 23e” (AB627071)
sl pMethylobacterium brachythecii 99b" (AB703239)

_[Methylobacterium marchantice IT1" {FI157976)

sel- Methylobocterium bullatum F3.27 (FI1268657)

31 Methylobacterium sofi YIM 428167 (EUS60984)
Methylobacterium oxalidis 35a" (AB&07860)
Methylobacterium iners 53175-33" (EF174497})

33 Methylobacterium gossipiicola Gh-105T (EU912445)
™ Methylobacterium goesingense iEN3™ (AY364020)
Methylobacterium adhaesivum AR27" (AMOD40156}
Methylorubrurm podarium FMAT (AF514774)
Methylorubrum rhodinurm DSM 21637 {AB175644)
Methylorubrum suomiense NCIMB 13778" (AB175645)
Methylorubrum rhodesianum DSM 56877 (AB175642})
Methylorubrum thiocyanatum JCM 108937 (U58018}
Methylorubrum populi BIOO1T {NRO74257)
Methylorubrum zatmanii DSM 56887 (AB175647)
Wethylorubrum pseudosasoe BLAAT (EUS12442}
Methylorubrum extorquens 1AM 12637 {AB175632)
Methylarubrum aminovarans JCM 8240 (AB175620)
Methylorubrum salsuginis MRT (EFO15478)

Methylabocterium variobile GR3"{AJB51087)

Methylobacterium frigidaeris IER25-167 {KY864396)

Methylobacterium torharice N42117 (10864432}

@8 17, Methylobacterium agquaticum GR16™ (AJ635303)

Methylobacterium platoni PMBO2" (EF426729)

Methylabocterium indicum SE2.117 (KP272100}

Methylobacterium currus CP-20187 {(MH158285)

ﬂ‘— Methylobacterium nodulans ORS 2060" (AF220763)

Methylobacterium isbiliense AR24T {A1888239)

100 Methylosinus trichosporium OB3b" (M29024)
__4......{:‘_ Methylocystis parvus OB8PT (M25026)
100 ~ Methylopile capsulata IM1T (AF004844)
— Albibacter methylovorans D$M: 228407 (AF273213)

—
601

57

160

7

85
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Figura 51. Arbol filogenético del aislamiento Methylobacterium sp. 2A y otros
representantes de los géneros Methylobacterium y Methylorubrum basado en la
comparacion de la secuencia del gen ADNr 16S. El arbol de maxima verosimilitud se
reconstruyé utiizando el modelo de dos parametros Kimura. Las frecuencias con las que
aparecit una rama dada en 1000 repeticiones se indican en os nodos. No se muestran valores
inferiores al 50%. Los nimeros de acceso se indican entre paréniesis. Methylobacterium sp. 2A
esta indicado con un punto rosa. Se incluyen once especies recientemente reclasificadas en el
nuevo género Methylorubrum y cuatro miembros de la familia Methylocystaceae que fueron

utilizados como outgroup.

A través de una revisién bibliografica, se compararon algunas caracteristicas
de Methylobacteriurmn sp. 2A tales como la pigmentacion de sus colonias, su tamafo
celular, las condiciones de crecimiento y las reacciones de CAT y oxidasa, con las de
las especies mas préximas filogenéticamente a través de una revisién bibliografica
(Tabla 2). Pese a haber sido aisladas de diferentes fuentes, todas las cepas fueron
positivas para las reacciones de CAT y oxidasa, presentaron una pigmentacion similar
y compartieron varias condiciones de crecimiento.

[Caracteristion 1 2 3 q 5 6 7 ]
- - Tt T Madhalyan ' T L“I
Descripta en Este estudio Madhalyan Ito and lizuka, and Knlefetal. Katoetal. Madhalyan et '
| et al. 2007 1971 Poonguzhali 2012 2008 al. 2009
2014
Fuente de donde se Vistagode Granosde Hoja de Hoja de .
misld Raices de papa arroz arroz bambii Arahidopsis Agua  Hojadearroz
Morfologia _ _ ]
::::::“dﬁn dela , Rosaarojo Rosaarojo Rosaarojo Rosaarojo Rosaclaro Rosa Rosa a rojo
Largo célula (um) 1 1,6-28 21-28  1,4-25 1,3-25 2,4-122 1,3-21  1,8-27 .
[Ancho célula pum) 0,2-0,4 0,6-0,8 0,6-0,8 0,4-0,7 1,2-2,1 2,0-51 0,63-0,64
Oxidasa . Positivo Positivo Positivo Positivo Positive Positivo Positivo
Catalasa 1 Positivo Positivo SD Positive Positive Pasitivo Positivo
Condiciones de crecimiento o J
[Temperatura de crecimlento (°C) . _ _
Rango - 20-30 20-30 ND 20-37 4-28 15-35 20- 30
Optimo 28 28 20-32 28 ND 30 28
Rango pH 50-7,0 5,0-10,0 6-8 - 5,0-90 55-76 sD 5,0-9,0 -

Tabla 2. Caracteristicas diferenciales de Methylobacterium sp. 2A y sus vecinos
filogenéticos mas cercanos. Cepas: 1, Methylobacterium sp. 2A; 2, Mb. oryzae CBMB20T, 3,
Mb. radiotolerans |1AM 12098T; 4, Mb. phyllostachyos BL4TT; 5, Mb. longum DSM 23933; 6,
Mb. tardum RBE77; 7, Mb. phyliosphaerae CBMB27. SD, sin datos.

Caracteristicas generales del genoma de Methylobacterium sp. 2A

Nuestras observaciones iniciales (ver Figura 7 en la Introduccién general)
sugerian que este aislamiento tenia el potencial de ser un PGPR, por lo que decidimos
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secuenciar su genoma péra identificar los genes que podrian ser responsables de'este
efecto. Methylobacterium sp. 2A posee una secuencia genémica de 6.395.352 pb de
longitud con un contenido de G+C de 69.34% en moles. En total fueron predichas
6.142 secuencias de ADN codificante (CDS) y cincuenta y cinco ARN estructurales (55
tRNA); 2.022 (33%) se clasificaron como hipotéticos y 2.419 CDS (40%) se asignaron
a subsistemas RAST (Figura 52). Ademas, utilizando el archivo GenBank del genoma
anotado como entrada, el software Pathologic asigné automaticamente 306 rutas

metabdlicas y 2.116 reacciones enzimaticas, las cuales fueron exploradas en detalle.

Secuencias codificantes anotadas con RAST
sCofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos
sPared celular y capsula
= Virulencia, enfermedad y defensa
=Metabolismo del Potasio
sFotosintesis
=Miscelaneos

=Fagos, profagos, elementos transponibles, plasmidos
lfs = Transporte de membrana

sAdquisicién de hierro y metabolismo

Metabolismo del ARN
‘ sNucledsidos y nucleétidos
=Metabolismo de proteinas
Methylobacterium sp. 2A eemm=ammmsmm , pivision celular y ciclo celular
141 »Motilidad y quimiotaxis
=Regulacion y sealizacion celular
Metabolismo secundario
=Metabolismo del ADN
=Acidos grasos, lipidos e isoprenoides
=Metabolismo del nitrégeno
= Dormicion y esporulacién
=Respiracion
=Respuesta al estrés
= Metabolismo de compuestos aromaticos
Aminoacidos y derivados
Metabolismo del azufre
+Metabolismo del fosforo
» Carbohidratos

Figura 52. Las secuencias codificantes anotadas fueron agrupadas en subsistemas

identificados por RAST. El nimero de genes esta indicado en todas las categorias.

Inferencia filogenética mediante la comparaciéon del genoma completo
contra otros representantes del género Methylobacterium

La posicion filogenética de Methylobacterium sp. 2A dentro del género se
definio utilizando el software CSI Phylogeny 1.4 (Figura 53) el cual infiere la filogenia a
partir del concatenado y posterior alineamiento de SNPs de genomas completos

mediante un algoritmo de maxima verosimilitud.
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Mb. nodufans (GCF 000022085.1)
Mb. isbiliense (GCF 022179325.1)

Mb. crusticola (GCF 022179145.1)
Mb. oryzihabitans (GCF 004004555.2)
Mb. variabile (GCF 001043975.1)

Mb. nonmethylotrophicum (GCF 004745635.1)
Mb. tarhaniae (GCF 001043955.1)
Mb. currus (GCF 021228015.1)

Mb. frigidaeris (GCF 022179185.1)
Mb. aquaticum (GCF 016804325.1)
Mb. ajmalii (GCF 016613385.1)

Mb. indicum (GCF 017347565.1)

Mb. terricola (GCF 006151805.1)

Mb. platani (GCF 001653715.1)

Mb. terrae (GCF 003173755.1)

@ Methylobacterium sp. 2A (GCF 009806555.1)
Mb. komagatae
Mb. aerolatum (GCF 022179085.1)
Mb. persicinum (GCF 022179525.1)
Mb. mesophilicum (GCF 022179445.1)
Mb. brachiatum (GCF 020523825.1)
Mb. pseudosasicola (GCF 900114535.1)
Mb. phyllostachyos (GCF 900103445.1)
Mb. longum (GCF 022179385.1)
Mb. phyllosphaerae (GCF 001936175.1)
Mb. fujisawaense (GCF 014138435.1)
Mb. tardum (GCF 022179585.1)
Mb. radiotolerans (GCF 000019725.1)
Mb. oryzae (GCF 021398735.1)
100 Mb. cerastii (GCF 022179125.1)

= Mb. trifolii (GCF 022179685.1)

ﬁ“ﬁ‘j Mb. planium (GCF 008806345.1)
e —— Mb. soli (GCF 022179555.1)

w7 Mb. oxalidis (GCF 022179505.1)
TQE Mb. durans (GCF 003173715.1)

*L— Mb. segetis (GCF 004348265.1)

100 [57— Mb. dankookense (GCF 022179165.1)
T‘; Mb. symbioticum (GCF 902141845.1)
Mb. gregans (GCF 022179245.1)

