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1. RESUMEN

En la Naturaleza existe una gran diversidad de bacterias que establecen interacciones
beneficiosas con las plantas, desempefiando un papel relevante a través de la promocion de su
crecimiento y la proteccion frente a diversos estreses bidticos y abidticos. Estas bacterias son
capaces de mejorar la disponibilidad de nutrientes esenciales, sintetizar fitohormonas y modular
las respuestas de defensa de las plantas. Ademas, muchas de ellas actuan como agentes de
control biolégico, inhibiendo el desarrollo de fitopatdégenos mediante la competencia por espacio
y nutrientes, la produccién de metabolitos antimicrobianos, la induccién de resistencia sistémica
en la planta, asi como el refuerzo de la pared celular vegetal, entre los mecanismos conocidos en
la actualidad.

La frutilla comercial (Fragaria x ananassa Duch.) es un cultivo muy apreciado a nivel
mundial no sélo por las caracteristicas organolépticas de sus frutos, sino también por su
importante aporte nutricional y propiedades nutracéuticas. Dada su textura delicada y elevada
velocidad de ablandamiento, la frutilla es un cultivo altamente susceptible al ataque por diversos
patdgenos fungicos, como Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer, por lo que el uso de fungicidas
de sintesis quimica ha sido la estrategia mayormente utilizada para el control de enfermedades
fungicas que pueden afectar también al resto de la planta. Es asi que, la aplicacion de bacterias
promotoras del crecimiento vegetal podria no soélo mejorar el crecimiento y rendimiento de las
plantas de frutilla, sino que también representa una alternativa interesante al uso de agroquimicos.

El presente trabajo de Tesis, tuvo como objetivo general estudiar los posibles mecanismos
de accion mediante los cuales bacterias beneficiosas son capaces de promover el crecimiento
vegetal, como asi también el control biologico de patdgenos fungicos en plantas y frutos de frutilla,
y en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Para esto, se realiz6 el aislamiento de bacterias tanto
endofitas como epifitas a partir de hojas y frutos de plantas de frutilla, obteniéndose un total 103
aislamientos cultivables. La evaluacion y caracterizacion de los mismos permitio seleccionar
aquellos que reunian el mayor numero de caracteristicas deseables. Se realizaron ensayos para
evaluar la capacidad de los aislamientos de inhibir el crecimiento in vitro de B. cinerea mediante
el enfrentamiento, tanto directo como indirecto (mediante compuestos volatiles). Los resultados
obtenidos, junto con el analisis mediante BOX-PCR, permitieron seleccionar 47 aislamientos no
redundantes capaces de inhibir el crecimiento in vitro de B. cinerea. A partir de esta seleccion,
se evalud la formacion de biofilms y la sintesis de enzimas hidroliticas (celulasas, proteasas y
lipasas). Estos resultaron permitieron acotar el grupo a un total de 12 aislamientos que formaban
biofilms y eran capaces de sintetizar al menos una de las enzimas evaluadas. Con la finalidad de
determinar otros posibles mecanismos de accion de las bacterias, se realizaron evaluaciones
tanto in vitro como in vivo utilizando el organismo modelo A. thaliana. Como parte de los analisis
in vitro, se determind la motilidad de cada uno de ellos evaluando swimming y swarming, la

produccion de sideroforos, sintesis de fitohormonas en medio minimo y, ademas, la inhibicion del



crecimiento del fitopatdgeno R. stolonifer. A su vez, se evaluo la capacidad de dichos aislamientos
de promover el crecimiento de plantulas y plantas adultas de A. thaliana y controlar la infeccién
por el fitopatégeno B. cinerea en las mismas. Considerando todos los resultados obtenidos, se
decidio seleccionar al aislamiento HIlI11 como potencial agente de control biolégico y promotor
del crecimiento vegetal para continuar con los estudios del presente trabajo de Tesis. La
secuenciacion y posterior analisis filogenético del gen del ARNr 16S y de los genes recA y recN,
permitio identificar a HIlI11 como Bacillus velezensis.

A partir de esta seleccion, se estudio el efecto de la inoculacion con B. velezensis HIlI11
en plantas de A. thaliana en las respuestas de la misma hacia el ataque por fitopatégenos
necrotrofos, como asi también su influencia en el metabolismo de la pared celular primaria de las
células vegetales. Como resultados relevantes, las plantas previamente inoculadas con la bacteria
presentaron una mejor respuesta ante la infeccion provocada por B. cinerea y R. stolonifer,
mostrando areas necroéticas menores y un mejor estado general de las hojas al compararse con
las plantas control. Esta respuesta fue acompafiada por una menor pérdida de electrolitos por
parte de las hojas tratadas con la bacteria, sugiriendo una mayor integridad de las membranas
celulares. En cuanto a la evaluacion de posibles mecanismos de defensa activados en estas
plantas, se observé un aumento en la expresion de los genes AtPAL1 y AtPAL2 (Fenilalanina
amonio liasa 1y 2), AtPDF1.2 (Defensina 1.2) y AtPAD3 (Citocromo P450 monooxigenasa 3) tras
la inoculacién con B. cinerea en las plantas tratadas con HIll11 respecto al control. Ademas, el
contenido de antocianinas y compuestos fendlicos, los cuales estan implicados en diversas
respuestas de defensa, fue mayor en las plantas inoculadas con la bacteria. En lo que respecta a
modificaciones en el metabolismo de la pared celular vegetal, la inoculacion con HIll11 dio lugar
a plantas de A. thaliana con mayor contenido total de pared celular respecto al control. EI menor
crecimiento in vitro de B. cinerea y R. stolonifer cuando se les suministraron estas paredes como
unica fuente de nutrientes sugiere un menor acceso de estos fitopatdgenos a las mismas. En
cuanto al contenido de las principales fracciones poliméricas de la pared, si bien no hubo un
cambio en el contenido de acido galacturonico en pectinas totales, la inoculacion con HIll11
incremento el contenido de cadenas laterales de pectinas y de las fracciones de hemicelulosas y
celulosa. Estos resultados fueron acompafados con el analisis de expresién mediante PCR en
Tiempo Real de genes implicados en el metabolismo de estos polimeros. La mayor expresion
relativa del gen AtPME3 (Pectin metilesterasa 3) en las plantas inoculadas con HIlI11 y el hecho
de que AtPG1 (Poligalacturonasa 1) no se vio alterada, sugeriria una mayor estabilizacion de los
poliurénidos demetilados de la pared a través de la formacion puentes de Ca?*, respecto a los
controles. En plantas inoculadas con HIll11, se observd ademas una reduccion significativa de la
expresion de los genes AtAral (a-L-arabinofuranosidasa 1) y At{BGal (B-galactosidasa),
implicados en la degradacion de cadenas laterales, y de los genes AtExp5 (Expansina 5) y AtXL

(Xilanasa), que codifican enzimas implicadas en el metabolismo de hemicelulosas. En conjunto,



estos resultados revelan una posible influencia de HIII11 en el contenido e integridad de los
polimeros de la pared celular de A. thaliana.

En paralelo a los estudios en A. thaliana, se analizd el efecto de la inoculacién con B.
velezensis HIII11 en plantas de frutilla. Se evaluaron parametros de calidad de frutos maduros y
la composicion de la pared celular, su integridad y la respuesta transcripcional de genes de pared.
Los parametros de calidad relacionados con el gusto de la frutilla, como pH, acidez titulable,
solidos solubles totales y azucares totales, no se vieron modificados en los frutos provenientes
de plantas inoculadas con HIII11 en comparacion con los frutos control. En cuanto al contenido
de antocianinas, pigmentos hidrosolubles que le confieren el color caracteristico de las frutillas
maduras, no se encontraron diferencias entre los tratamientos. Sin embargo, los frutos de plantas
inoculadas con la bacteria presentaron un contenido superior de compuestos fendlicos y
flavonoides, los cuales, ademas de estar implicados en respuestas de defensa, les confieren a los
frutos propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Si bien no hubo diferencias en el contenido
total de pared celular entre frutos de ambos tratamientos, las paredes aisladas de frutos
inoculados con HIII11 presentaron una menor hidratacion in vitro que las provenientes de frutos
control, sugiriendo una menor porosidad de las mismas. Cuando se analizé el contenido de las
distintas fracciones pécticas, no se encontraron diferencias en el contenido de &cido
galacturdnico en pectinas totales ni tampoco en las fracciones correspondientes a PSA, PSE y
PSH. Notablemente, al igual que en las plantas de A. thaliana, el contenido de cadenas laterales
fue mayor en los frutos de plantas inoculadas con HIlI11 respecto al control. A la vez, en estos
frutos se observo una menor expresion de los genes relacionados con la degradacion de dichas
cadenas, FaAra1 (a-L-arabinofuranosidasa 1) y FaBGal4 (B-galactosidasa 4). En cuanto a las
fracciones de hemicelulosas y celulosa, no se observaron cambios entre los tratamientos, si bien
los resultados de expresion relativa mostraron una disminucion en la expresion de FaExp5
(Expansina 5) en los frutos inoculados con HIIIM1 y una regulacion positiva de FaXTH2
(Xiloglucano endotransglicosidasa/hidrolasa 2), con la posibilidad de que la enzima codificada por
este Ultimo gen esté actuando como endotransglicosilasa contribuyendo a la integridad de la
pared celular.

Por otra parte, se evalud la infeccién con B. cinerea en las hojas de plantas de frutilla
obteniéndose como resultado una menor area necrética en aquellas inoculadas con B. velezensis
HIII11 en comparacién con las hojas control, indicando un efecto de control biolégico de esta
bacteria. A su vez, el crecimiento in vitro de este fitopatdgeno se vio afectado cuando se le
suministré como unica fuente de nutrientes las paredes celulares aisladas de hojas inoculadas
con la bacteria, de manera similar a lo observado en las paredes aisladas de frutos de frutilla y de
hojas de A. thaliana.

Continuando con la profundizacion en la caracterizacion de B. velezensis HIlI11 como
bacteria promotora del crecimiento vegetal y/o agente de control bioldgico, se identifico en su

genoma la presencia de genes que codifican compuestos con actividad antimicrobiana (srfA, que



codifica para una surfactina sintetasa, fenD, que codifica para una fengicina sintetasa, bacA, que
codifica para una proteina de biosintesis de bacilisina, bymB, que codifica para bacilomicina L
sintetasa B, e ituD, que codifica para una iturina A sintetasa D).

Finalmente, en la busqueda de la posible aplicacion de HIlI11 en la postcosecha de frutilla
como estrategia para la preservacion del fruto, se obtuvieron sobrenadantes libres de células. Al
testearse in vitro, se comprobd la capacidad de los mismos para inhibir el crecimiento de B.
cinerea y R. stolonifer de manera dosis dependiente. Notablemente, la aplicacion postcosecha de
dicho sobrenadante libre de células en una concentracion del 25% en frutillas maduras logro

retrasar la enfermedad causada por B. cinerea respecto a los frutos control.

