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1. Labor desarrollada durante el aiio de ejecucion de la beca

Las bacterias del género Pseudomonas son reconocidas por colonizar la rizésfera de
diferentes especies de plantas, y poseer ademéas un amplio rango de propiedades relacionadas
con la promocion del crecimiento vegetal (PGPR). Algunas de estas actividades son la
solubilizacion de fosfatos inorganicos, la mineralizacion de fosforo organico, la produccion de
fitohormonas, y la sintesis de metabolitos secundarios y enzimas extracelulares que estan
involucrados en el antagonismo hacia hongos patogenos (Haas and Défago, 2005). Gracias a la
existencia de suelos naturalmente supresivos, existe una colonizacion preferencial de las raices
por determinadas especies bacterianas (Berg and Smalla 2009). Todas estas caracteristicas
influyen para que el género Pseudomonas sea considerado de especial interés para la
produccién de bioinsumos agricolas, que ayuden a estimular el desarrollo de los cultivos y
promover su salud.

Como parte de un consorcio publico-privado dedicado al estudio de la biologia del suelo en
sistemas agricolas bajo siembra directa (BIOSPAS), nuestro laboratorio cuenta con una
coleccion de 22 aislamientos del género Pseudomonas, obtenidos de suelos agricolas y de
rizosferas de pasturas, soja y maiz. Si bien los aislamientos han sido caracterizados en cuanto a
su potencial como controladores de enfermedades fingicas de los cultivos de interés, la
propuesta para el presente trabajo buscé complementar dicha caracterizacion con el objetivo de
generar criterios adicionales de seleccion de candidatos para su posible utilizacién como
agroinsumos.

El trabajo realizado se centré en llevar a cabo el marcaje genético con el sistema del
transposicion mini-Tn7 de 5 aislamientos de Pseudomonas por conjugacion tetraparental, lo cual
implica la insercion cromosomal en un sitio neutro, de un cassette de expresion que codifica una
proteina fluorescente al UV y proteinas de resistencia a antibiéticos (Lambertsen et al 2004).
Estas cepas marcadas y caracterizadas fueron utilizadas para estudiar la interaccion bacteria-
planta a través de ensayos de colonizacion de raices de soja, maiz y trigo en suelo natural en
presencia de flora bacteriana indigena, y también en condiciones de esterilidad utilizando
vermiculita.

2. Obijetivos alcanzados

Se lograron marcar 5 aislamientos de Pseudomonas con transposones mini-Tn7 que
contenian genes codificantes para proteinas fluorescentes (GFP o eYFP) y para resistencia a
antibioticos (Km2> o Gm'0). La verificacion de la correcta insercion se realizd por PCR con
oligonucleotidos especificos y también por microscopia de fluorescencia utilizando un
microscopio Leica DMIGOOOB.

Asimismo, se corroboré que la insercién del transposén no ha afectado las propiedades
PGPR y biocontrol de los aislamientos, a través del analisis cualitativo de solubilizacion de
fosfatos, produccion de acido cianhidrico, actividad fosfolipasa, actividad exoproteasa y
antagonismo de hongos fitopatdgenos.

Finalmente, pudo estudiarse de forma preliminar la interaccion bacteria-planta en raices de
trigo, soja y maiz, tanto en suelo natural como en vermiculita estéril.



3. Resultados obtenidos.

Marcaje genético

Para realizar el marcaje genético de los aislamientos de Pseudomonas spp., se utiliz6 el
sistema de transposicion mini-Tn7; procedimiento que ya ha sido utilizado exitosamente en
nuestro laboratorio (Jousset et al 2006). Brevemente, implica la inserciéon cromosomal en un sitio
neutro y especifico del genoma, de un cassette de expresion que codifica para una proteina
fluorescente al UV y para proteinas de resistencia a antibiéticos (Koch et al, 2001; Lambertsen et
al 2004). Se inserta en orientacion Unica en un sitio localizado downstream de la regidn
codificante para el gen gimS (Koch et al, 2001; Lambertsen et al 2004). Con dicha metodologia
lograron marcarse exitosamente 5 aislamientos bacterianos (SVBP6, SVBP3, SMMP3, RBAN4,
RPBP2).