— Mb. radiodurans (GCF 003173735.1)
Mb. hispanicum (GCF 022179285.1)
o Mb. jeotgali (GCF 022179345.1)

Mb. haplocladii (GCF 022179265.1)
Mb. brachythecii (GCF 014196345.1)
Mb. gnaphalii (GCF 022179205.1)
Mb. organophilum (GCF 022179465.1)
Mb. suomiense (GCF 022179765.1)
Mb. rhodiunum (GCF 014199935.1)
Mb. salsuginis (GCF 900114375.1)
Mb. zatmanii (GCF 014845115.1)

Mr. populi (GCF 006740745.1)

Mr. thiocyanatum (GCF 022179785.1)
— Mr. rhodesianum (GCF 014199985.1)
Mr. podarium (GCF 022179745.1)

— Mr. aminovorans (GCF 022179725.1)
Mr. extorguens (GCF 022214735.1)
[~z Mb. iners (GCF 022179305.1)

Mb. bullatum (GCF 022179105.1)

Mb. marchantiae (GCF 022179405.1)
Mb. goesing (GCF 022179225.1)
Mb. adhaesivum (GCF 022179065.1)
Mb. gossipiicola (GCF 900113485.1)

Valores
de ANI

7522
75,68
75,39
75,72
75,95
75,78
7544
75,57
75,53
75,65
76,00
75,52
75,68
75,70
75,54

79,90
79,09
79,65
82,73
83,52
82,99
87,79
84,26
84,44
84,62
85,85
85.02
84,81

78,15
78,39
77,88
77,35
77,60

77,36

77,63
78,92

79,38
78,75
78,50
78,75
77,97
75,99
75,91

75,70
77,08

76,56

77,02

77,01

76,95
76,73
76,83
76,81

77,29
76,79
76,61

76,42

75,94

75,83
76,58
76,03
76,37
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: Figura 53. Arbol filogenético del aislamiento Methylobacterium sp. 2A y ofros
representantes de los géneros Methylobacterium (Mb) y Methylorubrum (Mr) basado en
- {a comparacion de los genomas. El arbol de maxima verosimilitud se reconstruyd mediante el
software CSI| Phylogeny. Las frecuencias con las que aparecié una rama dada en 100
 repeticiones se indican en los nodos. No se muestran valores inferiores al 50%.
Methylobacterium sp. 2A esta indicado con un punto rosa. Los niimeros de acceso se indican
entre paréntesis. En el panel derecho se encuentran los valores de ANI para cada especie

respecto a Methylobacterium sp. 2A.

En Octubre de 2021, Alessa et al. completaron la filogenia del género
Methylobacterium al secuenciar 29 genomas de especies publicadas. Es por esto que
para este analisis se tuvieron en cuenta los genomas de 61 especies comprendidas
dentro del género. Este resultado es cohcordante con los grupos filogenéticos
definidos por Alessa et al. (2021); Methylobacterium sp. 2A forma un nodo basal
estrechamente relacionado a los grupos A3 y A4 con los cuales conforma un grupo
monofilético con 99% de soporte estadistico. Los valores obtenidos de ANI entre
Methylobacterium sp. 2A y los otros representantes del género fueron mas bajos que
el umbral establecido de 95% de ANI para el limite de especies procariotas {Chun et
al. 2018Y; el valor maximo de ANI obtenido fue del 87,7% entre Methylobacterium sp.
2A y Mb. phyllostachyos. Ademas, el valor de DDH in silico entre Methylobacterium sp.
2A y Mb. phylfostachyos fue de 37%, este valor al ser menor a 70% indicaria que no
pertenecen a la misma especie. Estos resultados respaldan que Methylobacterium sp.

2A representa el primer genoma de una nueva especie.

Prediccion de islas gendmicas

Se predijeron 26 1G que representan 8,6% del genoma completo (Figura 54 A).
Dentro de las islas hay 473 genes que codifican proteinas de los cuales 177 genes
codifican proteinas de funcion no asignada y 32 genes codifican proteinas
relacionadas con transposones. Los genomas microbianos estan sujetos a pérdidas y
a ganancias de material genético de otros microorganismos (Boto, 2010; Puigbo et al.
2014). El intercambio de material genético es un impulsor clave de la evolucion
microbiana que permite una rapida adaptacion (Boucher et al. 2011). La IG 22 (Figura
54 B) tiene una longitud de 6.225 pb; interesantemente, posee la secuencia
.correspondiente a.la proteina de nodulacién nolO, 1a cual tiene un 69,95% de identidad
con Pirellulales bacterium. Al analizar esta regién gendmica se encontré que dicha
secuencia se encuentra flanqueada por una transposasa 1S701 que tiene un 95,39%
de identidad con el género Methylobacterium y por una proteina hipotéetica que tiene
un 59,39% de identidad con Planctomycetes bacterium.
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IG 22

| B 2Fe-2S Iron-sulfur cluster
15701 family transposase hypothetical proteins binding domain-

y ; : ‘ Planctomycetes containing protsin
MBI 5. oquatonprtaingld | e e .
‘ Pireliulofes bacterium ident. 59,39% " Ident. 71.43%

Ident, 69,95% i ,
. ’ SGNH/GDSL hydrolase family protein
Acidobacteriales bacterium
Ident. 45.97%

Figura 54. El genoma de Methylobacterium sp. 2A posee 26 IG. (A} El primer circulo en rojo
muestr_ai los resultados integrados, el segundo circulo en azul y el tercer circulo en amarillo
muestran la prediccion realizada bor IslandPath-DIMOB y por SIGI-HMM respectivamente. El
cuarto circulo muestra el diagrama de GC Se encuentra sefalada la isla genémica 22 (B) -
Estructura de la !G 22. Se muestra fa posicion relativa y el origen putativo de cada gen.

La explicacibn mas parsimoniosa de la aparicion del gen no/O en '
Methylobacterium sp. 2A es su adquisicién via transferencia horizontal de una cepa

ancestral que podria haber sido Pirellulales bacterium.

Gendémica comparativa de Methylobacterium sp. 2A y familiares cercanos
a través del enfoque pangenomico -

El calculo del pangenoma nos permitic identificar aqﬁellos genes Unicos de
Methylobacterium sp. 2A y de cada especie incluida en el analisis, el genoma nucleo
(genes encontrados en todos los genomas analizados) y el genoma prescindible -
(genes presentes en dos o mas cepas). Se identific6 un genoma nucleo de 3584
genes y 724 genes son exclusivos de Methylobacterium sp. 2A (Figura 85). Por otra
parte, las categorias COG Mobiloma (X), Mecanismos de defensa (V) y Biosintesis de
metabolitos secundarios (Q) estan sobrerrepresentadas en Methylobacterium sp. 2A.
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Figura 55. Calculo del pangenoma (A) Diagrama de Venn que ilustra el nimero de grupos de
genes unicos y compartidos entre la cepa Methylobacterium sp. 2A y cuatro de cepas tipo
relacionadas. (B) Comparaciéon funcional de las categorias COG entre el pangenoma
analizado. A saber, B: Estructura y dinamica de la cromatina, F: Metabolismo y transporte de
nucleétidos; H: Metabolismo de coenzimas, J: Traduccion; O: Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas, funciones de chaperonas, C: Produccién y conversiéon de energia, W:
Estructuras extracelulares, U: Trafico y secrecion intracelular, M: Biogénesis de pared
celular/membrana/envoltura, E: Metabolismo y transporte de aminoacidos, T: Transduccién de
sefiales, S: Funcién desconocida, N: Motilidad celular, P: Transporte y metabolismo de iones
inorganicos, D: Control del ciclo celular y mitosis, G: Metabolismo y transporte de
carbohidratos, R: Solo prediccion funcional general, |: Metabolismo de lipidos, Q: Estructura
secundaria, K: Transcripcién, L: Replicacién y reparacién, V: Mecanismos de defensa, X:

Mobiloma.

Atributos asociados a la promocion del crecimiento vegetal en el genoma
de Methylobacterium sp. 2A y validacion de habilidades PGP

En el genoma de Methylobacterium sp. 2A se encontraron genes relacionados
a la quimiotaxis y motilidad: hay 52 genes que codifican las
proteinas quimiotacticas aceptoras de metilo (MCP, methyl-accepting chemotaxis
proteins), los genes cheV y cheY y el cluster de genes cheAWRB. El gen cheA,
regulador de la respuesta a la quimiotaxis, es esencial para la motilidad hacia los
exudados de la raiz (de Weert et al. 2002). Ademas, presenta 31 genes flagelares
agrupados en al menos cinco grupos (Anexo, Tabla A3). Al igual que otras bacterias
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metilotr()ﬁcés, Methylobacterium sp. 2A contiene en su genoma el cldster mxa (12.475
pb) responsable de la oxidacién del metanol. Ademas, se encontraron varios genes
atribuibles a rasgos PGP (Figura 56 y Anexo, Tabla A3). Identificamos las cinco
enzimas involucradas en la biosintesis de L-triptéfano, precursor de la auxina (AlA), las
cuales estan codificadas por siete genes (frpA-G) como en todos los genomas
microbianos. En Methylobacterium sp. 2A, los genes TIipEGDC se agrupan en un
operon, mientras que los genes frp A, B 'y F no estan conectados.

(a )

Biosintesis de L-triptofano s Jlaadiisl ‘ : i ‘
Grupo de genes cob de la biosintesis de Vitamina B12

c S w

po de genes de biosintesis de PQQ
pgqE paqc/D & pPqqB PGIA =l

. isoleucil-tRNA sintetasa = pqqF ' pggG . dioxigenasa

Asimilacion
Metabolismo de amonio

Biosintesis de AIA de nitrégeno

!
de ACC : .
N . : -

N

Figura 56. El genoma de Methylobacterium sp. 2A contiene genes que pueden contribuir
a la estimulacion del crecimiento de las plantas y la fertilizacion. Se muestran las vias
metabdlicas relacionadas con la biosintesis de L-triptéfano e AlA, y las rutas de asimilacién del
metabolismo de N, y el amoniaco. Los grupos de genes cob implicados en la biosintesis de
vitamina B12 y los operones de pirroloquinolina quinona (PQQ) estan indicados. PQQ es un
cofactor de GDH, involucrado en la solubilizaciéon de fosfato. Se incluyen reacciones de
desaminacion ACC y adquisicion de fosfato organico. La anotacién de genes, el nimero EC y
los nombres de genes KEGG de las enzimas mencionadas en el diagrama se enumeran en el
Anexo, Tabla A3.