Palabras clave: bacterias promotoras del crecimiento vegetal, control bioldgico, frutilla,

Arabidopsis thaliana, Bacillus velezensis, pared celular vegetal
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1. ABSTRACT

There is a great diversity of bacteria in Nature establishing beneficial interactions with
plants, playing a relevant role by promoting their growth and protecting them against various biotic
and abiotic stresses. These bacteria might improve the availability of essential nutrients,
synthesizing phytohormones and modulating plant defence responses. Furthermore, many of
them act as biological control agents, inhibiting the development of phytopathogens through
competition for space and nutrients, the production of antimicrobial metabolites, the induction of
systemic resistance in the plant, as well as the reinforcement of the plant cell wall, among the
currently known mechanisms.

The commercial strawberry (Fragaria x ananassa Duch.) is a crop highly appreciated
worldwide not only for the organoleptic characteristics of its fruits but also for its nutritional
contribution and nutraceutical properties. Given their delicate texture and high softening speed,
strawberries are a crop highly susceptible to attack by various fungal pathogens, such as Botrytis
cinerea and Rhizopus stolonifer, which is why the use of chemically synthesized fungicides has
been the principal strategy to control fungal diseases that can also affect the rest of the plant.
Thus, the application of plant growth-promoting bacteria could not only improve the growth and
yield of strawberry plants but also represent an alternative to the use of agrochemicals.

The general objective of this Thesis was to study the possible mechanisms of action through
which beneficial bacteria promote plant growth, as well as the biological control of fungal
pathogens in strawberry plants and fruits and in the model plant Arabidopsis thaliana. For this, the
isolation of both endophytic and epiphytic bacteria was carried out from leaves and fruits of
strawberry plants, obtaining a total of 103 culturable isolates. Their evaluation and characterization
made it possible to select those that met the greatest number of desirable characteristics. The
ability of the isolates to inhibit the in vitro growth of B. cinerea through direct- and indirect
confrontation was tested. The results obtained, together with the BOX-PCR analysis, allowed us
to select 47 non-redundant isolates capable of inhibiting the in vitro growth of B. cinerea. The
formation of biofilms and the synthesis of hydrolytic enzymes (cellulases, proteases and lipases)
were evaluated on these isolates. These results allowed us to narrow the group of bacteria to 12
isolates forming biofilms and synthesizing at least one of the enzymes evaluated. To determine
other possible mechanisms of bacteria action, both in vitro and in vivo evaluations were carried
out using the model organism A. thaliana. As part of the in vitro analyses, the motility of each of
them was evaluated by swimming and swarming assays, the production of siderophores, synthesis
of phytohormones in a minimal medium and, in addition, the inhibition of the growth of the
phytopathogen R. stolonifer. The ability of these isolates to promote the seedlings- and adult A.
thaliana plants' growth and to control the B. cinerea infection was evaluated. Considering all the
results obtained, we decided to select the HIll11 isolate as a potential biological control agent and

plant growth promoter to continue with the studies of this Thesis work. Sequencing and
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subsequent phylogenetic analysis of the 76S rRNA gene and the recA and recN genes allowed
HIll11 to be identified as Bacillus velezensis.

Based on this selection, the effect of inoculation with B. velezensis HIlII11 in A. thaliana
plants on its responses to attack by necrotrophic phytopathogens was studied, as well as its
influence on the metabolism of the primary cell wall of plant cells. As relevant results, plants
previously inoculated with the bacteria presented a better response to the infection caused by B.
cinerea and R. stolonifer, showing smaller necrotic areas and a better general condition of the
leaves when compared to control plants. This response was accompanied by a lower loss of
electrolytes by the leaves treated with the bacteria, suggesting greater integrity of the cell
membranes. Regarding the evaluation of possible defence mechanisms activated in these plants,
an increase in the expression of the genes AtPAL1 and AtPALZ2 (Phenylalanine ammonium lyase
1 and 2), AtPDF1.2 (Defensin 1.2) and A{PAD3 (Cytochrome P450 monooxygenase 3) after
inoculation with B. cinerea was observed in the plants treated with HIII11 compared to the control.

Furthermore, the content of anthocyanins and phenolic compounds, involved in various
defence responses, was higher in plants inoculated with the bacteria. As regards modifications in
the plant cell wall metabolism, the inoculation with HIlII11 gave rise to A. thaliana plants with a
higher total cell wall content compared to the control and lower in vitro growth of B. cinerea and
R. stolonifer when supplying these walls as the only source of nutrients suggests less access to
these phytopathogens. Considering the content of the main polymeric fractions of the wall,
although there was no change in the content of galacturonic acid in total pectins, inoculation with
HIlI11 increased the content of pectin side chains and hemicelluloses and cellulose fractions. The
expression analysis by Real-Time PCR of genes involved in the metabolism of these polymers
showed a higher relative expression of the AtPME3 gene (Pectin methyl esterase 3) in plants
inoculated with HIII11 and no changes in the AtPG1 (Polygalacturonase 1) expression suggesting
a stabilization of the demethylated polyuronides of the wall through the formation of Ca?* bridges,
compared to the controls. In plants inoculated with HIII11, a significant reduction in the expression
of the genes AtAra1 (a-L-arabinofuranosidase 1) and A{BGal (B-galactosidase) (involved in the
degradation of side chains) and the genes AtExp5 (Expansin 5) and AtXL (Xylanase) (coding
enzymes involved in the metabolism of hemicelluloses) was also observed. Overall, these results
reveal a possible influence of HIlI11 on the content and integrity of A. thaliana cell wall polymers.

In addition, the effect of inoculation with B. velezensis HIll11 in strawberry plants was
analyzed. Quality parameters associated with the taste and the composition and integrity of the
cell wall of ripe fruits were studied. The pH, titratable acidity, total soluble solids and total sugars
did not change in fruits from plants inoculated with HIlI11 compared to control fruits. As regards
the content of anthocyanins (water-soluble pigments that give the characteristic colour of ripe
strawberries), no differences were found between treatments. However, the fruits of plants
inoculated with the bacteria had a higher content of phenolic compounds and flavonoids, which,

in addition to being involved in defence responses, give the fruits antioxidant and anti-
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inflammatory properties. Although there were no differences in the total cell wall content between
fruits from both treatments, the cell walls isolated from fruits inoculated with HIlI11 showed a lower
in vitro swelling, which suggests a lower porosity than controls. Considering the pectic fractions,
no differences in the galacturonic acid content in total pectins, PSA, PSE and PSH were found
between HIIlI11 and controls. Notably, as in A. thaliana plants, the content of side chains was higher
in the fruits of plants inoculated with HIll11 compared to the control. Simultaneously, a lower
expression of the genes related to the degradation of these chains, FaAral (o-L-
arabinofuranosidase 1) and FaBGal4 (galactosidase 4), was observed in the HIII11 fruits.
Regarding the hemicelluloses and cellulose fractions, even though no changes were shown
between the treatments, the Real-Time PCR assays showed a decrease in the expression of
FaExp5 (Expansin 5) in the fruits inoculated with HIlI11 and positive regulation of FaXTHZ2
(Xyloglucan endo-transglycosidase/hydrolase 2), with the possibility that the enzyme encoded by
this last gene is acting as an endo-transglycosylase contributing to the integrity of the cell wall.

Deepening the characterization of B. velezensis HIlI11 as a plant growth-promoting bacteria
and/or biological control agent, the presence of genes that encode compounds with antimicrobial
activity (srfA, which encodes a surfactin synthetase, fenD, which encodes a fengycin synthetase,
bacA, which encodes a bacilisin biosynthesis protein, bymB, which encodes bacillomycin L
synthetase B, and ituD, which encodes an iturin A synthetase D) was verified.

Finally, in the search for a possible application of HIII11 in strawberry postharvest as a
strategy for fruit preservation, cell-free supernatants were obtained. When tested in vitro, their
ability to inhibit the growth of B. cinerea and R. stolonifer in a dose-dependent manner was
verified. Notably, the postharvest application of the cell-free supernatant at a concentration of 25%

in ripe strawberries managed to delay the disease caused by B. cinerea compared with controls.

Keywords: Plant growth promoting bacteria, biological control, strawberry, Arabidopsis thaliana,

Bacillus velezensis, plant cell wall
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2. INTRODUCCION GENERAL

2.1. Interaccion planta-microorganismos. Bacterias promotoras del crecimiento

vegetal.

Diversos microorganismos tales como bacterias, hongos, y protozoos son capaces de
establecer relaciones beneficiosas, patogénicas, o neutrales con la planta hospedadora, pudiendo
ocupar diferentes nichos que pueden a su vez estar asociados a diferentes 6rganos y/o tejidos
vegetales. Algunos de ellos, denominados epifitos, son capaces de colonizar y establecerse en la
superficie de los distintos 6rganos de la planta hospedadora. Otros microorganismos poseen la
capacidad de colonizar y crecer en el interior de los 6rganos y tejidos vegetales sin causarle dafio,
y son conocidos como endofitos. A su vez, existe una poblacion de microorganismos que habitan
en el suelo y pueden colonizar la rizosfera de las plantas, es decir la zona que rodea y se
encuentra en estrecho contacto con la raiz, como también a la raiz propiamente dicha (Lundberg
etal, 2012).

Las interacciones beneficiosas pueden mejorar el crecimiento y la salud de la planta
hospedante, suprimir enfermedades causadas por otros microorganismos y aumentar la
disponibilidad de nutrientes y su asimilacion (Elnahal et al., 2022; Glick, 2015). Si bien hay una
amplia variedad de microorganismos, las bacterias son el componente dominante en la microflora
de la planta. Aquellas bacterias que interaccionan de manera beneficiosa con la planta y poseen
la capacidad de promover el crecimiento vegetal se las conocen como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal o PGPBs (por su nombre en inglés, Plant-Growth Promoting Bacteria). Entre
los géneros que pertenecen a esta categoria se incluyen Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas,
Rhizobium, Azotobacter, Burkholderia, Serratia, Enterobacter, Azospirillum, y Klebsiella (Soni &
Keharia, 2021). Debido a su capacidad para promover el crecimiento vegetal, su potencial como
agentes de biocontrol, su rapido crecimiento, facil manejo y notable capacidad de colonizacion,
estas bacterias son de gran interés para la formulacion de inoculantes y su aplicacion en la

agricultura como biofertilizantes, pesticidas y fitorremediadores (Maitra et al., 2022).

2.2. Mecanismos directos e indirectos de accion de PGPBs.

Las PGPBs pueden afectar al crecimiento y desarrollo de la planta de manera directa o
indirecta. La promocion del crecimiento de manera directa se da cuando la bacteria es capaz de
facilitarle a la planta la adquisicion de nutrientes esenciales y/o modular los niveles de
fitohormonas (Santoyo et al., 2016). Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden
fijar el nitrogeno atmosfeérico y suministrarselo a la planta; sintetizar siderdforos, los cuales pueden
secuestrar y solubilizar hierro a partir del suelo y proveérselo a las células vegetales; modular los

niveles hormonales mediante la sintesis de fitohormonas como auxinas, citoquininas, o
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giberelinas; solubilizar el fosfato de manera que aumente su disponibilidad para la planta; y
sintetizar la enzima ACC (acido 1-aminociclopropano-1-carboxilo) desaminasa, la cual disminuye
los niveles de etileno en la planta (Glick, 2015). Por otro lado, de manera indirecta, una PGPB
puede promover el crecimiento de la planta hospedadora reduciendo el impacto negativo de
diferentes patégenos utilizando distintas estrategias de control bioldgico. Esto puede ser
mediante la sintesis de antibidticos y distintos compuestos antimicrobianos, sintesis de enzimas
hidroliticas, compitiendo por espacio y nutrientes con el fitopatdgeno, e incluso, induciendo
respuestas de defensa en la planta hospedadora (Olanrewaju et al., 2017). Los microorganismos
capaces de inhibir o retrasar el desarrollo de enfermedades en plantas se conocen como agentes
de control biologico o BCAs (del inglés, Biological Control Agents), tema que se abordara en
secciones posteriores. En la Figura 2.1 se muestran los principales mecanismos directos e
indirectos vinculados con la promocion del crecimiento vegetal. En las siguientes secciones, se

detallaran sélo aquellos relevantes para este trabajo de Tesis.
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Figura 2.1. Mecanismos directos e indirectos de las PGPBs en la promocion del crecimiento vegetal.
En la figura se detallan algunas de las multiples estrategias que utilizan las bacterias promotoras del

crecimiento vegetal para favorecer el desarrollo de las plantas.