Verificacion del sitio de insercion del cassette

Con el fin de confirmar que los aislamientos contenian la insercién cromosomal en el sitio
esperado, se realizaron PCRs con los oligonucledtidos Tn7R-109 y Tn7-GImS, especificos para
una secuencia del transposon en el sitio Tn7R y del gen gimS, respectivamente. Luego de poner
a punto la técnica, lograron obtenerse fragmentos del tamafio esperado (200 pb
aproximadamente) en los cinco aislamientos seleccionados para tal fin (Figura 1). Uno de los
aislamientos marcados (SVBP6 #9) se ha secuenciado para corroborar su localizacion respecto
del gen gImS (data not shown). Como controles se ha utilizado P. protegens CHAQ (control
negativo) y P. protegens ARQ1 (control positivo; CHAO con plasmido GFP-Km en sitio attTn7).
Una vez secuenciada SVBP6 #9, se incluyd como control positivo (Ct+) para las otras corridas
electoforéticas.

SVBP6 wt
SVBP6 # 1
SVBPG6 # 2
SVBP6 # 5
SVBP6 # 9
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RPBP2 # 4
RPBP2 # 7

200pb 200pb

Figura 1 — Electroforesis en gel de agarosa 1,2% de los ensayos de PCR de 2 de los aislamientos
marcados con diferentes transposones mini-Tn7, con los oligonucledtidos especificos Tn7R 109y Tn7-
glmS. (A) Marcaje de SVBP6 con eYFP. (B) Marcaje de RPBP2 con GFP. Los clones marcados se

indican con # seguido de un numero. Las calles correspondientes al marcador de peso molecular de 100
pb (PB-L, Argentina) se indican como PM.

Verificacion de la expresion de la proteina fluorescente por microscopia

La observacion al microscopio de los aislamientos marcados que habian dado resultados
positivos en las reacciones de PCR sirvio para dar sustento a la correcta insercion del



transposon. Todos los aislamientos mostraron fluorescencia al exponerlos a luz ultravioleta con
filtro para emision de GFP. Algunas de las imagenes adquiridas se muestran en la Figura 2.
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Figura 2 — Imagenes adquiridas por microscopia de fluorescencia. Se muestran ejemplos de los
controles de SVBP6 observados con luz blanca (A1) y UV bajo filtro GFP (A2). También se presenta un
ejemplo de los aislamientos marcados: SVBP6 92bajo luz blanca (B1) y UV (B2).

Estabilidad de la insercion

Debido a que la insercion del transposén es cromosomal, la probabilidad de que el mismo se
escinda del lugar de inserciéon es muy baja a nula. De todas formas, se llevé a cabo un ensayo
de estabilidad teniendo en cuenta que los cassettes codificaban para proteinas de resistencia a
antibiéticos. Repiques sucesivos en medio NYB sin presion de seleccion podrian llevar a la
pérdida del inserto. Por eso, se analizaron las UFC/ml en medio NA con y sin antibi6tico luego de
repicar los aislamientos marcados diariamente en medio NYB sin antibiotico.

Las inserciones resultaron ser estables para todos los clones, mostrando porcentajes de
estabilidad mayores al 87%. Un Unico aislamiento, RPBP2, mostrd mayor inestabilidad frente a la
insercion de dicho transposén, con 1-4% de estabilidad.

Caracterizacion fenotipica de las cepas marcadas

Por tratarse de una insercion cromosomal en un sitio neutro del genoma bacteriano, la misma
no deberia afectar el metabolismo de las bacterias marcadas, es decir, deberia ser inocua. Con
el fin de corroborarlo, se llevaron a cabo ensayos de caracterizaciéon de distintas propiedades
PGPR y biocontrol, caracteristicos de las bacterias del género Pseudomonas. Los resultados de
las distintas cepas marcadas, en general, no mostraron variaciones al ser comparadas con los
de las cepas salvajes.