Se identificaron dos vias de biosintesis de AlA: la via del indol-3-acetamida
(IAM) y la del indol-3-acetonitrilo (IAN). La via IAM consta de dos pasos en los que el
L-triptéfano se convierte primero en IAM mediante la enzima ftriptéfano-2-
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monooxigenasa (laaM}, y luego IAM se convierte en AIA mediante una amidasa
alifatica (AmiE)..En la via de IAN, el IAN se puede convertir primero en IAM por la
hidrilasa de nitrilo y luego la IAM se convierte en AlA por una amidasa alifatica.
Ademas, se ha sugerido la existencia de una enzima nitritasa para convertir IAN a AIA
directamente sin el paso intermedio del IAM. La produccién de AlA fue confirmada
~. utilizando el reactivo. Salkowski. De hecho, Methylobacterium sp. 2A produjo niveles
mas altos de AlA que A. brasilense Az39 y que una cepa de Pantoea sp. (Figura 57)
lo cual correlaciona estrechamente con el aumento observado en el desarrollo de los

pelos radiculares en papa (ver Figura 7 de la Introduccién general).

10

a
84 T
6

Producciéon AlA
(1g.mg-' biomasa peso seco}

Figura 57. Evaluacion de la produccion de AlA. Methylobacterium sp. 2A produjo cantidades
mas altas de AlA que A. brasilense Az39 y Panioea sp., cepas ufilizadas como controles

positivos.

Como muchas PGPR asociadas con raices de plantas, Methylobacterium sp.
2A contiene el gen que codifica la ACC desaminasa.

Se ha sugerido que la cobalamina (vitamina B12) estimula el desarrgilo de las
plantas y podria sintetizarse a través de vias de rescate o de novo. Para la biosintesis
de novo se requieren mas de treinta pasos enzimaticos, mientras que la via de rescate
es una forma rentable para las bacterias (Palacios et al. 2014). En el genoma de
Methylobacteriumn sp. 2A se identificaron todos los genes involucrados en la biosintesis
aerébica de novo (Anexo, Tabla A3); algunos de ellos estan agrupados en grupos de
genes: cobP/UA/OQ, c¢obST, cobSC y cobWNGHIJKLMB (Figura ~ 56).
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Methylobacterium sp. 2A alberga dos copias dé cobS. En las bacterias Gram
negativas, los corrinoides exégenos se transportan a la célula a través de un sistema
de transporte de caseffe de union a ATP (ABC) que consiste en genes Biu. Se
identificaron los genes BtuB, BtuC y BtuN que codifican los receptores, lo que sugiere
que esta cepa también puede sintetizar cobalamina mediante la absorcion de
cerrinoides a través de la via de recuperacion {Anexo, Tabla A3).

Por ctro lado, Methylobacterium sp. 2A presenta los genes reguladores de dos
componentes involucrados en la fijacion de nitrogeno, NirBC y NitrXY (Anexo, Tabla
A3). Este sistema permite la supervivencia de la bacteria en un medio empobrecido en
nitrégeno. De hecho, confirmamos que Methylobacterium sp. 2A puede crecer en
medio NFb {Figura §8).

A. brasilense Methylobacterium
Az39 sp. 2A

Desarrollo
Alcalinizacion

Figura 58. La capacidad de fijacién de nitrégeno de Methylobacterium sp. 2A se infirié de -
su crecimiento en un medio de cultivo libre de nitrégeno (Nfb). El cambic de pH observado

fue similar al de la conocida bacteria fijadora de nitrégeno A. brasilense.

Se identificé en su genoma un regulador transcripcional de fijacion de nitrégeno
de dos componentes, FixJ y un gen FixL, junto con los genes nifd, nifP, nifS y nifU
(Anexo, Tabla A3); sin embargo, otros genes nif no fueron asignados por la anotacién
RAST. Ademas, alberga las enzimas involucradas en el metabolismo del nitrégeno y la
asimilacion de amonio (Figura 56 y Anexo, Tabla A3).

Ademas, hay cuatro genes de glucosa deshidrogenasa (gdh} presentes en el
genoma de Methylobacterium sp. 2A (Anexo, Tabla A3). La GDH requiere
pirroloquinolina-quinona (PQQ) como cofactor redox para la oxidacion directa de
glucosa a acido glucoénico, que difunde y ayuda en la solubilizacion acida de fosfatos
minerales en el suelo. La sintesis de PQQ requiere la expresion de seis genes, pgqA-
G (Puehringer et al. 2008). Methylobacterium sp. 2A alberga el operon completo
pgqgABC/DE donde pqqC y pqgqD se fusionan en un Gnico polipéptido designado
pqgC/D (Figura 56 y Anexo Tabla A3) como en Methylorubrum extorguens AM1
(Toyama et al. 1997). En M. extorquens, el grupo que contiene pgqF/G es un grupo de
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seis.genes transcritos en la misma direccién donde el primero codifica una isoleucil
- *tRNA sintetasa y €l sexto una dioxigenasa (Zhang y Lidstrom 2003). En
Methylobacterium sp. 2A identificamos esta misma region (Figura 56). La secuencia

.. . de ADN que.codifica los ultimos cinco genes compartié 84,65% de identidad con el

- grupo de M. extorquens. Ademas, existen tres tipos de enzimas microbianas que

" . pueden solubilizar el fosfato organico: una fosfatasa acida no especifica, una fitasa y .
una-liasa o fosfonatasa C-P. El genoma de Methylobacterium sp. 2A tiene tres genes
que codifican fosfatasas acidas las cuales pueden liberar fosfato del éster fosférico o
del anhidrido fosférico (Figura 56).

La solubilizacién de fosfato es un rasgo importante para aumentar la
disponibilidad y !a absorcion de nutrientes minerales para las plantas. A partir de los
datos gendmicos se pudo inferir que Methylobacterium sp. 2A es capaz de solubilizar

- fosfato, por lo que lo cultivamos en medios sdélidos y liquidos NBRIP que contienen
TCP. En los medios sélidos, se observé un halo amarillo indicativo de solubilizacién de
fosfato alrededor‘ de la colonia de P. fluorescens BNM 233 (cepa utilizada como control
positivo) pero no alrededor de Methylobacterium sp. 2A. Por otro lado, cuando se
cultivd en medios liquidos, Methylobacterium sp. 2A pudo solubilizar fosfato mineral
perg en menor medida que el control pasitivo (Figura 59).
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" Figura 59. La solubilizacién de fosfato inorganico se confirmé en medio liquido NBRIP.
Se uso la cepa de P. fluorescens BNM 233 como control positivo. Se realizd un analisis
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ANOVA de un factor y comparacién mdltiple con Test de Tukey. Las letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas (p <0.05).

Ademas, el analisis antiSMASH identificé diez genes asociados con la
biosintesis de terpenos en tres regiones gendmicas: cuatro fitoeno sintasas, cuatro
fitoeno desaturasas, una fitoeno ciclasa y una fitoeno deshidrogenasa. Informes
recientes destacan la importancia ecolégica de los terpencs microbianos emitidos por
microorganismos beneficiosos que funcicnan como compuestos organicos volatiles
(mVOC) que alteran el desarrolio de las plantas (revisado en Schulz-Bohm et al.
2017).

Con respecto a la capacidad de Methylobacterium sp. 2A de producir
compuestos antimicrobianos, se encontré en su genoma una quitinasa, un gen PhzF
de biosintesis de fenazina, dos genes involucrados en la sintesis de 4-hidroxibenzoato
(la transferasa, ubiA y un transportador), una penicilina acilasa (PAH) y un gen CvpA
que codifica la produccion de colicina V. También se encontraron varias copias de los
genes responsables de translocar [as colicinas a través de la membrana (TolA, TolB,
TolC, TonB) (Anexo, Tabla A3). Ademas, se localizaron los genes responsables de la
biosintesis de aerobactina y enterobactina {Anexo, Tabla A3). La presencia de un
grupo de genes de biosintesis de sideroforos (fJucABCD) y una proteina transportadora
de sideréforos se confirmé mediante analisis con el software antiSMASH. En cuanto a
la resistencia a antibiéticos, Methylobacterium sp. 2A tiene dos acetiltransferasas de
cloranfenicol compatibles con la resistencia al cloranfenicol previamente cbservada, y

un gen B-lactamasa que podria ser responsable de |a resistencia a la ampicilina.

Ademas, su genoma codifica enzimas de eliminacién de ROS que podrian
aliviar el dafo oxidativo: once CAT, dos giutation reductasas, deos superdxido
dismutasas y cinco peroxidasas, entre ellas, dos glutatién, un citocromo C y una

peroxidasa de tiol {Anexo, Tabla A3).

Efecto de la inoculacion de Methylobacterium sp. 2A en plantas de tomate
con la construccion DR5:GUS y de Arabidopsis iaa79

Dado que se confirmé la capacidad de Methylobacterium sp. 2A de producir
AIA (Figura 57) se llevé a cabo el analisis histoquimico y flurométrico de la actividad
del promotor sintético DR5 de respuesta a auxinas en plantas de tomate cultivadas in
vitro inoculadas o no. A los 10 dpi se observaron las raices al microscopio y se

percibié un incremento en la coloracién en las puntas de las raices (Figura 60 A). Al
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cuantificar la actividad especiﬁca.de GUS se observé un incremento significativo en
aquellas inoculadas con Methylobacterium sp. 2A (Figura 60 B).