2.2.1. Sintesis de sideroforos.

El hierro (Fe) es un micronutriente requerido en gran cantidad por las plantas. Participa en
la biosintesis de clorofila, reacciones redox y muchas otras actividades fisiologicas importantes
(Briat et al., 1995; Liang, 2022). Este nutriente puede encontrarse en dos estados de oxidacion,
Fe® o férrico (estado oxidado), y Fe?* o ferroso (estado reducido). Si bien el Fe es abundante en
el suelo, no siempre se encuentra facilmente disponible para las plantas debido a su baja
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solubilidad, ya que, en muchos ambientes naturales con condiciones aerdbicas y pH neutro o
ligeramente alcalino el Fe predomina en estado férrico, su forma menos soluble. Es asi, que las
plantas han desarrollado mecanismos que controlan la absorcion, utilizacion y almacenamiento
del Fe y principalmente, mecanismos que les permiten responder ante la deficiencia del mismo.
Una de estas estrategias es un mecanismo basado en la reduccién que involucra la acidificacién
de la rizosfera mediante la liberacidén de protones desde la raiz, la reduccion de Fe®* a Fe?* por
una reductasa localizada en la membrana, y la toma de Fe?* por un transportador de alta afinidad
(Liang, 2022). Otra estrategia se basa en mecanismos de quelacion, principalmente presente en
gramineas. La planta libera fitosideroforos desde la raiz para solubilizar y quelar el Fe** en el suelo
(Liang, 2022).

Mas alla de los mecanismos desarrollados por las plantas para utilizar el Fe, existen indicios
acerca de la importancia de las comunidades microbianas del suelo en la captura y solubilizacion
de Fe en ambientes limitados de este metal. Las PGPBs pueden sintetizar sideréforos, que son
moléculas organicas de bajo peso molecular y con alta afinidad por el hierro, incluso mayor que
la de los siderdforos producidos por las plantas (Novo et al., 2018). Los sideroforos secretados
por microorganismos promueven la conversién de Fe3" a iones Fe?', aumentando su
disponibilidad para la planta (Saha et al., 2016; Timofeeva et al., 2023), y favoreciendo asi, su
desarrollo y crecimiento. Se han identificado bacterias promotoras del crecimiento vegetal
capaces de sintetizar sideroforos como, por ejemplo, Bacillus cereus (Sherpa et al., 2021),
Pseudomonas fluorescens y Azospirillum lipoferum (Bagmare et al., 2019).

Por otro lado, las bacterias capaces de producir sideréforos utilizan este mecanismo para
el control de determinados fitopatdgenos, ya que dichas moléculas competirian por el hierro
presente en el ambiente, limitando su acceso y, en consecuencia, inhibiendo el crecimiento de
los mismos (Kumar et al., 2022; Saha et al., 2016). Sheng et al. (2020) reportaron que Brevibacillus
brevis GZDF3 no solo presentaba cualidades importantes relacionadas con el estimulo del
crecimiento vegetal, sino que ademas era capaz de sintetizar grandes cantidades de sideroforos
con importante actividad antagonista hacia Candida albicans. Por lo tanto, la produccion de
sideroforos por microorganismos beneficiosos puede estar implicada tanto en la promocion del

crecimiento de la planta hospedadora como en el control biolégico de diversos fitopatégenos.

2.2.2. Produccion de fitohormonas.

Las fitohormonas son moléculas pequeias esenciales en la regulacion del crecimiento de
la planta, su desarrollo, reproduccion y supervivencia. Actian como moléculas sefal y lo hacen
a bajas concentraciones (Zhao et al., 2021). Los diferentes tipos existentes incluyen citoquininas,
auxinas, giberelinas, acido abscisico (ABA), acido salicilico (AS), acido jasmonico (AJ),
brasinoesteroides, y etileno (ET). Las plantas disponen naturalmente de estas fitohormonas a

través de dos fuentes: la produccion endogena por los propios tejidos vegetales, y la produccion
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exdgena asociada a microorganismos, que incluye numerosas bacterias y hongos. Ambas fuentes
de fitohormonas ayudan a las plantas a responder a estreses tanto bidticos como abioticos
(Orozco-Mosqueda et al., 2023).

Entre las fitohormonas existentes, las citoquininas se encuentran involucradas en procesos
como la fotosintesis y la diferenciacion de cloroplastos. También se conoce que promueven la
division celular, modulan la germinacion de la semilla, la dominancia apical, el desarrollo de flores
y frutos, e inhiben la senescencia en algunos organos de la planta, especialmente en hojas. Dentro
del género Pseudomonas se ha encontrado que las citoquininas producidas por la cepa P.
fluorescens G20-18 promueven el crecimiento de la planta de tomate y aumentan su tolerancia a
estrés por sequia (Mekureyaw et al., 2022).

El &cido 3-indolacético (AlA) es la auxina natural méas abundante y ampliamente distribuida
en las plantas, y es una hormona importante en la regulacién de procesos vinculados al
crecimiento y desarrollo vegetal, esta implicada en procesos de division celular, elongacion y
diferenciacion de la raiz, dominancia apical, floracion, maduracion de frutos y senescencia (Baca
& Elmerich, 2003; Lee & Cho, 2013). Su biosintesis se da a partir del precursor triptéfano (Trp)
por multiples vias enzimaticas, aunque también puede ser sintetizada a través de vias
independientes de Trp, especialmente en plantas. La produccion de AIA por bacterias
beneficiosas ha sido asociada principalmente con la promocién del crecimiento vegetal y se han
reportado varios géneros bacterianos que poseen esta capacidad, como Bacillus, Azospirillum,
Bradyrhizobium, Pseudomonas, entre otros. Tales son los casos de la bacteria Pseudomonas
putida GR12-2 productora de AIA, que estimula el desarrollo del sistema radicular y promueve el
crecimiento de plantas de frijol mungo (Vigna radiata) (Patten & Glick, 2002), o la cepa de Bacillus
sp. LZR216 que, mediante la sintesis de auxinas, modifica la arquitectura de la raiz y estimula el
crecimiento de plantulas de A. thaliana (Wang et al., 2015). Estas modificaciones, que incluyen el
estimulo del crecimiento de raices laterales y adventicias, mejoran la eficiencia de la toma de
nutrientes por la planta y, ademas, promueve la liberacion de exudados por la raiz, modulando de
esta manera las asociaciones de la planta con microorganismos (de Andrade et al., 2023).

Se conoce que el acido abscisico juega un papel importante en las respuestas a estrés y
adaptacion de las plantas, y aplicaciones exdgenas de esta fitohormona en diferentes cultivos
puede mejorar la tolerancia a distintos estreses abioticos. Cutler et al. (2010) reportaron que el
ABA puede controlar el crecimiento de la raiz y regular el contenido de agua en la planta en
condiciones de estrés por sequia, principalmente mediante la reduccién de la transpiracion a
través del cierre estomatico. Si bien las plantas regulan endégenamente los niveles de esta
fitohormona, también se han identificado diversas PGPBs capaces de sintetizarla y contribuir a
su disponibilidad en el entorno. Sgroy et al. (2009) aislaron bacterias endofiticas de Prosopis
strombulifera a las cuales se les atribuyo caracteristicas relacionadas con la promocién del
crecimiento vegetal, entre ellas la capacidad de sintetizar ABA en el medio de cultivo. Por otro

lado, la sintesis de esta fitohormona por Bacillus amyloliquefaciens RWL-1 condujo a una mayor
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tolerancia al estrés salino y un aumento en el rendimiento y productividad de plantas de arroz
(Shahzad et al., 2017).

Por otro lado, las giberelinas (o acido giberélico, AG) controlan diversos aspectos como la
division celular y elongacion durante el crecimiento y desarrollo de la planta, pudiendo aumentar
el crecimiento del tallo, alterar la latencia de las semillas en germinacion y aumentar la
senescencia de hojas y frutos (Hedden & Kamiya, 1997; Spaepen, 2015). Las formas
biolégicamente activas de esta fitohormona son AG1, AGs, AGs y AGy, siendo AGs la forma mas
comun (Orozco-Mosqueda et al., 2023). Las otras giberelinas, que no son activas, pueden estar
involucradas en la biosintesis y/o degradacion de las formas activas de esta fitohormona
(Yamaguchi, 2008). Las bacterias beneficiosas pueden modular los niveles de esta fitohormona
en la planta mediante la sintesis de novo de la misma y/o cambiando las giberelinas en estado
inactivo a AG activas. Mirskaya et al. (2022) observaron que la inoculacién con Bacillus sp. V2026
en diferentes lineas de trigo incrementa los niveles endogenos de AG y AIA, mejorando el
rendimiento de las mismas.

Las fitohormonas como AS, AJ y ET participan activamente en la respuesta inmune de la
planta (Loake & Grant, 2007; Pieterse et al., 2009; Ruan et al., 2019). Generalmente, la induccion
de la respuesta sistémica inducida (ISR, del inglés Induced Systemic Resistance) se asocia con
las vias de senalizacion de AJ y ET, mientras que la respuesta sistémica adquirida (SAR, del inglés
Systemic Acquired Resistance) tipicamente se asocia con la via del AS.

El AS y sus derivados, denominados de manera colectiva como salicilatos, regulan varios
aspectos relacionados con el crecimiento de la planta, estreses ambientales, y respuestas de
defensa contra patdogenos. Ademas de las plantas, se ha reportado que distintos géneros
bacterianos como Pseudomonas, Bacillus, Azospirillum, Salmonella, Achromobacter, Vibrio,
Yersinia, y Mycobacteria sintetizan salicilatos (Mishra & Baek, 2021). Islam et al. (2020) aislaron,
a partir de hojas del sauce llorén (Salix babylonica), una bacteria endofita capaz de producir AS
identificada como Pseudomonas tremae EB-44. La inoculacion de semillas de N. benthamiana y
N. tabacum con EB-44 mostro una respuesta de defensa mas efectiva de estas plantas contra P.
syringae pv. tabaci, las cuales ademas mostraron un mayor crecimiento.