Produccion de acido cianhidrico (HCN).

En presencia de HCN, un papel absorbente embebido en solucién de acido picrico 0,5% en
Na;COs 2,5%, vira desde color amarillo hasta naranja (Egan, et al., 1998). En cuanto a la
produccion del compuesto volatil HCN, no se encontraron diferencias en el viraje de color entre
las cepas salvajes y las marcadas (Tabla 1). Por lo tanto, puede sostenerse la idea que la
insercion del transposdn no ha afectado la produccion del compuesto en cuestion.

Actividad fosfolipasa.

La actividad de las enzimas fosfolipasas contribuye al ciclo del fésforo en el suelo. En todos
los casos, menos uno (RPBP2 #4, Tabla 1), la actividad fosfolipasa de los aislamientos
marcados ha sido equivalente a la mostrada por las cepas salvajes. Coincidiendo con lo
descripto para los aislamientos salvajes (Agaras, 2014), algunos mostraron halos opacos
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(correspondientes a la expresion de fosfolipasa C) y otros, translucidos (correspondientes a la
expresion de fosfolipasa A) (Sacherer et al 1994).

Actividad exoproteasa.

Una de las estrategias de competencia que despliegan algunos microorganismos es la
secrecidn de proteasas extracelulares especificas. En este caso, su deteccion se realizd
incubando los aislamientos en un medio con leche como fuente de caseina. Todos los clones
mostraron el mismo comportamiento que las cepas salvajes de las que provenian, excepto uno
(RPBP2 #4) que evidencié la falta de actividad proteolitica extracelular (Tabla 1).

Solubilizacién de fosfatos

El fésforo es uno de los principales nutrientes que limita el crecimiento de las plantas, pero
una proporcién importante de los fosfatos inorganicos aplicados al suelo como fertilizantes se
inmoviliza rapidamente después de su aplicacion y se vuelve inaccesible a las plantas. De esta
forma, la solubilizacién de fosfatos es una forma posible de aumentar la disponibilidad de fésforo
soluble en el suelo (Nautiyal, 1999). La capacidad de utilizar fosfatos insolubles como fuente de
fosforo se determind mediante un ensayo de crecimiento en un medio con Caz(PO4).. Resultados
positivos se evidenciaron por la formacién de un halo de solubilizacién alrededor de la colonia.
Todos los clones ensayados mostraron el mismo comportamiento que las cepas salvajes de las
que provenian.

Antagonismo de hongos fitopatdgenos

Si bien se contaba con 11 hongos fitopatdgenos, el estudio de la capacidad antagonista se
centrd en aquellos que mostraban elevado espectro de inhibicién (Agaras, 2014); es por esto que
no todos los asilamientos bacterianos se enfrentaron con todos los hongos. El ensayo consistio
en estriar a ambos lados de una placa con agar papa glucosado, cada aislamiento y en el centro
se colocd un taco de agar conteniendo el micelio fungico fresco. Las mismas se incubaron hasta
que las placas control (conteniendo sélo el hongo) alcanzaron su crecimiento maximo. El nivel de
inhibicion logrado por los diferentes aislamientos marcados coincidié con lo descripto para las
cepas salvajes (Agaras, 2014) en la mayoria de los casos. Sin embargo, algunos de ellos
mostraron reducido su espectro de inhibicién sobre ciertos hongos fitopatogenos (Tabla 1), lo
cual podria deberse a una modificacion en el metabolismo de la bacteria debida a la insercién del
transposon.