A

Control FInoculado

Actividad especifica GUS
(pmol 4-MU/min/mg proteina)
L

Control Inoculado

Figura 60. La induccion del promator de respuesta a auxinas DRS se produjo frente a la
inoculacién con Methylobacterium sp. 2A (A) Analisis histoquimico de las raices de plantas
de tomate DR5:GUS a los 10 dpi. Barra; 200 um. (B) Cuantificacion de la actividad especifica
de GUS (pmo! 4-MU/min/mg proteina). El analisis estadistico se realizé mediante prueba t (* =
p<0.05).

Ademas, se inoculd una mutante de Arabidopsis, iaa19, que es defectuosa en
la formacion de raices laterales debido a que es parcialmente insensible a auxinas; su
fenotipo es reversible cuando se aplican auxinas exégenas (Tatematsu et al. 2004). Se
cuantificé el numero de raices laterales en iaa19 a los 4 y 7 dpi con Methylobacterium
sp. 2A (Figura 61 A). Tras la inoculacién, se observé un aumento significativo (37 y 44
% a los 4 y 7 dpi, respectivamente) en |la formacion de raices laterales con respecto a
las plantulas no inoculadas (Figura 61 B).
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Figura 61. (A) Imagenes representativas de las plantas de Arabidopsis iaa?9 que no fueron
inoculadas {panel izquierdo) o que fueron inoculadas con Methylobacterium sp. 2A (panel
derecho) a los 4 y 7 dpi. (B) El nimero de raices laterales se cuantifico en dichos puntos de
tiempo. Se realizdé un analisis de ANOVA de un factor y comparacion multiple con Test de
Tukey (* p<0.05; ****p<0,0001).
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CAPITULO I, PARTE II: “Estudio de la promocién del crecimiento vegetal
y de su accion biocontroladora”

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Semillas de Arabidopsis thaliana wild-fype Columbia (Col-0) fueron
desinfectadas superficialmente y puestas a vernalizar a 4°C durante 2 dias. Tras este
periodo, fueron sembradas en placas de Petri conteniendo medio MS y fueron
mantenidas en cuartos de cultivo a 25°C con un fotoperiodo DL.

Inoculacién de plantas de papa y de Arabidopsis con Methylobacterium
sp. 2A y tratamiento de estrés salino

La inoculacion de las plantas de papa con Methylobacterium sp. 2A se llevé a
cabo in vifro por contacto entre raices. Se micropopagaron en un mismo frasco de
forma equidistante entrenudos de plantas de papa que mostraban una pigmentacion
rosada en la superficie de la raiz junto con entrenudos de plantas de papa que no
mostraban presencia del microorganismo. La colonizacién bacteriana fue evidente a
simple vista luego de dos semanas de cultivo en medio sdlide MS. Los entrenudos de
papa, inoculados o no con Methylobacterium sp. 2A, se cultivaron durante 21 dias en
medio MS sélido con la adicién o no de 50 mM NaCl. El ensayo se realizo tres veces,
utilizando para cada condiéién dos frascos con cuatro plantas cada uno (control, C;
inoculado, |; estrés salino, S; plantas inoculadas con estrés salino, [ + S). Al momento
de la cosecha, tanto en el control como en el tratamiento salino, se determiné la
longitud de la raiz y del vastago, el nimero de hojas y el contenido de clorofila; al
medir la longitud de la raiz y del vastago no se consideréd el entrenudo original. El
contenido de clorofila se midié en las hojas completamente expandidas en unidades
SPAD, utilizando un espectrofotometro de clorofila portatil (Clorofilio®, Cavadevices,

Argentina). -

Para el ensayo se seleccionaron plantulas de Arabidopsis de una semana de
edad que presentaban un desarrollo similar; las mismas fueron establecidas en placas
de Petri con medio MS 0,5X, o MS 0,5X con 75 mM NaCl (condicién de estrés salino
de acuerdo a Ruiz Carrasco et al. 2007). Tras 48 h de aclimatacién estas plantas.
fueron inoculadas en forma de gota con 2 yl de solucion salina estéril (control) o con
una suspension celular de Methylobacterium sp. 2A (DOgoonm: 0,05 en 0.85% NaCl).
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‘Diez dias después, se determiné el numero de hojas y el diametro de la roseta, y ée
. cuantificé la densidad de raices laterales en cada planta (nimero de raices
laterales/longitud de la.raiz primaria). Para esto, se fotografiaron las piacas de Petri; se
midi6é la longitud de la.raiz primaria y se contaron las raices Iateralés utilizando el
software.ImageJ (Schindelin et al. 2012). Las muestras obtenidas al momento de la
cosecha fueron almacenadas en nitrégeno liquido para estudios posteriores. Se
. obtuvieron extractos de proteinas y se determind la actividad de la enzima CAT como
-se describe en Aebi (1984). La cuantificacién de H,O; se realizd de acuerdo con
Junglee et al. (2014). El contenido de proteina fue estimado mediante la técnica de
Bradford utilizando alblmina de suero bovino como estandar. Este ensayo se llevd a
cabo tres veces utilizando dos placas con cinco plantas cada una para cada condicidon
(control, C; Inoculado con Methylobacterium sp. 2A, |, estrés salino, S; Plantas
inoculadas con Methylobacterium sp. 2A y sometidas a estrés salino, | + S).

Ensayos de confrontacion dual en placa

Los ensayos de cultivo dual se realizaron en los medios PDA o RSA.
. Methylobacterium sp. 2A fue estriado en la mitad de la placa y, después de 3 dias de
- incubacion a 25°C, un taco de 1 cm? obtenido de un cultivo en crecimiento activo del
oomycete P. infestans o de los hongos F. graminearum, B. cinerea, P. dissotocum y R.
solani, fue colocado en la otra mitad de la placa. Como control se utilizaron placas en
las que solo se colocod el taco del hongo. Se reanudd la incubacién en iguales
condiciones durante 6 dias. Finalmente, se comparé el crecimiento radial del micelio
de las macrocolonias de los patégenos frente a la presencia de Methylobacterium (Ri)
con el registrado-en las placas control (Re¢). La inhibicién del crecimiento micelial se
calculé de acuerdo con la formula: (Rc-R)/Rc x 100 (Lahlali y Hijri, 2010}

Inoculacién de plantas de papa con Methylobacterium sp. 2A y posterior
infeccion con P. infestans

El aislamiento de P. infestans Pi-60, se cultivé de acuerdo a los descripto en el
capitulo | parte 2. Se infectaron con P. infestans plantas de papa cultivadas in vitro
durante cuatro semanas que habian sido previamente inoculadas © no con .
Methylobacterium sp. 2A. Se infectaron tres hojas por planta en la cara abaxial con
una gota de 10 pl de suspension de zoosporas. Para cada condicion (Pi-60 e | + Pi-60)
se utilizaron dos frascos con cinco plantas cada uno. A los 5 dpi, se observd el nivel de
agresividad que ejercié el comycete P. infesfans sobre la planta (Figura x). iEI

resultado obtenido /n vitro nos alentd a realizar experimentos con plantas que

Pagina | 114



crecieron en invernadero; para ello, se rociaron plantas de papa de tres semanas de
edad con.una suspension de células de Methylobacterium sp. 2A (DOgopnm: 0,05 en
0,85% NaCl), o.con solucion salina (control). La infeccién con Pi-60 se realiz6 dos dias
después;:se inocularon. 10 pi de suspension de esporangios o agua en el lado abaxial
de los foliolos apicales de tres hojas por planta {(dos gotas equidistantes por hoja). A
los 5 dpi, las hojas:fueron observadas y fotografiadas. Se contaron las lesiones
necroticas y se utilizé el software Imaged para medir el area de la lesion. El
experimento se realizé dos veces, con tres plantas para cada condicién (control, C;
pre-inoculadas con Methylobacterium sp. 2A, 1; infectado, Pi-60; pre-inoculadas con
Methylobacterium sp. 2A e infectado, | + Pi-60).

Se recolectaron muestras de hojas y se determinaron los niveles de expresién
de los genes StPR-1b (relacionado a la patogénesis 1b) y StPAL (fenilalanina amonio
liasa). Las técnicas utilizadas fueron descriptas en el Materiales y Métodos del

Capitulo 1.
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RESULTADOS

Efecto:de la inoculacién de Methylobacterium sp. 2A en condiciones de
- salinidad

- La-salinidad afecta el crecimiento y el desarrollo de ias plantas a través del
estrés hidrico, de la citotoxicidad debida a la absorcion excesiva de iones Na' y Cl- y el
desequilibrio nutricional, ademas de que produce estrés oxidativo debido a la
" generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (revisadoc en Isayenkov y
Maathuis, 2019).

Las plantas de papa se cultivaron in vitro en medio MS con o sin NaCl 50 mM
durante 21 dias. Se observd una fuerte inhibicidn del crecimiento del tallo y de |a raiz,
y una caida en la biomasa total, junto con una disminucion significativa en el contenido
de clorofila (unidades SPAD) y el numero de hojas (Figura 62 A-E) en comparacion
con las condiciones de control (C vs. S8). Por otro lado, cuando las plantas de papa
fueron inoculadas con Methylobacterium sp. 2A y se cultivaron en condiciones de
control (1) o de estrés salino {| + S), |la inhibicién observada en el tallo y en la longitud
de la raiz, la disminucién en el nimero de hojas y en la biomasa total fue menos
severa (I vs. | + S). Ademas, el contenido de clorofila no se redujo. Al comparar entre
plantas no inoculadas versus inoculadas con Methylobacterium sp. 2A en condiciones
de sal (S vs. | + S), se observé una diferencia significativa en la mayoria de los
parémetros', lo que indica que este aislamiento es capaz de mitigar el efecto negativo

de la salinidad.
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Figura 62. Methylobacterium sp. 2A mitiga el estrés salino en plantas de papa
inoculadas. Se crecieron entrenudos de plantas in vitro, inoculadas o ne con Methylobacterium
sp. 2A, en medio MS sélido (C o 1} o en medio MS con la adicion de NaCl 50 mM (S o | + S). Se
determiné la longitud def tallo (A) y de la ralz (B) (cm), el contenido de clorofila (C), el numero
de hojas (D} y la biomasa total {g} (E}. Se muesira la media t el error estandar de tres replicas
bioldgicas, con tres réplicas técnicas cada una. Se realizdé un andlisis de ANOVA de dos
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factores y comparacién multiple con Test de Tukey. Las letras diferentes sobre las barras
indican diferencias significativas (p <0,05).