El AJ y sus derivados, los jasmonatos, son pequefias moléculas de sefalizacion derivadas
de lipidos producidas por plantas, ciertas bacterias y hongos. Regulan diferentes procesos que
estan relacionados con el desarrollo de la planta, como la formacién de tubérculos y tricomas, la
senescencia de las hojas o el desarrollo reproductivo. Ademas, estan implicadas en interacciones
simbidticas y respuestas de las plantas a heridas y defensa contra insectos y patogenos (Eng et
al., 2018). Si bien, hay pocos reportes sobre la sintesis de esta fitohormona y sus derivados por
microorganismos, Forchetti et al. (2007) observaron que tres cepas identificadas como
Achromobacter sp. SF2, y Bacillus sp. SF3 y SF4, eran capaces de producir AJ, su precursor
acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA, del inglés 12-oxo-phytodienoic acid) y ABA en el medio de

cultivo.
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Por ultimo, el etileno es un potente regulador de numerosos procesos fisiolégicos, como la
maduracion del fruto (Liu et al., 2015), la senescencia de las hojas, el crecimiento de la raiz y de
los pelos radiculares (Verbon & Liberman, 2016), el gravitropismo, la respuesta a diferentes tipos
de estrés, tanto bidticos como abidticos, entre otros. La sintesis de etileno en las plantas es
inducida bajo ciertas condiciones de estrés, lo cual lleva a la inhibicion del desarrollo radicular y
el crecimiento vegetal. En este sentido, se ha propuesto que muchas PGPBs promueven el
crecimiento vegetal provocando una disminucién de los niveles de etileno en la planta. Las PGPBs
pueden modular los niveles de etileno afectando la expresion de genes que codifican para
enzimas de sintesis de la fitohormona, como la ACC-sintasa y la ACC-oxidasa (Tsukanova et al.,
2017) o sintesis de la enzima ACC-desaminasa (Glick, 2015). Ademas de esto, se han identificado
diversas interacciones de esta fitohormona con otras y su implicancia en la inmunidad de las
plantas (Yang et al., 2015).

Es de suma importancia aclarar que las fitohormonas no actian de manera independiente,
sino que interactuan cooperativamente o en oposicion a través de una red compleja de

comunicacion regulando todos los procesos antes mencionados.

2.2.3. Movilidad, colonizacion y formacion de biofilms.

Anteriormente mencionamos que distintos microorganismos pueden ocupar y colonizar
distintos nichos en la planta hospedadora, generando interacciones beneficiosas entre ellos. Este
proceso de colonizacion involucra una comunicacion compleja entre ambas partes. Usualmente
comienza en la raiz, mediante el reconocimiento por parte del microorganismo de compuestos
especificos presentes en los exudados de dicho 6rgano (Afzal et al., 2019). La movilidad y la
produccion de exopolisacaridos por las bacterias son caracteristicas que les permiten el
desplazamiento hacia condiciones mas favorables y la posibilidad de colonizar distintos tejidos
de la planta. La colonizacion endofitica y/o epifitica de los 6rganos de la planta hospedadora,
como asi también la colonizacion de la rizosfera, refleja la habilidad del microorganismo de
adaptarse selectivamente a estos nichos ecolégicos especificos y esta capacidad ha sido
relacionada con la promocion del crecimiento vegetal, como asi también con mecanismos de
control biolégico como la antibiosis y la competencia por nutrientes y nichos (Bonaterra et al.,
2022; Compant et al., 2005; Lahlali et al., 2022).

Existen diferentes tipos de movilidad que pueden llevar a cabo las bacterias, los cuales
estan regulados por las condiciones ambientales, y estos se clasifican en: swimming, swarming,
twitching, gliding y sliding, por sus nombres en inglés (Palma et al., 2022). Los movimientos tipo
swimming y swarming son dependientes de flagelo. El swimming se basa en la movilidad de las
células individuales sobre un medio liquido o semiliquido, mientras que el swarming es la
movilidad de una poblacion o grupo de células en un medio semisolido y que, ademas, esta

regulada por el sistema de comunicacion del tipo quorum sensing (Kearns, 2010; Palma et al.,
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2022). La movilidad twitching es impulsada por la extension y retraccion de los pili de tipo IV y es
un movimiento celular lento (Jarrell & McBride, 2008; Mattick, 2002). En cambio, el gliding es un
movimiento celular mas organizado y suave que se produce sin la ayuda de flagelos o pili, sino
que depende de proteinas de superficie para el desplazamiento (Jarrell & McBride, 2008). La
movilidad tipo sliding hace referencia a una forma pasiva de propagacion superficial que no
requiere de un motor activo, sino que se da por la sintesis de surfactantes que reducen la tension
superficial (Kearns, 2010; Palma et al., 2022).

En este trabajo de Tesis nos enfocamos en la motilidad tipo swimming y swarming como
una caracteristica de relevancia para el control bioldgico de enfermedades y la promocién del
crecimiento vegetal. Lorenzini & Zapparoli (2020) demostraron que bacterias que exhibian mayor
movilidad de tipo swimming y swarming presentaron una mayor capacidad para competir e inhibir
el crecimiento in vitro del patdgeno Botrytis cinerea.

Otra caracteristica importante en la colonizacion y establecimiento en un tejido vegetal, es
la capacidad de los microorganismos de formar biopeliculas o biofilms, por su nombre en inglés
(terminologia que vamos a utilizar durante todo el trabajo de Tesis). Estos biofilms son complejos
multicelulares que se dan por la interaccion fisica entre bacterias de una misma especie o incluso
entre bacterias de especies diferentes y una superficie. Las células microbianas se adhieren entre
si y a la superficie a través de una matriz de sustancias poliméricas extracelulares, incluidos
exopolisacaridos, proteinas y ADN (Lahlali et al., 2022; Vlamakis et al., 2013). La formacion de
estos biofilms les confiere ciertas ventajas a las bacterias como, por ejemplo, proteccion contra
fluctuaciones en las condiciones ambientales. A su vez, distintos estudios han sugerido que la
formacion de biofilms por bacterias beneficiosas juega un papel importante en la proteccion de
las plantas, ya que pueden cubrir hojas y/o raices proporcionando seguridad contra
microorganismos patdgenos y favoreciendo el aprovechamiento de determinados nutrientes. Por
ejemplo, Haggag & Timmusk (2008) demostraron que Paenibacillus polymyxa, una rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal, coloniza la punta de las raices de plantas de mani formando
biofilms y, de esta manera, protege a la planta contra Aspergillus niger. Por otro lado, Nie et al.
(2022) observaron que la formacion de biofilms por Bacillus amyloliquefaciens B4 en combinacion
con FeCls tiene un efecto inhibitorio de Penicillium expansus y Botrytis cinerea durante la

postcosecha de diversos frutos.

2.2.4. Competencia por espacio y nutrientes con fitopatégenos.

La competencia se da cuando existe una superposicion de nichos entre los fitopatdgenos
y los microorganismos beneficiosos, resultando en una demanda simultanea de recursos (Lahlali

et al., 2022). La competencia por nutrientes (carbohidratos, nitrdgeno, y oxigeno) y espacio es un

potente mecanismo de accion de bacterias beneficiosas, previniendo el desarrollo de
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fitopatdogenos y protegiendo a la planta hospedadora (Compant et al., 2005). De esta manera,
puede prevenirse o reducirse la incidencia de un patégeno, sin una accion directa sobre el mismo.

Las bacterias beneficiosas pueden limitar la proliferacion de fitopatégenos mediante el
agotamiento de la fuente de nutrientes, ya que generalmente éstas son mas eficientes en la
captacion de los mismos que los fitopatdgenos. Un claro ejemplo de esto es la competencia por
el hierro mediante la sintesis de sideroforos (seccién 2.2.1). Las bacterias antagonistas son
capaces de producir grandes cantidades de sideroforos con alta afinidad por el hierro,
disminuyendo su disponibilidad para los fitopatogenos (Kohl et al., 2019; Kumar et al., 2022;
Lahlali et al., 2022).

En lo que respecta a la competencia por nichos, las habilidades de movilidad, colonizacion
y formacion de biofilms (seccion 2.2.3) de las bacterias antagonistas son importantes para lograr
invadir y ocupar distintos espacios antes que los fitopatdogenos (Soni & Keharia, 2021). A su vez,
pueden modular condiciones del nicho haciendo que las mismas no sean favorables para el
crecimiento de los patogenos, como cambios en el pH (Kunz, 2006), sintesis de biosurfactantes,
sintesis de enzimas (Kohl et al., 2019), entre otros. Tan et al. (2013) reportaron que las cepas CM-
2 y T-5 de B. amyloliquefaciens demostraron potencial para promover el crecimiento de plantas
de tomate y controlar al patdgeno Ralstonia solanacearum. Observaron una elevada colonizacion

por ambos antagonistas y una reduccion en la densidad del patdgeno en la rizosfera de tomate.

2.2.5. Antibiosis.

La habilidad de PGPBs de sintetizar distintos compuestos antimicrobianos ha sido
ampliamente estudiado para la inhibicién, restriccion del crecimiento o eliminaciéon de patdégenos
(Caulier et al., 2019; Fanai et al.,, 2024). Las moléculas antimicrobianas o antibiéticos son
metabolitos secundarios que pertenecen a una categoria diversa de compuestos organicos de
bajo peso molecular producidos por microorganismos. Estos compuestos son toxicos para el
crecimiento o funciones metabdlicas de otros microorganismos, actuando sobre diversos
procesos esenciales como la biosintesis de la pared celular, y la sintesis de ADN, ARN y proteinas
(Raaijmakers & Mazzola, 2012). Estos compuestos pueden ser de naturaleza volatil (aldehidos,
cetonas, alcoholes o sulfuros) o no volatil (fenilpirrol, amino lipopéptidos ciclicos y compuestos
nitrogenados heterociclicos) (Kumar et al., 2022). Los metabolitos producidos por bacterias
beneficiosas son de una gran variedad y pueden actuar como agentes antifungicos,
antibacterianos, antihelminticos, antivirales, antimicrobianos, fitotdxicos, antioxidantes,
citotoxicos, y antitumorales (Kumar et al., 2022; Olanrewaju et al., 2017). La produccion de estos
compuestos les provee ventajas competitivas, ya que se considera uno de los mecanismos de
accion mas potente contra los fitopatdgenos (Raaijmakers & Mazzola, 2012). Dentro de las
bacterias, los géneros Pseudomonas y Bacillus son los mas estudiados en la produccion de estos

compuestos (Bérdy, 2005; Kumar et al., 2022).
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Los compuestos organicos volatiles (VOCs, del inglés Volatile Organics Compounds) son
moléculas organicas pequefas (con una masa molecular de 100-500 Da) que se caracterizan por
tener una alta presion de vapor, por lo que se volatilizan facilmente (Cordero et al., 2014). La
produccion de VOCs por PGPBs se ha relacionado con la promocion del crecimiento de la planta
hospedadora como asi también, se les ha atribuido actividad antimicrobiana y un papel importante
en interacciones a distancia entre microorganismos del suelo (Raaijmakers & Mazzola, 2012).
Cepas de las especies B. amyloliquefaciens, B. velezensis y B. subtilis son capaces de sintetizar
diferentes compuestos volatiles. Entre ellos, la produccion de acetoina y 2-butanona se ha
demostrado que estimula respuestas de defensa de la planta y/o induce tolerancia a estrés
abidtico, promoviendo, a su vez, el crecimiento de las mismas (Ryu, 2015). Asimismo, se ha visto
que la produccion de volatiles en la rizosfera de la planta puede indirectamente aumentar el
estado nutricional del organismo que los produce y de la planta hospedadora (Raaijmakers &
Mazzola, 2012). Ademas de estas funciones, los VOCs pueden inhibir directamente a los
fitopatdgenos. Por ejemplo, el cianuro de hidrogeno o HCN (del inglés, hydrogen cyanide) es un
metabolito volatil muy efectivo en la inhibicion del crecimiento de patdégenos de plantas (Siddiqui
et al., 2006). Gao et al. (2017) observaron que la producciéon de VOCs por B. velezensis ZSY-1
tiene un amplio espectro de accién antifungica, logrando la inhibicién del crecimiento in vitro de
Botrytits cinerea, Alternaria solari, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum f. sp. niveum,
Coletotrichum lindemuthianum, Rhizoctonia solani, Valsa mali, Monilinia fructicola, F.

graminearum y F. oxysporum f. sp. capsicum.