En el caso especifico de RPBP2 #4, se vio que ha suffido la pérdida de varias propiedades
promotoras del crecimiento vegetal. Una hipétesis que podria desprenderse seria que dicho clon
sea un mutante regulatorio de variante de fase respecto del aislamiento original. La insercion
pareceria ser correcta, ya que en el gel de agarosa donde se corrieron las amplificaciones por
PCR se observan bandas iguales en los 3 clones analizados. Este fenomeno ha sido reportado
para muchas Pseudomonas y otras bacterias (Browk et al, 2003).



Tabla 1 — Resultados de los ensayos de caracterizacion fenotipica de los aislamientos marcados genéticamente

Cepa Solubilizacién | Produccién | Actividad Actividad Antagonismo’
de fosfatos HCN exoproteasa | fosfolipasa | 118 | 119 | 120 | 122 | 125 | 126 | 128 | 130 | 131 | 134 | 139
SVBP6 wt + + + 3 2 3 4 3 n.e. 2 3 4 n.e.
SVBP6 #2 + + + + 3 2 3 4 3 n.e. 2 3 4 n.e.
SVBP6 #9 + + + + 3 2 3 4 3 ne 2 3 4 ne
RPBP2 wt + - + + n.e n.e. [ ne 4 n.e n.e. | ne n.e. 2 3 n.e.
RPBP2 #3 + - + + n.e n.e. | n.e 4 n.e n.e. | ne n.e. 3 3 n.e.
RPBP2 #4 + - - - n.e n.e n.e 0 n.e n.e. | ne n.e. 0 1 n.e.
RPBP2 #7 + - + + n.e n.e. n.e 4 n.e n.e. n.e n.e. 3 3 n.e.
SMMP3 wt + + + + 4 4 4 4 3 3 3 3 2 3 3
SMMP3 #3 + + + + 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3
SMMP3 #6 + + + + 5 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3
SVBP3 wt - + + + 4 4 4 4 3 3 3 3 3 4 3
SVBP3 #1 - + + + 4 4 4 4 3 3 3 3 3 4 3
SVBP3 #2 - + + + 4 4 4 4 3 3 3 3 3 4 3
SVBP3 #3 - + + + 4 4 4 4 3 3 3 3 3 4 3
RBAN4 wt + + + + n.e n.e. [ ne 3 n.e n.e. | ne 2 2 3 n.e.
RBAN4 #1 + + + + n.e n.e. [ ne 3 n.e n.e. | ne 3 2 4 n.e.
RBAN4 #2 + + + + n.e n.e. [ ne 3 n.e n.e. | ne 2 2 3 n.e.
RBAN4 #3 + + + + n.e. n.e. n.e. 3 n.e. n.e. n.e. 3 2 4 n.e.
'La capacidad antagonista se ha resumido con valores arbitrarios, que van desde 0 (incapacidad de inhibir el crecimiento del hongo) hasta 5 (antagonismo total, sin crecimiento del hongo).

n.e.= no ensayado



Colonizacién radicular

Colonizacion en plantas de trigo, soja y maiz, crecidas en suelo y vermiculita.

Como ensayo preliminar para evaluar la capacidad de colonizacion radicular de plantas de
trigo (Triticum aestivum, variedad Yarara, Klein S.A.), soja (Glycine max, Don Mario DM4970) y
maiz (Zea mays, hibrido experimental C3 Sursem) por parte de uno de los aislamientos
marcados (SVBP6, clones #2 y #9), se hicieron ensayos en potes de 330 cc (n = 5 por
aislamiento) conteniendo % partes de vermiculita estéril o suelo de la reserva natural Sta.
Catalina (Marrero, 2013). La inoculacion se realizd con suspensiones bacterianas en solucién
salina (SS) equivalentes a 3 unidades de DOsoo: 50 g de semillas se agitaron manualmente con
350 ul de suspensidn bacteriana, por 1 minuto. Se sembraron 5 semillas por pote y se dejaron
crecer por un lapso de 15 dias a 24-26 °C en invernadero, con riego por subirrigacion con
solucién de Jensen estéril (los potes con vermiculita) o agua destilada estéril (los potes con suelo
natural), cada 2 dias (Vincent et al, 1970). Como control negativo se inocularon las semillas sélo
con SS.