Por otra parte, plantulas de Arabidopsis inoculadas o no con Methylobacterium
sp. 2A se cultivaron bajo control o condiciones de estrés salino (Figura 63 A-B).

A

Control

: W Sal + Inoculado

1 2 El

Figura 63. Imagenes representativas de plantulas de Arabidopsis crecidas in vitro en (A)
condiciones control (MS 0,5%) y (B) salinas (MS 0,5X NaCl 75 mM) sin inocular (panel
izquierdo) e inoculadas con Methylobacterium sp. 2A (panel derecho).
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Se observé un aumento significativo en la densidad de las raices laterales (p
:<0.05) y en el numero de hojas (p <0.01) en aquellas plantulas que fueron inoculadas
con Methylobacterium sp. 2A, tanto en condiciones de control como de estrés salino,
en comparacién con las no inoculadas (C vs. | y S vs. | + 8) (Figura 64 A-B). La
reduccion observada en el diametro de la roseta en plantas control bajo estrés salino
(C vs. 8) (Figura 64 C) no se observd cuando Methylobacterium sp. 2A estuvo

presente {l vs. | + S).

Como se muestra en la Figura 64 D, se observd un aumento de seis veces en
la actividad CAT cuando plantulas no inoculadas fueron expuestas a estrés salino (C
vs. S). En cambio, este aumento fue poco relevante en las inoculadas con
Methylobacterium sp. 2A expuestas a salinidad (C vs. | + 8). Sin embargo, la actividad
CAT aumenté tres veces en plantulas incculadas crecidas en condiciones control (C

vs. 1).
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Figura 64. Methylobacterium sp. 2A mitiga el estrés salino en Arabidopsis. Las semillas de
Col-0 se inocularon o no con Methylobacterium sp. 2A y se crecieron en medio MS solido (C o
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1} o en medio MS con la adicién de NaCl 75 mM (S ol + §). Se determiné la densidad de las
raices laterales (A), el numero de hojas (B), el didmetro de la roseta (mm) (C) y la actividad de
la enzima catalasa {D). La actividad CAT se expresa como pmoles H,0, destruidos min™ mg™.
Se trazé la media + el error estandar de tres réplicas bicldgicas, con tres réplicas técnicas cada
una. Se realizé un anélisis de ANOVA de dos factores y comparacion mdltiple con Test de
Tukey. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (p <0,05).

El aumentc observado en la actividad CAT en plantas estresadas (S) no fue
suficiente para reducir el contenido de H.O,, de hecho, estas plantas presentan cinco
veces mas H,O; que las plantas en condiciones control (S vs C, p = 0,01). Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el contenido de peréxido entre
las plantulas inoculadas o no con Methylobacterium sp. 2A crecidas en condiciones
control (1 vs C, p = 0,656) o bajo estrés salino (I+S vs C, p = 0,651). Ademas, se
observé un contenido de perdxido similar en las plantulas inoculadas con
Methylobacterium sp. 2A cultivadas bajo condiciones de control o salinas {1 vs I+S5, p =
0.796). Nuestros resultados indican que este aislamiento puede ejercer un efecto
protector frente a salinidad en diferentes especies de plantas.

Efecto antagonista de Methylobacterium sp. 2A

Para evaluar el efecto biocontrolador de esta cepa, se realizé un ensayo de

confrontacién en placa contra B. cinerea, F. graminearum, R. solani, P. dissotocum
(Figura 65 A-D} y P. infestans (Figura 66 A).
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Figura 65. Imagenes ilustrativas que muestran el efecto antagonista de Methyloba;':ten‘um
sp. 2A contra diferentes patdgenos de plantas en ensayos duales. Las imagenes
corresponden a (A) B. cinerea, (B) F. graminearum, (C) R. solani y (D) P. dissotocum. Placa
izquierda de cada imagen; patégeno; placa derecha: cultivo dual (patdgeno + Methylobacterium
sp. 2A).

Methylobacterium sp. 2A inhibié el crecimiento micelial de P. infestans (24,8%),
B. cinerea (42,1%) y Fusarium sp. (34,7%). Por el contrario, no se observé ningun
efecto notorio contra R. solani (7,2%) y P. dissotocum (1,2%) (Figura 66 B).
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Figura 66. Methylobacterium sp. 2A inhibe el crecimiento de P. infestans. (A) Imagen
ilustrativa que muestra el efecto antagénico de Methyiobacterium sp. 2A sobre P. infestans
(placa izquierda: patégeno; placa derecha: cultivo dual (patbgéno + Methylobacterium sp. 2A).
{B) Cuantificacién de ta inhibicién del crecimiento micelial causada por Methylobacterium sp.
2A contra diferentes fitopatégenos en el ensayo de confrontacion dual. La inhibicidn del
crecimiento micelial (%) se calculé comparando el tamano radial de la colonia patégena en el

cultivo dual y en las placas de control.

Para analizar mas a fondo el efecto antagonista de Methylobacterium sp. 2A,
primeramente se realizaron ensayos de infeccion con P. infestans en plantas in vitro
que habian sido inoculadas con Methylobacterium sp. 2A. La menor proliferacién del
oomiceto y la mayor salud en las plantas inoculadas permite concluir que
Methylobacterium sp. 2A ejercid un efecto protector en las plantas de papa (Figura
67).
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Figura 67. Methylobacterium sp. 2A protegio a las plantas de papa contra P. infestans. Se
infectaron con P. infestans (Pi-60) plantas de papa de cuatro semanas de edad cultivadas in
vitro e inoculadas (panel derecho) o no (panel izquierdo) con Methylobacterium sp. 2A. Se
pipetearon gotas de 10 ul de una suspension de zoosporas en tres hojas por planta. A los 5 dpi,
se evaluo la agresividad de P. infestans.

Ademas, se realizaron ensayos de infeccion con P. infestans en plantas de
invernadero que previamente se rociaron con Methylobacterium sp. 2A (l) o con agua
(controles, C). A los 5 dpi evaluamos el area necrética (Figura 68 A-B). No se
observaron lesiones en las hojas rociadas con Methylobacterium sp. 2A (l), mientras
que las lesiones fueron evidentes en las hojas infectadas con P. infestans (Pi-60 e | +
Pi-60). Sin embargo, el tamafo de la lesién fue significativamente mayor en ausencia
de Methylobacterium sp. 2A y el 87,5% de las hojas infectadas presentaron clorosis.
Por otro lado, en las plantas rociadas con Methylobacterium sp. 2A, solo el 28,5% de
las hojas presentaban clorosis. Este resultado sugiere que Methylobacterium sp. 2A es

capaz de restringir el crecimiento de P. infestans en la planta.

La resistencia sistémica inducida (ISR) es un estado fisiolégico en el que la
capacidad defensiva de la planta esta optimizada. Esta resistencia es generada por las
PGPR que potencian las defensas innatas de la planta contra los estreses biéticos
posteriores (revisado en Pieterse et al. 2014). En otro trabajo de nuestro laboratorio
(Fantino et al. 2017) se informé que los genes de la proteina 1b relacionada a la
patogénesis (StPR-1b) y la fenilalanina amonio liasa (StPAL) se indujeron en las hojas
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infectadas y distales tras la infeccion por P. infestans. Por lo tanto, decidimos analizar
su expresién en hojas de plantas rociadas con Methylobacterium sp. 2A que luego se
infectaron 0 no con Pi-60 y compararla con hojas infectadas con Pi-60 que no se
ingcularon previamente {(Figura 68 C-D).: No se observd induccion de StPR-1b o
expresion de StPAL en hojas inoculadas (I). La expresiéon de StPR-1b estaba
fuertemente inducida (aproxiniadamente 35 veces, p<0.001) en presencia del
oomiceto {Pi-60), sin embargo, no se observé una induccién de este gen en muestras
de hojas infectadas con P. infestans y previamente rociadas con Methylobacterium sp.
2A (1 + Pi-60). Por otro lado, StPAL se indujo diez veces en hojas infectadas (Pi-60) y
s6lo cuatro veces en hojas inoculadas e infectadas (| + Pi-60). La reduccion observada
en la expresién de PR-1b en plantas infectadas con Pi-60 y previamente inoculadas
con Methylobacterium sp. 2A sugiere que los mecanismos de defensa activados por

este aislamiento no involucran a este gen.
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Figura 68. Methylobacterium sp. 2A es eficaz para controlar a P. infestans. (A) Las plantas
de papa de invernadero fueron inoculadas o no con Methylobacterium sp. 2A 48 h antes de la
infeccién por P. infestans. Las imégenes muestran foliolos apicales control, inoculados (1),
infectados (Pi-60) e inoculados e infectados (I + Pi-60). {B) Histograma que representa el
porcentaje de area necrética (%) en hojas infectadas con P. infesfans (Pi-60) o que fueron
previamente inoculadas con Methylobacterium sp. 2A {l + Pi-60). Analisis de RT-gPCR de
StPR-1b {C) v StPAL {D) en hojas inoculadas (I}, en hojas infectadas con P. infestans (Pi-60) y
en hojas inoculadas con Methylobacterium sp. 2A e infectadas con P. infestans (| + Pi-80). EF-
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Ta se utilizé como gen de referencia. Se encuentra graficada la media £ SEM de tres réplicas
- biologicas, con tres réplicas técnicas cada una. Se realizé un analisis ANOVA de dos factores y
-comparacién multiple con Test de Tukey. Diferentes letras scbre las barras indican diferencias

.sighiﬁc’:ativ_as en los niveles de transcripcion entre tratamientos (p <0.001).
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DISCUSION

Los microorganismos PGPR estimulan el crecimiento de las plantas al
.proporcionar hormonas vegetales (auxinas o citoquininas), al reducir los niveles de
etileno de la planta a través de la accion de la enzima ACC desaminasa, al ayudar en
la adquisicion de recursos nutricionales (nitrégeno, hierro y fosforo), o antagonizando
contra fitopatégenos (Glick 1995, Glick et al. 1999). Plantas de papa y de Arabidopsis
cultivadas in vitro e inoculadas con Methylobacterium sp. 2A mostraron mayor
desarrollo que plantas de la misma edad que no habian sido inoculadas, lo que
sugiere que este aislamiento podria estimular el crecimiento de las plantas. La
secuenciacion de su genoma indica que Methylobactferium sp. 2A presenta varios
atributos relacicnados con la fitoestimulacion y la fitofertilizacion, como la biosintesis
de L-triptdéfano y de AlA, la adquisicion y solubilizacion de fosfato, la bicsintesis de
sideréforos y de vitamina B12, la fijacion de N y la asimilacion de amoniaco. De
"hecho, el aumento observado en el desarrollo de los pelos radiculares y en la densidad
de raices laterales es un fenotipo asociade a auxinas (Overvoorde et al. 2010) que se

condice con el AlA producido por este aislamiento.