Como se menciond anteriormente, el género Bacillus ha sido ampliamente estudiado en la
produccion de antibioticos (Ongena & Jacques, 2007). Incluso, existen distintas formulaciones
que se comercializan y aplican actualmente en horticultura, asi como en agricultura extensiva. B.
subitilis produce distintos compuestos antimicrobianos que, de acuerdo a Caulier et al. (2019), se
dividen en diferentes clases segun su via de biosintesis: péptidos ribosémicos, policétidos,
hibridos, péptidos no ribosémicos, y compuestos volatiles. Dentro de este género, los péptidos
no ribosémicos (NRPs, del inglés Non-Ribosomal Peptides) son los mas estudiados, donde se
encuentran los lipopéptidos (LPs) y los sideroforos. Los LPs mas conocidos son la familia de la
surfactina (por ejemplo, surfactina, liquenicina, pumilacidina, halobacilina), iturina (por ejemplo,
iturina A, bacilomicina L, bacilomicina D, bacilomicina F y micosubtilina) y fengicina (por ejemplo,
fengicina, plipastatina y maltacina) (Karacic et al., 2024). Estas familias son las mas importantes
debido a que las bacterias pueden secretarlas en cantidades biologicamente relevantes durante
su crecimiento en condiciones naturales y cada una de ellas puede llevar a cabo diferentes
actividades antibioticas y estar involucrada en el antagonismo de varios patdégenos de plantas

(Fira et al., 2018).
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Iturina y fengicina son conocidos principalmente por su elevada actividad antifungica. A
diferencia de estas dos, la surfactina tiene actividad antibacteriana y antiviral, pero se ha descrito
también que posee capacidad de inhibir importantes fitopatégenos fungicos como B. cinerea, F.
oxysporum o Rhizoctonia solani. Bouchard-Rochette et al. (2022) reportaron un importante efecto
antagonista de Bacillus pumilus PTB180 y Bacillus subtilis PTB185 contra varios patdégenos de
plantas, incluidos B. cinerea, F. oxysporum, R. solani, Sclerotinia sclerotium, Phytium ultimun, y
Phytophtora capsici debido a la produccion de surfactina (por ambas especies) como asi también
de fengicina e iturina (B. subtilis PTB185). El principal mecanismo de accién de los lipopéptidos
es mediante la formacién de poros en la membrana de los patdogenos, conduciendo a un
desbalance en el flujo de iones, desestabilizacion de la membrana plasmatica y a la muerte celular
(Caulier et al., 2019; Raaijmakers et al., 2010). Ademas, dada la naturaleza anfipéatica de los LPs,
son excelentes surfactantes, por lo que se conoce que tienen impacto en otros mecanismos
metabdlicos como la formacion de biofilms, la motilidad, la virulencia, ademas de la colonizacion
de raices u otros tejidos de la planta, asi como en las respuestas de defensa en la misma (Caulier
etal, 2019).

2.2.6. Sintesis de enzimas hidroliticas.

Las enzimas microbianas son de gran interés y ampliamente utilizadas en la industria
(farmacéutica, alimentos y bebidas, textiles, cosméticos, etc.) debido a su estabilidad, facil
produccion y elevada actividad catalitica (Mishra et al., 2020). Ademas de esto, muchas tienen un
papel importante en el ecosistema, ya que contribuyen a la descomposicion de la materia
organica, se utilizan en biorremediacion, son capaces de transformar moléculas organicas
complejas en compuestos simples que pueden ser aprovechados por las plantas, o incluso en el
control de diferentes fitopatégenos.

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal, como diversas bacterias,
pueden sintetizar enzimas tales como lipasas, proteasas, celulasas, B-glucanasas, amilasas y
quitinasas, las cuales actuan contra distintos fitopatdgenos, ya sea atacando su pared celular o
incluso degradando compuestos sintetizados por los mismos, confiriéndole proteccioén a la planta
y estimulando, de manera indirecta, su crecimiento y desarrollo (Bonaterra et al., 2022; Mishra et
al., 2020; Saberi Riseh et al., 2024). Se ha reportado que la produccion de estas enzimas puede
aumentar durante la interaccion entre la bacteria y la planta hospedadora, y las mismas estarian
involucradas en el reconocimiento, la adhesion y el movimiento de las bacterias a través de los
tejidos vegetales (Oukala et al., 2021).

La evaluacion de la produccién de enzimas hidroliticas in vitro por las bacterias se
considera un parametro interesante durante la seleccion y evaluacion de biocontroladores y/o
promotores del crecimiento vegetal. Es asi, que se ha reportado una amplia variedad de especies

bacterianas con capacidad de generar una o varias enzimas hidroliticas y dicha capacidad se la
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ha relacionado con la inhibicion de distintos patdégenos, como asi también al estimulo del
crecimiento de la planta hospedadora (Admassie et al., 2022; Ekundayo et al., 2022; Myo et al.,

2019; Prihatiningsih et al., 2021).

2.2.7. Induccién de resistencia en las plantas.

El término de resistencia sistémica inducida o ISR se refiere a un estado inducido de
resistencia en la planta estimulado por inductores quimicos o biolégicos, y que protege a la misma
contra el futuro ataque por patdgenos o insectos. Las plantas pueden desarrollar esta resistencia
tras la colonizacion de sus raices u érganos por microorganismos no-patogénicos (Pieterse et al.,
2014). La ISR es fenotipicamente similar a la SAR (la cual se detallara en secciones posteriores)
e incluye la activacion de genes relacionados con respuestas de defensa en la planta. Esto incluye
genes relacionados con la resistencia a patégenos, asi como la expresion de genes que codifican
metabolitos o proteinas especificas involucradas en el sistema de defensa vegetal.
Tradicionalmente se ha asociado a la ISR con la sefializacién mediada por jasmonatos y etileno
(Pieterse et al., 1998). Sin embargo, a medida que se caracterizan nuevos microorganismos
inductores de resistencia sistémica, se hace evidente que varias vias de sefalizacion podrian
estar involucradas. Por ejemplo, la ISR mediada por Bacillus cereus AR156 contra Pst DC3000
depende simultaneamente de la activacion de los genes sensibles a AS (PR1, PR2, PR5) y el gen
PDF1.2 relacionado con la via de AJ/ET (Niu et al., 2011).

Las PGPBs pueden activar ISR como una estrategia para aumentar la resistencia a
enfermedades y la tolerancia a estreses abioticos en la planta hospedadora (El-Saadony et al.,
2022). Se ha reportado que distintos compuestos microbianos pueden actuar como elicitores de
ISR, por ejemplo, antibidticos, sideroforos, lipopolisacaridos, lipopéptidos, entre otros (Kour et al.,
2024). El aumento de la resistencia utilizando microorganismos beneficiosos es una potente
estrategia agrondmica para prevenir pérdidas en los cultivos y disminuir el uso de agroquimicos.

En este contexto, el priming juega un papel fundamental, ya que es un proceso mediante
el cual las PGPBs inducen en la planta hospedadora un estado de resistencia mejorada o una
activacion latente de sus mecanismos de defensa. Este proceso se da por una exposicion previa
a estimulos que sensibilizan a la planta a expresar respuestas de defensa de una manera mas
eficiente que aquellas que no se encuentren en estado de priming. Por lo tanto, estas plantas
muestran una activacion mas rapida y robusta de tales respuestas frente a patdégenos, insectos o
estrés abidtico, y esto suele estar relacionado con una mayor inmunidad, tanto local como
sistémica, asi como con una mayor tolerancia al estrés (Conrath et al., 2015; M. Tiwari et al.,
2022). Por ejemplo, se reportd que el priming con Bacillus subtilis induce respuestas de defensa
mejoradas en dos cultivares de trigo contra el estrés por sequia al disminuir la peroxidacion
lipidica, el contenido de prolina y la pérdida de electrolitos de los tejidos de plantulas de trigo, y

también, al aumentar la concentracion de AS enddgeno (Lastochkina et al., 2020).
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El fendmeno de priming sigue una compleja secuencia de eventos. Primero, el
microorganismo debe establecerse en la planta hospedadora. Luego, libera inductores que son
reconocidos por receptores especificos de la planta, lo que activa una serie de vias de
sefalizacion. Como resultado, se inician respuestas de defensa o se prepara a la planta para
responder de manera mas efectiva ante futuros ataques por patdgenos o situaciones de estrés
abiotico (Kohl et al., 2019). Durante este proceso, la planta no activa completamente todos sus
mecanismos de defensa, sino que los pone en alerta para responder de manera mas eficiente
ante el eventual enfrentamiento con un patdgeno. A continuacion, se detallan algunas respuestas

de defensa asociadas a este fendmeno.

2.2.7.1. Modulacion de la expresion de genes de defensa en la planta.

Uno de los efectos de priming por una bacteria beneficiosa es la expresion mas rapida y
potente de genes importantes en las vias de sefalizacion, como las del AS, AJ y ET, tras el
enfrentamiento con patégenos. Esta respuesta depende de la bacteria beneficiosa en cuestion,
asi como del tipo de patdgeno y su estilo de vida (se detalla en secciones posteriores).
Generalmente, las vias de sefalizacion del AJ y ET son mas importantes para la resistencia contra
fitopatdogenos necroétrofos, como Botrytis cinerea, mientras que a la via del AS se la considera
mas efectiva en respuestas a patdgenos con estilos de vida biotréficos o hemibiotréficos, como
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Entre los genes mas importantes para cada via de
sefalizacion y que comunmente son utilizados como marcadores para las mismas son el gen
PDF1.2 (del inglés, Plant-defensin 1.2), VSP2 (del inglés, Vegetative storage protein 2), LOX2,
MYC2, entre otros, para el caso de la via de AJ/ET, mientras que para la via del AS se encuentra
la familia de genes que codifican para proteinas PR (del inglés, Pathogenesis-related) como PR1
y PR5, entre otros.

Se ha reportado que especies del género Bacillus y Pseudomonas pueden inducir un
aumento de la resistencia en plantas de Arabidopsis contra patdgenos fungicos biotréficos y
hemibiotréficos mediante la sobreexpresion de genes relacionados con las vias de sefalizacion
del AS, AJy ET (Nguyen et al., 2020). Asimismo, Bai et al. (2023) determinaron que B. velezensis
HN-Q-8 es capaz de inducir resistencia al tizén temprano en la planta de papa mediante la
sobreexpresion de genes y regulacion de actividades enzimaticas relacionadas con la via del
AJ/ET.