Completado el periodo de incubacion, se pesaron aproximadamente 2 g de raices de cada
tratamiento y se agregaron 20 ml de SS. Se llevaron a shaker por 15 minutos a 250 rpm y 1
minuto en sonicador para despegar las bacterias adheridas pertenecientes a la rizésfera.
Diluciones del sobrenadante se sembraron, por triplicado, en placas con medio Gould’s S1
suplementado con Cm2, CHX'0, y Km2 o Gm'0, segln correspondiera a la resistencia
contenida en el transposén. Pasado el tiempo de incubacién, se contabilizaron las UFC/g de raiz
humeda (Tabla 2). Paralelamente, para analizar el patron de colonizacion, se tomaron algunas
raices sobrantes, se colocaron sobre placas de Gould’s S1 suplementado con Cm, CHX y Km o
Gm, segun correspondiera, y luego fueron analizadas utilizando un microscopio de fluorescencia
Leica DMI6000B, con filtro GFP. Estas observaciones no se realizaron sobre las raices recién
cosechadas ya que las mismas mostraban autofluorescencia de color verde cuando eran
expuestas al filtro GFP, por lo que se dificultaba la observacion directa de las posibles
microcolonias establecidas en la superficie radicular. En cambio, luego de incubarlas durante
24hs en medio S1 selectivo con los antibiéticos correspondientes, lograron magnificarse las
microcolonias constituidas en las raices.

El andlisis de la flora autéctona competitiva presente en suelo natural mostré minimo
crecimiento al sembrar muestras directas en medio S1 selectivo para Pseudomonas, junto con
los antibiéticos Gm/Km, Cm y CHX. Los recuentos evidenciaron 30,0 £ 5,7 UFC/g de suelo
resistentes a Gm Cm CHX'y 60,0 + 11,5 UFC/g de suelo resistentes a Km Cm CHX.

Como era de esperarse, los recuentos en vermiculita superaron a los de suelo. Este ultimo es
un ambiente con mayor carga microbiana natural, por lo que las bacterias deben competir por la
colonizacion de las raices y, por lo tanto, los recuentos fueron menores que para vermiculita. Los
controles no mostraron fluorescencia, evidenciando colonizacién radicular por parte de
microorganismos del suelo o del ambiente mismo donde se dejaron crecer las plantulas. En
contraste, todas las raices provenientes de semillas inoculadas con las Pseudomonas marcadas
mostraron fluorescencia al UV con filtro GFP.



Tabla 2 - Recuentos obtenidos de los ensayos de colonizacion en trigo, soja y maiz crecidas

en vermiculita estéril y suelo natural.

Vermiculita Suelo
Ensayo? Promedio UFC/g raiz DS Ensayo?® Promedio UFC/g raiz DS
Control soja 1,47E+04 2,31E+03 Control soja 1,49E+04 1,98E+03
SVBP6 #2 soja 2,95E+06 3,28E+05 SVBP6 #2 soja 9,57E+03 4,78E+03
SVBP6 #9 soja 1,84E+06 6,13E+05 SVBP6 #9 soja 0,00E+00 0,00E+00
Control maiz 3,08E+05 2,05E+04 Control maiz 8,74E+03 6,79E+02
SVBP6 #2 maiz 2,84E+05 9,84E+04 SVBP6 #2 maiz 2,51E+04 1,11E+04
SVBP6 #9 maiz 5,71E+06 2,08E+06 SVBP6 #9 maiz 9,28E+03 3,75E+03
Control trigo 4,16E+04 7,15E+03 Control trigo 2,98E+04 2,25E+03
SVBP6#2 trigo 4,21E+06 1,24E+06 SVBP6 #2 trigo 1,38E+04 2,02E+03
SVBP6#9 trigo 9,23E+06 3,41E+06 SVBP6#9 trigo 2,05E+04 5,72E+02

2 Control soja, Control maiz y Control trigo corresponden a semillas inoculadas con SS en lugar de suspensiones
bacterianas.