Los experimentos presentados en este capitulo se llevaron a cabo utilizando
plantas cultivadas in vitro; sin embargo, se realizaron ensayos preliminares con
tubérculos inoculados con Methylobacterium sp. 2A en invernadero. Estas plantas
estaban mas desarrolladas que las no inoculadas {datos no mostrados). Ademas de
modificar los niveles de AlA, este aislamiento podria estimular el crecimiento de la
planta ya sea fijando N, o mejorando la adquisicion de fosfato. Encontramos varics
genes involucrados en la fijacién de N en Methylobacterium sp. 2A; sin embargo, no
pudimos identificar el gen NifH de nitrogenasa. Multiples eventos de transferencia
horizontal de genes tuvieron lugar durante la evolucién de las bacterias fijadoras de
nitrégeno. Los aislamientos del género Methylobacterium obtenidos a partir de hojas
presentan secuencias altamente divergentes de la secuencia consenso NifH, més
relacionadas con la proteina de la familia Pfam NifH / frxC, como BehX (Madhaiyan et
al. 2015). Methylobacterium sp. 2A alberga una subunidad de proteina de hierro
clorofilida reductasa X {BchX); Este hecho, junto con su capacidad de crecer en medio
Nfb, sugiere que es una bacteria diazotréfica. Sin embargo, la actividad nitrogenasa de
Methylobacterium sp. 2A debe evaluarse mediante el ensayo de reduccion de

acetileno para concluir esto.

La papa es un cultivo de alta demanda de fertilizantes, que requiere 250 kg

ha™ de nitrégeno y 150 kg ha™' de fésforo para obtener un rendimiento 6ptimo (Khan
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et al. 2012). La disponibilidad de fésforo a menudo es limitada debido a la formacion
de complejos de fosfatos inorganicos y organicos insolubles (Adesemoye y Kloepper,
2009). Los datos genémicos indican que Methylobacterium sp. 2A es capaz de
movilizar fuentes orgéanicas de fésforo a través de fosfatasas acidas y solubilizar
fosfato mineral, contribuyendo asi a que las plantas adquieran fosfato. El ensayo de
solubilizacion confirmé que este aislamiento es capaz de solubilizar fosfato inorganico.
Por lo tanto, Methylobacterium sp. 2A surge como un posible bicfertilizante para que
las plantas de papa mejoren la absorcion de fésforo y nitrégeno como se informé para
otras PGPR {Hanif et al. 2015; Nagqash et al. 2016).

Ademas, nuestros resultados indican que Methyfobacterium sp. 2A mitiga los
efectos nocives del estrés salino en las plantas de papa y Arabidopsis. En condiciones
de estrés, el etileno regula la homeostasis de las plantas y reduce el crecimiento de
raices y tallos. Sin embargo, en condiciones salinas, las plantas inoculadas con
Methylobacterium sp. 2A presentaron mayor biomasa, mayor crecimiento de raices y
tallos, y mayor contenido de clorofila que [as plantas no inoculadas. La modificacién en
la arquitectura de la raiz promovida por las auxinas posiblemente aumenta la
absorcion de agua y nutrientes, lo que explica el mejor fifness de las plantas. Ademas,
como muchas otras PGPR, este aislamiento codifica una ACC desaminasa que reduce
los niveles de etileno generados por diferentes estreses y permite su crecimiento
normat (Glick et al. 2007). En particular, la inoculacién de Achromobacter piechaudii
ARVSE redujo el nivel de etileno y evité la inhibicién del crecimiento de plantas tomate
cultivadas en presencia de alta sal (Mayak et al. 2004a) o estrés por sequia {(Mayak et
al. 2004b). Por lo tanto, Methylobacterium sp. 2A podria aliviar el esirés salino al

aumentar las auxinas y disminuir el contenido de etileno en |a rizosfera.

~ Otra caracteristica importante observada fue que cuando se cultivaron bajo
estrés salino, las plantas de Arabidopsis inoculadas con Methylobacterium sp. 2A
presentaron niveles mas bajos de peroxido que las no inoculadas. Su genoma
contiene varias enzimas depuradoras de ROS y fue positivo para la reaccion de
catalasa. Se informé que la degradacién de ROS podria ser el resultado de mejorar las
actividades antioxidantes de las plantas mediante PGPR, protegiendo asi a las plantas
de la toxicidad de la sal (Chu et al. 2019). La actividad catalasa aumentd tras la
inoculacion con Methylobacterium sp. 2A en condiciones de control, pero su actividad
fue menor que en las plantas no inoculadas expuestas al estres salino. Un
metaanalisis realizado por Pan et al. (2019) sugiere que las PGPR ayudan a las
plantas hospedadoras a aliviar el estrés oxidativo principalmente mediante la
reduccién de la generacién de ROS formados al inicio del estrés idnico, no a través de
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la eliminacién de ROS mediante la acumulacién de enzimas antioxidantes en las

plantas hospedadoras. Este podria ser el caso de Methylobacterium sp. 2A.

Para prosperar con éxito dentro de poblaciones bacterianas, Methylobacterium
sp. 2A tiene que ser altamente competitivo. Su genoma alberga genes relacionados a
quimiotaxis y motilidad que podrian ser respensables de la asociacion con la raiz, y
© varios genes involucrados en la produccién de compuestos antimicrobianos que
podrian funcionar como antibidticos, confiriéndole una ventaja contra otros
microorganismos mientras protege a la planta contra fitopatégenos. En este sentido, la
quitinasa se ha asociado con la proteccién contra patégenos fungicos de plantas
{Kumar M et al. 2018). Las colicinas son las bacteriocinas mas representativas
producidas por bacterias Gram-negativas (Beneduzi et al. 2012), mientras que los
productos quimicos como la fenazina y el 4-hidroxibenzoato actlian como antibiéticos y
suprimen a los microbios patdégencs de las plantas (Gupta et al. 2315). Como ejemplo,
se sabe que la fenazina suprime al patégeno F. oxysporum (Chin-A-Woeng et al.
2003). Se informé que la enzima PHA participa en la degradacién de las acil-
homoserina lactonas, lo que interfiere con el quérum sensing de bacterias
competidoras (Mukherji et al. 2014). Los genes relacionados con la biosintesis de
aerobactina y enterobactina también se identificaron en el genoma de
Methylobacterium sp. 2A. Las bacterias productoras de siderdforos son de gran
importancia en el campo de la agricultura; ademas de complementar el hierro de la
planta, los sideréforos evitan el crecimiento de los fitopatdgenos del suelo (Fernandez
Scavino y Pedraza, 2013).

La capacidad de biocontrol de Methylobacterium sp. 2A se evidencid en los
ensayos de confrontacién dual contra B. cinerea, F. graminearum y P. infestans, y en
plantas de invernadero infectadas con P. infestans. El tamafio de la lesion fue menor y
se observd clorosis en menor frecuencia en aquellas plantas que habian sido
inoculadas con Methylobacterium sp. 2A e infectadas con Pi-60 en comparacién con
plantas no inoculadas. Ademas de producir compuestos antimicrobianos, las PGPR
son capaces de potenciar los mecanismos de defensa de las plantas contra los
patégenos. Se ha informado ISR en papa después de la inoculacién con una cepa de
Rhizobium (Reitz et al. 2001). Esta respuesta difiere de la resistencia sistémica
adquirida (SAR) y no depende del acido- salicilico (SA) (Pieterse et al. 2014). De
hecho, en los tiempos analizados observamos que St-PR1b no fue inducido en las
hojas inoculadas con Methylobacterium sp. 2A después de la infeccién con Pi-60. Por
el contrario, se observé una induccion muy fuerte de StPR-1b cuando las plantas no

inoculadas se infectaron con P. infestans. Esta induccion, sin embargo, no restringié el
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. crecimiento del oomiceto. Por otro lado, se observd la induccidon de StPAL en plantas
.. inoculadas.con Methylobacterium sp. 2A tras la infeccién con P. infestans. Si bien su
efecto antagonista es claro, por el momento, no podemos inferir qué mecanismos de
defensa son disparados en la planta por Methylobacterium sp. 2A.