2.2.7.2. Sintesis de metabolitos secundarios en la planta.
Las plantas sintetizan dos tipos de compuestos organicos: los metabolitos primarios y los
metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios son producidos en grandes cantidades para

mantener procesos vitales como la fotosintesis, respiracion, crecimiento y desarrollo. Ejemplos
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de ellos son carbohidratos, aminoacidos, proteinas, lipidos y hormonas. Estos a su vez, participan
en la respuesta primaria a la infeccion por patdégenos regulando biomoléculas (Anjali et al., 2023).
Por otro lado, los metabolitos secundarios se sintetizan en cantidades minimas y no desempefan
un papel importante en los procesos vitales antes mencionados, sino que tienen un papel
fundamental en la adaptacion de las plantas a condiciones desfavorables (estreses bioticos y
abioticos), participando de manera directa en las respuestas de defensa de las plantas. Entre
estos Ultimos encontramos alcaloides, antocianinas, compuestos fendlicos, flavonoides,
terpenoides, quinonas, etc. Ademas, estos compuestos estan directa o indirectamente
relacionados con los caracteres organolépticos de plantas y frutos como sabor, color y aroma, lo
cual se detallara en secciones posteriores.

Los compuestos fendlicos estan formados por un anillo de benceno aromatico con uno o
mas grupos hidroxilos. Se encuentran en mayor medida en frutos y hojas, y son esenciales para
la pigmentacion, defensa y tolerancia a estreses bioticos y abidticos (Zagoskina et al., 2023). La
mayoria de los compuestos secundarios descubiertos en plantas son antocianinas, flavonoides,
fenoles que son sintetizados a través de la via de los fenilpropanoides. La fenilalanina amonio
liasa o PAL (del inglés, Phenylalanine ammonia lyase) es la primera enzima en actuar en esta via.
Un incremento en la actividad PAL y acumulacion de diversos compuestos fendlicos en las
plantas se ha reportado como respuesta a estreses bioticos y abidticos (Galli et al., 2016; Y. Y. Yu
et al., 2021). El mecanismo de accion de muchos compuestos fendlicos implica la modulacion de
las vias de sefalizacion celular o la interaccion con componentes esenciales de los patégenos.
Esto puede manifestarse a través de la inhibicion de enzimas clave para el patégeno o mediante
la interferencia de procesos como la multiplicacion y diseminacion (Ramirez-Gomez et al., 2019).

Otros metabolitos secundarios importantes en las respuestas de defensa son las
fitoalexinas. Estas son sintetizadas de novo por la planta en respuesta al ataque por patogenos
(Anjali et al., 2023). Se ha demostrado que la induccion de estas fitoalexinas antimicrobianas
forma parte de las respuestas de defensa de las plantas (Mao et al., 2011). Las fitoalexinas
derivadas de fenilalanina y terpenoides son las mas estudiadas, siendo la camalexina (3-tiazol-2-
il-indol) la fitoalexina principal que se produce en Arabidopsis en respuesta a estreses bidticos y
abioticos. Los genes PAD2, PAD3 y CYP7A13 son genes que codifican para enzimas implicadas
en la biosintesis de dicho compuesto (Ren et al., 2008). Se ha demostrado que la mutante pad3
(del inglés, phytoalexin deficient 3) de Arabidopsis, incapaz de sintetizar fitoalexinas, es mas

susceptible a B. cinerea (Ferrari et al., 2003).

2.2.7.3. Deposicion de calosa.

Dentro de la amplia variedad de respuestas de defensa que pueden activarse en la planta,

se encuentra la deposicion de calosa. Este polisacarido B-(1,3)-D-glucano con algunas

ramificaciones 3-(1,6) actua reforzando la pared celular frente al ataque por patdgenos u otros
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factores de estrés. En la mayoria de las plantas, la calosa es sintetizada por una familia de calosa
sintasas y dicho polimero tiene un rol importante en varios procesos biolégicos (Wang et al.,
2021). Como respuesta ante un estrés bidtico, por ejemplo, el ataque por un patdégeno, la calosa
puede sintetizarse en el sitio de infeccion con la finalidad de reforzar la estructura de la pared
celular de manera de restringir o retrasar la invasion del patégeno (Voigt, 2014; Wang et al., 2021).
A través del tiempo se han estudiado e identificado PGPBs con capacidad de inducir la deposicién
de calosa como un mecanismo de defensa en la planta. Marina et al. (2019) sugirieron que la
deposicion de calosa inducida por las cepas OxA y OxB de Stenotrophomonas spp. en
Arabidopsis seria uno de los principales mecanismos de defensa contra la infeccion por B.
cinerea. Asimismo, un estudio reporté que Bacillus proteolyticus es capaz de inducir ISR contra
patdégenos bacterianos y fungicos mediante el incremento de los depodsitos de calosa y
acumulacion de especies reactivas del oxigeno, la produccion de hormonas y metabolitos
secundarios, como asi también el incremento de los niveles de expresion de multiples genes de
defensa (Yang et al., 2023).

2.3. Patégenos en plantas.

La importancia de controlar las enfermedades en las plantas radica en su impacto directo
en la agricultura y por ende en la produccion de alimentos. Los cultivos afectados pueden sufrir
pérdidas de rendimiento y calidad, lo que no solo pone en riesgo la seguridad alimentaria, sino
que también afecta a la economia global. Es asi que la proteccion de los cultivos contra las
diferentes plagas y enfermedades puede mejorar substancialmente la produccion agricola. Los
hongos son los principales patdgenos que afectan a las plantas, seguidos por virus y bacterias.
En el caso del cultivo de frutilla, los hongos son los que mayor impacto econdémico tienen, ya que
pueden infectar todas las partes de la planta causando un dafio severo e incluso la muerte de la
misma (Garrido et al., 2011), afectando considerablemente el rendimiento y produccion de frutos.

Los fitopatdégenos presentan distintas estrategias mediante las cuales atacan y provocan
enfermedades en sus hospedantes, y de acuerdo a su modo de adquisicion de nutrientes y
crecimiento, se clasifican en: necrétrofos, bidtrofos y hemibidtrofos. Los fitopatdgenos
necrotrofos primero destruyen las células vegetales, generalmente a través de la produccién de
enzimas que degradan la pared celular vegetal y fitotoxinas, y luego se alimentan de su contenido
para continuar su desarrollo. Los biotrofos obtienen nutrientes de los tejidos vivos del
hospedador, usualmente a través de estructuras (haustorios) que invaginan la célula vegetal sin
generarle dano. Las células hospedantes permanecen vivas mientras que el patégeno hace uso
de sus nutrientes. Por Ultimo, los fitopatdgenos hemibiotrofos tienen un comportamiento
biotrofico en una etapa inicial de la infeccién y luego cambia hacia una estrategia necrotrofa. En
este trabajo de Tesis abordamos los estudios con enfoque en dos patdgenos fungicos

necrotrofos: Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer.
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2.3.1. Botrytis cinerea.

B. cinerea Pers. Fr. (teleomorph Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) es un hongo
necrotrofo que pertenece al Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Clase Leotiomycetes,
Orden Helotiales, Familia Sclerotiniaceae, Género Botrytis. Produce una enfermedad conocida
como podredumbre gris o grey mould, por su nombre en inglés. Es un patdgeno generalista que
puede infectar un amplio rango de especies. En el cultivo de frutilla es considerado uno de los
principales patégenos, capaz de producir importantes pérdidas econdmicas, ya que puede
afectar al mismo en el campo, almacenamiento, transporte y mercado (Petrasch et al., 2019). Este
hongo puede vivir en los tejidos de la planta en un estado latente sin generar sintomas, y, cuando
las condiciones son favorables inicia el proceso de infeccion, volviéndose altamente destructivo
en tejidos senescentes o maduros (Williamson et al., 2007). Se conoce que las frutillas son mas
resistentes a B. cinerea cuando estas se encuentran en su etapa inmadura (Petrasch et al., 2019).
La induccién de la infeccion durante la maduracién puede deberse a cambios en la composicion
bioquimica de los tejidos del hospedador, como un aumento en el contenido de azucar,
produccion de voldtiles y alteraciones en la defensa de la planta (Prusky & Lichter, 2007).

De manera general, el proceso de infeccion de B. cinerea consiste en primer lugar de un
contacto inicial con el hospedador, penetrando el tejido con ayuda de estructuras especializadas
o ingresando por aberturas naturales como los estomas. Seguido a esto, se producen dos fases:
una fase temprana que se caracteriza por la formacién de focos de infeccion local sin
propagacion, y una fase tardia caracterizada por la produccién de abundante biomasa flingica y
avance de la lesion (Bi et al., 2023). Como parte de su mecanismo de infeccién, B. cinerea
sintetiza diferentes compuestos que facilitan la muerte rapida de las células vegetales, como
enzimas que degradan la pared celular, toxinas y proteinas que inducen la muerte celular, y a la
vez, ha desarrollado mecanismos que le permiten tolerar los metabolitos téxicos (por ej.:
fitoalexinas) sintetizados por las plantas (Bi et al., 2023).

Los sintomas durante la enfermedad causada por B. cinerea son variables y difieren segun
el organo o tejido infectado. La podredumbre blanda, acompafiada por el colapso del tejido
parenquimatico, seguido de la rapida aparicion de masas grises de conidios son, tal vez, los
sintomas mas tipicos en hojas y frutos blandos. En los pétalos de flores, los sintomas pueden
variar desde pequefias marcas hasta una pudriciéon blanda a gran escala dependiendo de las

condiciones ambientales (Williamson et al., 2007).

2.3.2. Rhizopus stolonifer.

R. stolonifer pertenece a la Clase Zygomycetes, Orden Mucorales, Familia Mucoraceae y

Género Rhizopus (Bautista-Bafos et al., 2008). Es un hongo saprdfito que puede sobrevivir en un
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amplio rango de humedad y temperatura, y es considerado un hongo sumamente destructivo
(Feliziani & Romanazzi, 2016). La enfermedad en los frutos causada por este fitopatdgeno se
conoce como podredumbre blanda (soft rot), moho negro (black mold) o podredumbre por
Rhizopus (Rhizopus rot), y se caracteriza por ser una enfermedad de progresion rapida y agresiva.
En condiciones adecuadas de humedad y temperatura, pueden observarse los primeros sintomas
a las 24 horas posteriores a la infeccion. El micelio, que crece de manera rapida y en abundancia,
cubre la superficie del fruto afectada produciendo racimos de esporangios fibrosos de color gris.
El tejido infectado empieza a descomponerse y perder su consistencia y, luego de 2 o 3 dias,
comienza a liberar un jugo con olor fermentado o acido (Feliziani & Romanazzi, 2016; Liu et al.,
2024).