Colonizacion de los aislamientos marcados en plantas de trigo crecidas en vermiculita

Debido a algunas inconsistencias encontradas y la complejidad que acarrea estudiar
colonizacion en suelo natural por microscopia, para evaluar los demas aislamientos se decidid
reducir el ensayo a una sola especie de cultivo y en una unica condicién de crecimiento menos
compleja: trigo creciendo en vermiculita estéril.

Se siguié el mismo procedimiento empleado anteriormente pero con una leve modificacion.
Las semillas se inocularon siguiendo un procedimiento descripto por Rizobacter S.A., donde 50 g
de semillas se agitaron manualmente con 400 pl de suspension bacteriana y 100 ul de protector
bacteriano PremaxR® utilizado en inoculantes comerciales (Rizobacter Argentina S.A.), por 1
minuto. Como control negativo también se sumaron semillas inoculadas con SS + PremaxR®.

Los resultados de los experimentos de colonizacion radicular en plantas de trigo para los
cinco aislamientos marcados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3 - Recuento 15 dias post inoculacion.

Ensayo Promedio UFC/g raiz Desvio Std.
SVBP3 #3 3,63E+07 2,00E+07
SMMP3#3 8,75E+07 2,73E+07
SVBP6 #9 5,25E+07 1,42E+07
RBAN4 #2 1,38E+07 1,53E+06
RPBP2 #3 8,05E+06 3,49E+06
Ct premax 1,77E+03 2,79E+02

CtSS 1,29E+04 1,32E+03

Todos los aislamientos mostraron un rango de colonizacién desde 8,05x10¢ hasta 8,75x107
UFC/g de raiz, siendo las cargas rizosféricas significativamente mayores que en los controles
(Premax y SS) (Tabla 3). Los recuentos obtenidos en los grupos de plantas control (Tabla 3 - Ct
premax y Ct SS) revelan la presencia de microorganismos exdgenos capaces de crecer en



medio selectivo S1, posiblemente de origen endofitico o ambiental (durante el ensayo en el
invernaculo) aunque puede observarse que los recuentos obtenidos fueron mucho menores que
en el caso de los grupos de plantas inoculadas con los aislamientos marcados. Esto puede
deberse a su menor competitividad respecto a las cepas inoculadas y a su menor abundancia
relativa en relacion a las cepas inoculadas.

Se analizé al microscopio de fluorescencia la colonizacion en distintas porciones de las
raices. Las imagenes mostraron un patrén continuo de microcolonias a lo largo de toda la
extensién de la raiz analizada. En los controles puede observarse la presencia de
microorganismos exdgenos ya que no muestran fluorescencia al exponerlos a luz UV con filtro
GFP (Figura 3).

Figura 3 - Colonizacion radicular de
plantas de trigo en vermmiculita por
parte de los aislamientos marcados. Se
muestran imagenes vistas bajo luz
blanca (A1, B1, C1,D1, E1, F1y G1)) y
UV con filtro GFP (A2, B2, C2, D2, E2,
F2y G2).

A1y A2 corresponden a un control
inoculado solamente con SS; B1y B2, a
un control inoculado con SS y Premax®;

C1yC2, aRBABN4#2; D1yD2, a
RPBP2#3; E1yE2, a SMMP3#3; F1y
F2, a SVBP3#3; G1y G2, a SVBP6#9.
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¢ Introduccion a la Bioseguridad en Laboratorios. 7 Mayo 2014. Galeno ART. Modalidad:
Taller.

e Taller sobre microorganismos destinados al biocontrol de plagas y enfermedades
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Firma y Aclaracipn del Director Firma y Aclaracion del Co-director*

*Las firmas correspendientes se encuentran en la version impresa enviada al Departamento de seguimiento de
la actividad cientifica.
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