En este trabajo, presentamos un nuevo aislamiento, que proponemos llamar de
ahora en adelante Methylobacterium ingebiense 2A sp. nov. capaz de promover el
crecimiento de las plantas bajo ‘co‘ndiciones de control y de estrés salinc en dos
. dicotiledoneas. Probablemente este efecto benéfico no se limite a las plantas de papa
y de Arabidopsis. Ademas, en los ensayos de confrontacion dual en placa,
Methylobacterium sp. 2A restringid el crecimiento de dos hongos necrotréficos y del
oomiceto hemibiotréfico P. infestans, lo que denota un antagonismo de amplio
espectro. Ensayos realizados en planta confirmaron que la inoculacion fue capaz de
reducir el efecto~nocivo de P. infestans en plantas de papa. Estos resultados
promisorios nos permiten pensar que Methylobacterium sp. 2A tiene el potencial de séf
utilizado como sustituto de fertilizantes quimicos y fungicidas, evitando Ila
contaminacion en las tierras agricolas. Esta investigacion es el primer enfoque para
comprender las capacidades PGP de Methylobacterium ép. 2A. Tenemos que probar
este aislamiento a campo para evaluar la productividad, la eficacia y la viabilidad de
este indculo. Ciertamente, esta tecnologia microbiana ecolégica contribuira a practicas
agricolas sostenibles y es una estrategia alternativa para mejorar la produccion de
cultivos para una poblacién mundial en aumento.
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ANEXO

Tablas

Tabla A1. Lista de oligonucledtidos utilizados para el andlisis de expresion mediante RT-gPCR y aquellos utilizados para PCR en el Capitulo 1.
Se incluyen los nimeros de acceso de las secuencias (https://ncbi.nim.nih.gov/nucleotide). *Descrito en Jaarsma et al. 2013.

Gen/Secuencia Nombre utilizado Namero de acceso Oligonucledtidos (5°-3")

Utilizados para analisis de expresion mediante RT-gPCR

St2-FP CCATGGATCAGGATCAGGAG

Sofanum tuberosum calcium-dependent profein kinase 2 CDPK2 NM_001288442.1
St2-RP_TTCATATGGCTTACCAAGAATTG
Ethylene response factor 5 ERF5 PGSCO003DMT400027937 ~ ERFOFP ATACCCGCGAAACCTGTTGT ' |
ERF5-RP_TGCTAACCAAACCCGAGTCC
wrky transcription factor 6 WRKYS PGSCO003DMT400075091  WWRKYE-FP TGATGGTCATGCTTGGAGAA
. WRKY6-RP TCGTTGTGGATTGTCTTGGA
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH U17005.1 GAPDH-FP GAAGGACTGGAGAGGTGGA
GAPDH-RP GACAACAGAAACATCAGCAGT
. * P5CS1-FP TTAAAGAGGACGGAGCTTGC
fine-5- late synthase 1 P5CS1 AT2G39800.1
Pyroline-5-carboxylate syn _ * P5CS1-RP CAGTGCATCAGGTCGTGACT
* PDH-FP
Proline dehydrogenase PDH AT3G30775.1 . CCACCGATAATGAATCTTGTGAAC
PDH-RP TTGCAGAAGATTCGGGAAGT
Elongation factor 1 alpha EF-1a AB061263.1 EF-1a-FP ATTGGAAACGGATATGCTCCA

EF-10-RP TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
355-FP ATCTCCACTGACGTAAGGGA
R4-RP AAGTTCTTGAGCATCCTTGG

Utilizados para PCR

Solanum tuberosum ca!cium-depehdent protein kinase 2 CDPK2 NM_001288442.1
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Tabla A2, Lista de dligonucledtidos utilizados para el anélisis de expresion mediante RT-gPCR y équellos utilizados para PCR en el Capitulo
2. Se incluyen los nimeros de acceso de las secuencias (https://ncbi.nim.nih.gov/nucleotide).

Gen/Secuencia Nombre utilizado Numero de acceso | Oligonucledtidos (57-37)

Utilizados para analisis de expresién mediangiﬁf;d-PCR

StPR-1bFw GCCCAAAATTCACCCCAAGAC

StPR-1bRv CTGCACCGGAATGAATCAAGT
PAL1-FW GGTGTTACTACTGGATTTGGTGC
PAL1-Rv CCTAACAAGCATAGCTGCCC

Pathogenesis related protein 1b PR-1b AY(050221

Phenylalanine ammonia-lyase 1 PAL1 KC631948.1

Milizados para PCR

16$ ribosomal DNA 16S rDNA MG818293.1 D1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
Rp2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT
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Tabla A3. Se enumeran ios genes en el génoma de Methylobacterium sp. 2A que pueden contribuir a su capacidad PGP. AHL: acil-homoserin

lactonas.
Fitoestimulacion
Tryptophan synthase alpha chain ' 4.2.1.20 trpA
Tryptophan synthase beta chain 4.21.20 trpB
Biosintesis de L Indole—a'-glycerol phosphate synthase 4.1.1.48 trpC
triptofano Anthran!Iate phosphoribosyltransferase .2.4.218 trpD
Anthranilate synthase, aminase component 4.1.3.27 trpE
Phosphoribosylanthranilate iscmerase 53.1.24 trpF
Anthranilate synthase, amidotransferase component 4,1.3.27 trpG
Tryptophan 2-moncoxygenase 1.13.12.3 iaaM
Biosintesis de acido ; . . ' .
indol-3-acético Aliphatic amidase . 3514 amiE
{AIA) a partir de L- Cobalt-containing nitrile hydratase subunit alpha : 42184 nthA
triptofano Cobalt-containing nitrile hydratase subunit beta v 4.2.1.84 nthB
Nitrilase 3.5.5.7
ACC desaminasa 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase 3.5.99.7 acch
Siroheme synthase / Precorrin-2 oxidase ' 1.3.1.76 CysG
ATP:.Cob(l)alamin adenosyltransferase : 25117 CobA/cobQ
Cobyrinic acid A,C-diamide synthase 6359 CobB
CblX, a non-orthologous displasment for Alpha-ribazole-5-phosphate phosphatase CobC
CblY, a non-orthologous displasment for Alpha-ribazole-5'-phosphate phosphatase CobC
.. . . . Adenosylcobinamide-phosphate synthase 6.3.1.10 CobCD
g:::zsmtesm de Vitamina Precormin-6A synthase 2.1.1.152 CobF
Precorrin-3B synthase - 1.14.13.83 CobG
Cobalt-precorrin-8x methylmutase 5:4.1.2 CobH
Cobalt-precorrin-2 C20-methyltransferase / 2.1.1.130 Cobl
Cobalt-precorrin-3b C17-methyltransferase 2.11.131 Cobd
Cobalt-precorrin-6x reductase ' : 1.3.1.54 CobK
Cobalt-precorrin-8y CS-methyltransferase / Cobalt-precorrin-6y C15-methyliransferase 211432 - CobL
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[decarboxylating]

Cobalt-precorrin-4 C11-methyitransferase 211133 cobM
CobN component of cobalt chelatase involved in B12 biosynthesis 6.6.1.2 CobN
Cobyric acid synthase . 6.3.5.10 CobQ
Cobalamin biosynthesis protein BluB @ 5,6-dimethylbenzimidazcle synthase putative CobR 1.13.11.79 BiuB/CobR
Aerobic cobaltochelatase CobS subunit - 6.6.1.2 CobNST
Cobalamin 5'-phosphate synthase 2.78.26 CobS
Aerobic cobaltochelatase CobT subunit 6.6.1.2 CobT
Adenosylcobinamide-phosphate guanylyltransferase 2.7.1.156/2.7.7.62 CobP/U
CobW GTPase involved in cobalt insertion for B12 biosynthesis CobW
Quter membrane vitamin B12 receptor BtuB ' BiuB
Optional hypothetical component of the B12 transporter BtuN BituN
Vitamin B12 ABC transporter, permease component BiuC BtuC

Fitofertilizacién

Two-component nitrogen fixation transcriptional regulator Fixd FixJ
Two-component oxygen-sensor histidine kinase FixL FixL
Nitrogen regulation protein NtrB 2.7.13.3 NtrB
Nitrogen regulation protein NtrC NtrC
Nitrogen regulation protein NirX Nirx
Fijacion de Nitrégeno Nitrogen reguiation protein NtrY 27.3.- NtrY
Flavodoxin reductase ’ nifJ
Serine acetyltransferase 2.3.1.30 nifP
Cysteine desulfurase 2817 nifS
lron-sulfur cluster assembly protein nifl
Assimilatory nitrate reductase large subunit 1.7.1.1 NR
Metabolismo del Nitrite reQucta_se_z [NAD{P)H} large subunit 1.71.4 n:jrB
nitrégeno y asimilacion Ferredoxin--nitrite reductase 1.7.71 nik
de amoniaco Glutaminase 3.5.1.2 glsA
Aspargine synthetase [glutamine-hydrolyzing] 6.3.54 AS-B
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Formamidase ) 3.56.1.48 amifF

Glutamine synthetase type | - 6.3.1.2 ginA
Glutamate synthase [NADPH] large chain ' 1.4.1.13 gitB
-Glutamate synthase [NADPH] small chain ’ 1.41.13 gitD
NAD+-specific glutamate dehydrogenase 14.1.2
Ammonium transporter
Coenzyme PQQ synthesis protein A pggA
Coenzyme PQQ synthesis protein B ' pqqB
Solubilizacion de fosfato  CCon2yMe PAQ synthesis protein G/D , paqC/D
inorganico Coenzyme PQQ synthesis protein E _ . paqgkE
UDP-glucose dehydrogenase : 1.1.1.22 qdh
Protease , : pqqaF
Zing protease pgqG
Adquisicion de fosfato Nonspecific acid phosphatase precursor ' 3.1.3.2
organico Probable acid phosphatase
" oos genes que confieren aptitudPGP___________}
Signal transduction histidine kinase CheA . 2.7.3.- ' . CheA
Chemotaxis response regulator protein-glutamate methylesterase CheB 3.1.1.61 CheB
Chemotaxis protein methyltransferase CheR - : 2.1.1.80 CheR
Chemotaxis protein CheV N 273.- CheV
L . . Positive regulator of CheA protein activity CheW
Quimiotaxis bacteriana A
Chemotaxis protein motC . motC