El proceso de infeccion de R. stolonifer inicia por la presencia de esporas del mismo, las
cuales se ponen en contacto con el tejido vegetal y pueden germinar bajo condiciones adecuadas
de humedad y temperatura. Durante la germinacion, estas esporas liberan varios aminoacidos,
enzimas (como poligalacturonasa y pectin metilesteresa) y otras proteinas. Esto le permite a R.
stolonifer invadir tejidos lesionados, digerir rapidamente los componentes de la pared celular
vegetal, provocar la pérdida de electrolitos del tejido, y conducir a su pudricion (Liu et al., 2024).
En estadios avanzados de la infeccion, R. stolonifer produce estructuras reproductivas llamadas
esporangios, que contienen esporas. Cuando estas esporas son liberadas al ambiente, pueden
contaminar otras plantas o frutos que se encuentren cerca, reiniciando el ciclo de infeccion. Como
estas esporas pueden ser transportadas por el aire, el agua o el contacto directo entre frutos, el
hongo se disemina muy facilmente.

Como se menciond para el caso de B. cinerea, a medida que los frutos maduran estos se
vuelven mas susceptibles a la infeccidn y colonizacion por R. stolonifer. Petrasch et al. (2019)
investigaron la capacidad de R. stolonifer de infectar tomates maduros e inmaduros, y
confirmaron que este hongo no podia infectar frutos inmaduros y requeria que el tejido
hospedador experimentara un proceso de maduracion para causar la enfermedad con éxito.
Ademas, se ha visto que la habilidad de infeccion de R. stolonifer puede estar relacionada con la
época de cosecha de la fruta. En el caso de frutilla, se ha visto que si la misma es cosechada al
final de la temporada presenta mayor susceptibilidad a este fitopatdgeno que si es cosechada al

inicio de la misma (Liu et al., 2024).

El manejo de enfermedades provocadas por B. cinerea y R. stolonifer se da mediante la
aplicacion de fungicidas, siendo muy importante la frecuencia y el momento de las aplicaciones
para un correcto control. Sin embargo, la resistencia de estos fitopatdégenos a los fungicidas es
un desafio real para la horticultura, ademas del impacto negativo que estos compuestos quimicos
tienen sobre el medioambiente y la salud humana. Esta situacion ha impulsado a la investigacion
y desarrollo de estrategias basadas en el control biologico para el manejo de enfermedades en

plantas.
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2.4. Control biolégico. Avances en el control biologico de fitopatogenos en

Arabidopsis y frutos carnosos.

Las practicas de manejo para el control de enfermedades en plantas se basan en gran
medida en la aplicaciéon de pesticidas sintéticos. Sin embargo, el uso excesivo e indiscriminado
de estas sustancias puede producir serios problemas de contaminacion ambiental y aumento en
la resistencia de los fitopatdgenos, amenazando a la salud humana y generando un problema de
seguridad alimentaria. Por lo tanto, existe una creciente demanda de nuevas estrategias mas
seguras que reemplacen o al menos complementen a los métodos de control existentes. El
control biolégico consiste en el uso de microorganismos vivos para reducir y/o mantener la
poblacién de un fitopatdégeno por debajo de los niveles que producen pérdidas economicas
(Carmona-Hernandez et al., 2019). Como ya se mencioné anteriormente, las PGPBs no solo
benefician a la planta mediante una mejora en su nutricion y su crecimiento, sino que estos
pueden prevenir enfermedades causadas por diferentes patdégenos y actuar como BCAs. De
acuerdo con De Silva et al. (2019), una de las estrategias mas econdmicas e importantes para el
control de enfermedades y, a su vez, con un impacto medioambiental minimo, es el uso de
microorganismos promotores del crecimiento vegetal.

El uso de Arabidopsis thaliana como organismo modelo para numerosas investigaciones
ha sido clave para comprender diversos aspectos de la biologia vegetal debido a que se cuenta
con su genoma completamente secuenciado, presenta un ciclo de vida rapido y facilidad de
manipulacion genética. En el contexto del control biolégico de enfermedades en plantas,
Arabidopsis sirve como una valiosa herramienta para estudiar interacciones entre plantas,
patégenos y BCAs. Su empleo permite identificar y caracterizar mecanismos relacionados con
resistencia inducida, evaluar la eficacia de microorganismos benéficos y explorar nuevas
estrategias para mitigar los efectos de enfermedades producidas por diferentes fitopatdégenos.
Por ejemplo, Maldonado-Gonzalez et al. (2015) utilizaron A. thaliana para estudiar los mecanismos
mediante los cuales P. fluorescens PICF7 ejerce control bioldgico sobre Verticillium dahliae en la
planta de olivo. A su vez, se han realizado importantes avances en el estudio de la induccion de
resistencia por Bacillus spp. en A. thaliana como un mecanismo de control bioldgico hacia
distintos fitopatdogenos (Nguyen et al., 2020; Peng et al., 2019; Yang et al., 2023). Los trabajos de
Marina et al. (2019) y Colavolpe et al. (2021) determinaron mecanismos de acciéon de
Stenotrophomonas spp. y Burkholderia sp., respectivamente, en el control biolégico de
patdgenos necrotrofos en A. thaliana. Entre los mecanismos descritos se encuentran la regulacion
de la expresion de genes relacionados con respuestas de defensa, asi como también
modificaciones en la pared celular vegetal que sugieren un refuerzo de la misma en plantas

inoculadas con las bacterias antes mencionadas.
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En los frutos carnosos, el control de enfermedades es importante debido a que la infeccidn
por patéogenos puede ocurrir antes, durante y después de la cosecha, e incluso durante el
almacenamiento del fruto. Si bien, diferentes practicas de manejo, como la correcta manipulacion
de los frutos evitando dafilos mecanicos, pueden minimizar la susceptibilidad a la infeccion,
generalmente esto no llega a ser suficiente. Por lo tanto, el control biologico de patéogenos
mediado por microorganismos beneficiosos ha ganado relevancia en los ultimos afos,
emergiendo como una estrategia clave con numerosos casos exitosos en el control de
enfermedades, tanto en la pre como en la postcosecha de frutos. El primer reporte sobre el uso
de microorganismos antagonistas fue para el control de la podredumbre por Botrytis en frutilla
(Fragaria x ananassa Duch.) con Trichoderma spp. (Tronsmo & Dennis, 1977). Otro trabajo
clasico sobre control bioldgico en frutos carnosos es el de Pusey & Wilson (1984) donde estudian
el control de la podredumbre marréon en drupas mediado por B. subtilis. A partir de entonces, se
han identificado y utilizado varios antagonistas para el control de enfermedades en frutos. Si bien
existen diversos mecanismos de accion mediante los cuales el BCA ejerce su antagonismo sobre
los fitopatdgenos, se cree que la competencia por espacio y nutrientes, la antibiosis y la induccién
de resistencia son los principales en la supresion de enfermedades en la postcosecha de frutos
(Carbu et al., 2016; Dukare et al., 2019; Sharma et al., 2009). En este sentido, Tortora et al. (2011)
demostraron que Azospirillum brasilense REC3 redujo los sintomas de antracnosis en plantas de
frutilla mediante la acumulacion de AS y la induccién de genes relacionados con respuestas de
defensa. Los autores sugieren, ademas, que esta respuesta podria relacionarse con
modificaciones en la pared celular vegetal como resultado del incremento en los niveles de
compuestos fendlicos y en la deposicion de calosa. De manera similar, el tratamiento postcosecha
con B. cereus AR156 en durazno resulté en una reduccion significativa de la enfermedad causada
por R. stolonifer, atribuida a la induccion de resistencia en dichos frutos (Wang et al., 2013). Por
otro lado, Cozzolino et al. (2020) reportaron que la sintesis de lipopéptidos por Bacillus sp. SL-6
presentaba actividad antifungica contra Alternaria alternata y B. cinerea en la postcosecha de
peras y manzanas. En este sentido, se determind que la sintesis de compuestos antifungicos,
tanto difusibles como volatiles, fue el principal mecanismo mediante el cual cinco aislamientos
pertenecientes al género Bacillus y un aislamiento perteneciente al género Pantoea lograron
controlar a B. cinerea en la postcosecha de frutilla (de Moura et al., 2021). Como estos, existen
numerosos aportes en el estudio de microorganismos para el control biolégico de enfermedades
en frutos, los cuales abren nuevas perspectivas para investigaciones futuras. Estos avances no
solo permiten comprender mejor los mecanismos de accion de los BCAs, sino que también
facilitan el desarrollo de estrategias mas precisas y eficaces para combatir patdgenos de manera
sostenible. El control biologico se presenta como una herramienta clave para reducir la
dependencia de productos quimicos, promover la biodiversidad y garantizar la seguridad

alimentaria.
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2.5. El género Bacillus.

El género Bacillus representa un grupo heterogéneo de bacterias Gram-positivas,
aerodbicas o anaerobicas facultativas, con forma de baston y capacidad de formar endosporas, lo
que les confiere alta tolerancia a condiciones ecoldgicas adversas. Debido a la habilidad de crecer
y esporular en un amplio rango de valores de pH, temperaturas, y niveles de salinidad, Bacillus
spp. se encuentran presentes en diversos habitats naturales, incluidos el suelo y las plantas
(Bonaterra et al., 2022; Karaci¢ et al., 2024). B. subtilis, B. licheniformis, y B. pumilus han sido
identificados como los “miembros originales” del género Bacillus (Gordon et al., 1973). Entre
ellas, B. subtilis ha ganado gran interés, con un rol creciente en la industria, medicina y ciencia
basica. Sin embargo, en lo que respecta a la interaccion planta-bacteria, se conoce que diferentes
miembros pertenecientes a este género tienen multiples caracteristicas beneficiosas que ayudan
a las plantas directa o indirectamente, ya sea a través de la adquisicion de nutrientes, estimulo
del crecimiento mediante la sintesis de fitohormonas, proteccion contra un amplio rango de
patdgenos y tolerancia a estreses abidticos. Por estos motivos, este género es el mas explotado
comercialmente en la industria agrobiotecnolégica (Saxena et al., 2019). La actividad
antimicrobiana contra numerosos patogenos, y el estimulo, a la vez, del crecimiento y rendimiento
de las plantas puede ser llevado a cabo por especies pertenecientes al género Bacillus a través
de varios de los mecanismos de accion descriptos en secciones anteriores. Por ejemplo, la
inoculacion con B. velezensis SQR9 induce resistencia sistémica en Arabidopsis y reduce
significativamente la incidencia de los patdgenos P. syringae DC3000 y B. cinerea. Esta cepa es
capaz de producir lipopéptidos, policétidos, VOCs, y exopolisacaridos que actiuan de manera
sinérgica para activar ISR en la planta a través de diferentes vias de sefializacion (Wu et al., 2018).
A su vez, esta cepa fue capaz de promover el crecimiento de plantas de pimiento y colonizar
diferentes tejidos de la misma (Yu et al., 2024). Una caracteristica importante de las bacterias
pertenecientes a este género, es su capacidad de sintetizar gran variedad de compuestos
antimicrobianos. Como se menciono en la seccion 2.2.5, Bacillus spp. produce lipopéptidos
como surfactina, fengicina e iturina, con propiedades antibacterianas y/o antifungicas. Ademas,
son capaces de sintetizar sideroforos, enzimas hidroliticas, compuestos volatiles y muchos otros
metabolitos secundarios que juegan un papel esencial en la promocién del crecimiento de plantas
y la inhibicién de diferentes fitopatdgenos.