.Chemotaxis response regulater containing a CheY-like receiver domain and a methylesterase domain
Chemotaxis regulator - transmits chemoreceptor signals to flagelllar motor components CheY

CheY-like receiver ) ’
Methyl-accepting chemotaxis protein | {serine chemoreceptor protein) MCP
Flagellar basal-body P-ring formaticn protein FigA
Flagellar basal-body rod protein FigB FlgB
Motilidad bacteriana Flagellar basal-body rod protein FigC FlgC
) Flagellar basal-body rod modification protein : Figh
Flagellar hook protein FIgE Flge
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Flagellar basal-bady red-protein FigF FlgF
Flagellar basal-body rod protein FIgG FlgG
Flagellar L-ring protein FigH FlgH
Flagellar P-ring protein Figl Figi
'Flagellar protein FlgJ [peptidoglycan hydrolase] 3.2.1.- FigJ
Flagellar hook-associated protein FlgK Flgk
—~ Flagellar hook-associated protein FigL Flgl
Flagellar biosynthesis protein FIhA FIhA
Flagellar biosynthesis protein FIhB FihB
Flagellar biosynthesis protein FliL Flit
Flagellar biosynthesis protein FiiP FliP
Flagellar biosynthesis protein FLQ FiiQ
Flagellar biosynthesis protein FIliR FiRrR
Flagellar hogk-associated protein FliD FliD
Flagellar hook-basal body complex protein FIiE FliE
Flagellar M-ring protein FIiF FliF
Flagellér motor switch protein FliG FliG
Flagellum-specific ATP synthase Flil Flit
Flagellar protein FliJ FliJ
Flagellar hook-length control protein FliK FliK
Flagellar motor switch protein FiiM FliM
Flagellar motor switch protein FEN FiiN
- Fiagellar trans-acting factor FliX FiiX
Flagellar protein FIbB FlbB
Flagellin protein FlaA FlaA
Flagellar motor rotation protein MotA MotA
Flagellar motor rotation protein MotB MotB
Degradacion de especies Superoxide dismutase [Cu-Zn] precursor _ 11511 sodC
reactivas de oxigeno / Superoxide dismutase [Fe] 1.15.1.1 sodB
Degradacion de radicales (Catalase 1.11.1.6 CAT

superoxido

Putafive manganese containing catalase
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Peroxidase ) 1.11.1.7

Thiol peroxidase 1.11.1.15 tpx

Cytochrome ¢551 peroxidase . ' 1.11.1.5

Glutathione reductase

Glutathione peroxidase family protein . 1.11.1.9 GPx
Produccion de quitinasa  Chitinase 3.2.1.14 ChiC
Produccion de fenazina  Phenazine biosynthesis protein PhzF like PhzF

Dihydrofolate synthase 6.3.2.12 folC

Folylpolyglutamate synthase 6.3.2.17 folC

Amidophosphoribosyitransferase 24214 purf

Acetyl-coenzyme A carboxyl transferase beta chain 6.4.1.2
Produccion de colicina Colicin V production protein CvpA

tRNA pseudouridine synthase A 4.2.1.70

TolA protein ‘ TolA

TolB protein precursor, periplasmic protein involved in the tonb-independent uptake of group A colicins TolB \

Type | secretion outer membrane protein, TolC precursor TolC -
Produccién de 4- 4-hydroxybenzoate polyprenyl transferase 2.5.1.39 ubiA
hidroxibenzoato 4-hydroxybenzoate transporter ‘ pcakK
Degradacion de AHLs Penicillin acylase 3.5.1.11 PAH

Siderophore biosynthesis protein, monooxygenase
Siderophore synthetase large component, acetyliransferase
Siderophore synthetase small component, acetyltransferase

Biosintesis de Siderophore synthetase component, ligase

siderdforos Siderophore biosynthesis diaminobutyrate--2-axoglutarate aminotransferase 2.6.1.76 EctB
TonB-dependent siderophore receptor ’
TonB-dependent hemin , ferrichrome receptor

L-lysine 6-monooxygenase ) ) 1.14.13.59 iucD
Biosintesis de N6-hydroxylysine C-acetyltransferase _ 2.3.1.102 iucB
aerobactina Citrate:6-N-acetyl-6-N-hydroxy-L-lysine ligase, alpha subunit 6.3.2.27 ucA/C

Aerobactin siderophore receptor IutA iutA
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3.3.21 EnmB

. Isochorismatase
Biosintesis de 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase , 2.7.7.58 entE
enterobactina Holo-[acyl-carrier protein] synthase 2787 acpsS
' 4’-phosphopantetheinyl transferase 278- entD

Resistencia a antibioticos
B . 2.3.1.28

Cloranfenicol Chloramphenicol acetyltransferse
B-lactamasa B-lactamase 3.5.2.6 blaP
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Figuras

Figura A1. Medicién de los pardmetros fotosintéticos de plantas WT y 35S5:StCDPK2 2A,
2B y 2E. (A) La tasa de"transpiracion (E, mol m™ s'), (B} la conductancia estomética (gs, mol
m? s, (C) la tasa de asimilacién neta con irradiancia de saturacion (A, pmol m? s™), (D) la
eficiencia fotoquimica del PSII {(PhiPS2) y (E) la tasa de transporte de electrones (ETR, pmol m’
2 s} fueron los parametros cuantificados luego del rewatering en hojas completamente
expandidas medias e inferiores de plantas control y sometidas a sequia. En los histogramas se
muestra graficada la media + error estandar. Se realizé un andlisis de ANOVA de dos factores
con Test de Tukey. Las letras diferentes encima de las barras indican diferencias significativas
entre los tratamientos.
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Figura A2, Datds de temperatura e indice UV durante los 25 dias en los qi:e las plantas -
de papa WT Y 358:StCDPK2 2B, 2D y 2E fueron sometidas a sequia. Se encuentran
graficadas las temperaturas (°C} maximas, minimas y medias (A) v el indice UV (B) para cada
dia. Los dias 11/1/22 y 14/1/22 las temperaturas maximas fueron de 411 y 41,5°C,
respectivamente. Estos datos fueron medidos en el Observatorio Central de la Ciudad de
Buenos Aires (OCBA) y cedidos gentiimente por el Servicio Meteorologico Nacional.
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Software

- Se utilizaron diferentes software para analisis de datos o de imagenes:

+ Disefio dé oligonucleétidos: Se utilizaron las herramientas online Primer
BLAST y OligcAnalyzer disponibles en
http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ y
hitp://imww.idtdna.com/pages/tools/aligoanalyzer, respectivamente.

» Comparacién de secuencias: BLAST http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Basic Local Alignment Search Tool.

e Graficos y analisis estadistico: Todos los andlisis y graficos contenidos en
este trabajo fueron realizados por medio del software GraphPad Prism version
5.03 (GraphPad Software), disponible en: http:/graphpad.com.

+ Bulsqueda de elementos reguladores en promotores: Se descargaron las
matrices de PlantPAN 3.0 (http:llplantpaﬁ.itps.ncku.edu.tw; Chow et al. 2019) y
se utilizé la MEME Suite (https://meme-suite.org/meme/tools/fimo, Grant et al.

2011) para escanear las secuencias promotoras.
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Materiales biolégicos

Aislamiento: Cedido por:

Botrytis cinerea T4

Phytophthora infestans Lic. Natalia Norero (Laboratorio de
Pi-60 Agrobiotecnologia, INTA EEA Balcarce)
Dr. Fernando Pieckenstain (IIB-INTECH,

UNSAM-CONICET)

A. brasilense Az39
P. fluorescens BNM 233

Instituto de Microbiologia y Zoologia
Agricola (IMyZA, CICVyA, INTA Castelar)

Pythium dissotocum

M. Sc. Pablo Grijalba (Departamento de
Produccion Vegetal, Facultad de
Agronomia, UBA)

Rhizoctonia solani

Dr. Natalia Aimasia (Instituto de
Biotechologia, INTA Castelar)

Semillas:

Arabidopsis Col-0
Tomate Microtom WT y DR5:GUS

Cedidas por:

Dr. Diego Wengier INGEBI-CONICET)
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Composicién de los medios de cultivo utilizados

Medios para el cultivo in vitro de plantas:

Medio MS 2% (pH 5,7) (para el cultivo de papa):

Salesde MS...................... 4,42 g/l
Sacarosa 2% (p/V).............. 20 gfl
TAgar.......... 74/

SalesdeMS....................... 2,21 g/l
Sacarosa 2% (pV)...ooeveenn 30 gfi
FAGAr.. 7 g/l

Medios para el cultivo de Methylobacterium sp. 2A:

Luria-Bertani (para el cultivo de bacterias):

Peptona...........cccccev v 10 g1l
Extracto de levadura............... 5gfl

TAQAM e, 15 g/l
1 NaCl (- NaCl: LBNS)............ 10 g/l

AIVejas.........oco v, 160 g/l
Sacarosa.......co i 5g/l
FAQAN e 15 g/l
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o3

médium):

Glucosa..........oovvieiei e, 10 g/l
MgCL.6H20..........cccieeeee, 5g/l
MgSO,.7H20.........coi 0,25 g/l
KOl 0.2 g/l
(NH4).S0,............ 0,14/

AGar... .., 15 gf

Medio Minimo M9:

Salesde MO5X.........coiiiiiiiii 200 mi/l
MISO4TM.. e, 2mif
CaCl IM.. .., 0,1 ml

Solucion 20% de la fuente de carbono... 20 mi/l

Sales de M9 5X:

NazHPOL7H2O. . oo 64 g/l
KH2P O ove oo, 15 gfl

NACL. ... vee s e eeen e 2,5 gll
NHACL ..o 5,0 g/l

Medio para el cultivo de P. infestans:

Medio RSA (rye sucrose agar):
Grano de centeno germinado........60 g/l
Sacarosa...........ccccvveereieeriennennne. 20 g/l

91039

‘Medio NBRIP {National Botanical Research Institute's phosphate growth
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