En el cultivo de frutilla, diversas cepas del género Bacillus han sido aisladas de la rizésfera,
raiz, hoja o fruto de la planta y evaluadas por su efectividad en el control biolégico de patégenos
y la promocion del crecimiento, mostrando resultados prometedores (Abd-El-Kareem et al., 2022;
de Moura et al., 2021; Hassan et al., 2021; Wang et al., 2021). Ademas, se han identificado cepas
de Bacillus aisladas de la rizosfera o tejidos de otras especies vegetales que, al ser evaluadas en
frutilla, también han demostrado efectos beneficiosos (Chen et al., 2019; Li et al., 2021; Toral et

al., 2018; Vicente-Hernandez et al., 2019; Yu et al., 2021). Esto resalta la capacidad de adaptacion
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de estas bacterias a distintas especies vegetales, ampliando asi su potencial aplicacion en
diversos cultivos. Por ejemplo, B. methylotrophicus M4-96, aislada de la rizosfera de maiz, fue
capaz de promover el crecimiento vegetal de A. thaliana (Pérez-Flores et al., 2017). Cuando
Vicente-Hernandez et al. (2019) evaluaron esta misma especie en el cultivo de frutilla, observaron
que la misma inducia el crecimiento de plantulas in vitro, ademas de inducir la sintesis de calosa

en las hojas.

2.6. Mecanismos de defensa en las plantas.

Las plantas se encuentran constantemente expuestas a desafios ambientales, que incluyen
la infeccion por multiples patégenos. Su habilidad de responder a estos retos es crucial para su
supervivencia. Es asi que han desarrollado sofisticados mecanismos de defensa fisicos, quimicos
o biolégicos hacia el ataque por patégenos, tanto preformados como inducibles. Los mecanismos
preformados o barreras estructurales previenen la penetracion fisica de los patogenos, y dentro
de las mismas se encuentran las cerocidades y los componentes de la pared celular. Ademas,
las plantas acumulan metabolitos secundarios que pueden contrarrestar la invasion del patégeno
como, por ejemplo, fitoanticipinas, que actuan como toxinas antimicrobianas, o diferentes
compuestos fendlicos.

Por otro lado, los mecanismos de defensa inducibles se desencadenan tras el ataque por
un patégeno e involucran la produccion de especies reactivas del oxigeno, expresion de genes
de defensa, modificaciones en las paredes celulares y cuticulas de la planta, deposicién de calosa
y lignina, y aumento en la produccion de compuestos antimicrobianos (Wiesel et al., 2014).

Cuando el fitopatégeno logra evadir los mecanismos de defensa preformados, en la planta
se activa una respuesta inmune primaria conocida como Inmunidad activada por PAMP o PTI (del
inglés, PAMP-triggered immunity). Esta se activa o se inicia cuando la célula vegetal interactua o
reconoce patrones moleculares asociados a patdgenos o microbios (PAMPs o MAMPs, del inglés
pathogen- or microbe associated molecular patterns). Estos PAMPs o MAMPs son reconocidos a
través de receptores asociados a la superficie de la célula vegetal conocidos como receptores
de reconocimiento de patrones o PRRs (del inglés, Patterns recognition receptors) (Amil-Ruiz et
al., 2011; Pieterse et al., 2014). En caso de que el patdgeno logre evadir esta respuesta primaria,
las plantas son capaces de activar una segunda linea de defensa, conocida como inmunidad
activada por efectores o ETI (del inglés Effector-triggered immunity). Este mecanismo de defensa
se activa mediante el reconocimiento de elicitores por parte de las células vegetales a través de
receptores especificos conocidos como NB-LRR (del inglés, Nucleotide-binding site, Leucine-rich
repeat). La ETI es una respuesta PTl amplificada, que puede resultar en la resistencia a la
enfermedad y, generalmente, se da una respuesta de muerte celular hipersensible (HR) en el sitio
de infeccién (Jones & Dangl, 2006). Estas respuestas se activan localmente en el sitio de infeccion

a los pocos minutos de la infeccion por el patogeno. Posteriormente, se activan respuestas
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similares en sitios no infectados de la planta, distantes del sitio original de infeccion, lo cual suele
resultar en un aumento de la resistencia de la planta a una segunda infeccion por el patégeno
original, asi como también a infecciones por otro tipo de patdgenos. Este fendomeno se denomina
respuesta sistémica adquirida o SAR. En la seccién 2.2.2 mencionamos la dependencia de este
tipo de respuesta con la via de sefalizacion del AS. La SAR se acompana de la activacion
coordinada de genes relacionados con la patogénesis o genes PR (del inglés Pathogenesis-
Related), la mayoria de los cuales codifican para proteinas PR con actividad antimicrobiana
(Pieterse et al.,, 2014). Entre los genes PR mas caracterizados se encuentra el PR1, que

usualmente se utiliza como marcador de SAR.

2.7. Pared celular vegetal. Estructura y composicion.

La pared celular es una estructura que lleva a cabo funciones esenciales para las plantas,
como proveerles forma a diferentes tipos celulares necesarios para la formacion de 6rganos y
tejidos, participar en la comunicacion intercelular, actuar como una barrera fisica frente a
patdgenos y participar en la activacion de respuestas de defensa, jugando un papel importante
en las interacciones planta-microorganismo (Ishida & Noutoshi, 2022; Zhang et al., 2021).

Existen dos tipos de principales de paredes celulares: la primaria y la secundaria. Las
paredes primarias, presentes en células en crecimiento, se las considera relativamente no
especializadas y similares en arquitectura molecular en todos los tipos celulares. En contraste,
las paredes secundarias, se forman luego de que el crecimiento celular ha cesado y pueden ser
altamente especializadas en estructura y composicion (Cosgrove, 1997). Estas paredes
secundarias son mucho mas gruesas que las paredes primarias, lo que les provee rigidez
adicional, pero reduce su flexibilidad. En cambio, la pared celular primaria, es una estructura
dinamica que actia como una barrera semipermeable que protege fisicamente a la célula y que
es capaz de responder a estimulos bidticos y abidticos (Srivastava et al., 2017). Entre células
contiguas se encuentra la lamina media, rica en pectinas y que constituye la interfase entre las
paredes de dichas células, proporcionando conexiones intercelulares y manteniendo la integridad
estructural de los tejidos vegetales (Zamil & Geitmann, 2017).

El modelo de pared celular vegetal primaria mas aceptado indica que la misma esta
conformada por una red de celulosa-hemicelulosa embebida en una matriz altamente hidrofilica
de pectinas, la cual contiene otros componentes en menor proporcion tales como glicoproteinas,

compuestos de bajo peso molecular e iones (Posé et al., 2018) (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Modelo aceptado de pared celular primaria. Se aprecian sus principales componentes y la
disposicion espacial de los mismos (llustracion tomada de

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Plant_cell_wall_diagram-es.png).

Dentro de los polimeros que conforman la pared celular, la celulosa esta constituida por
cadenas lineales de (-1,4-glucanos, que interactian una con otra a través de puentes de
hidrogeno conformando microfibrillas (Posé et al., 2018). Las hemicelulosas se asocian con las
microfibrillas de celulosa para formar una matriz entrecruzada. Son polimeros formados por
azucares neutros que no poseen acido galacturonico (AG). Las principales clases de
hemicelulosas halladas en la pared celular primaria son xiloglucanos, glucomananos y xilanos
(Scheller & Ulvskov, 2010). Por otro lado, las pectinas constituyen un conjunto heterogéneo de
polimeros altamente hidrofilicos, ricos en azucares acidos tales como el AG y el glucuronico.
Incluyen los homogalacturonanos (HG), los cuales se encuentran presentes en toda la pared
primaria, y son el componente mayoritario de la lamina media; y pectinas de composicion quimica
mas compleja como los ramnogalacturonanos de tipo | (RGI) y tipo Il (RGII) (Harholt et al., 2010).
La pared celular también esta conformada, en menor proporcioén, por proteinas estructurales
altamente glicosiladas, mayormente por proteinas ricas en hidroxiprolina, en prolina y en glicina
(Carpita y McCann, 2000; Srivastava et al., 2017).

El contenido de los distintos polisacaridos en la pared celular puede variar dependiendo
del tejido, el entorno y la especie vegetal. Por ejemplo, en hojas de A. thaliana la pared celular
contiene aproximadamente un 50% de pectina (Zablackis et al., 1995), mientras que, en frutos

carnosos, el contenido de pectinas puede llegar a ser un 60% (Prasanna et al., 2007).
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Una practica habitual para el estudio de los componentes de la pared celular, es el
aislamiento de la misma y posterior extraccién secuencial para la obtencion de fracciones
enriguecidas en los diferentes componentes (Brummell, 2006). El aislamiento de las paredes se
realiza sometiendo el tejido a ebullicion en etanol absoluto, para luego filtrar. Dado que los
polimeros son insolubles en alcohol, el sélido retenido estda compuesto fundamentalmente por las
paredes celulares. Las paredes celulares aisladas son el material de partida para las extracciones
de cada grupo de polimeros, las cuales se llevan a cabo utilizando: agua, para separar las pectinas
unidas por interacciones débiles (pectinas solubles en agua o PSA); agentes quelantes,
usualmente EDTA, para secuestrar iones divalentes y extraer las pectinas unidas por
interacciones ionicas (pectinas solubles en EDTA o PSE); HCI en caliente para hidrolizar los
enlaces covalentes y solubilizar las pectinas unidas covalentemente (pectinas solubles en HCl o
PSH); y solucion alcalina fuerte, por ejemplo NaOH 4 M, que permite la solubilizacion de
hemicelulosas débil y fuertemente unidas a la pared celular. El residuo remanente se compone

principalmente por celulosa (Brummell, 2006).

2.8. Generalidades de la frutilla.

2.8.1. Caracteristicas generales del fruto de frutilla (Fragaria x ananassa Duch.).

Los frutos de frutilla comercial (Fragaria x ananassa Duch.) poseen cualidades
organolépticas (color, sabor, aroma y textura) atractivas para los consumidores, asi como
propiedades nutricionales y nutraceuticas (vitaminas, fibras y antioxidantes). La fibra presente en
la frutilla, junto con su bajo contenido de fructosa y glucosa, contribuye a la regulacion de los
niveles de azucar en sangre debido a su digestion lenta, lo que la convierte en una fruta adecuada
para personas con diabetes (Karaca & Pirlak, 2022). Ademas, es una fuente de vitamina C y folato,
lo que les confiere propiedades antioxidantes (Giampieri et al., 2012; Samee et al., 2023). Dadas
estas importantes cualidades, sus frutos son ampliamente demandados tanto para su consumo
en fresco como para la elaboracién de helados, yogures, mermeladas, jugos y conservas (Quarshi
et al.,, 2023).

Fragaria x ananassa Duch., originada a partir del cruzamiento entre F. chinolensis y F.
virginiana, es la especie mas cultivada a nivel mundial. Es una planta dicotileddnea, perteneciente
ala familia de las Rosaceas, subfamilia Rosoideas, y género Fragaria (Azam et al., 2019). La frutilla
es un fruto carnoso y se lo clasifica dentro del grupo de los frutos blandos, los cuales comparten
caracteristicas comunes como tamano pequefo, textura delicada, coloracion intensa, y una vida
util postcosecha acotada. Desde el punto de vista botanico, un fruto verdadero se origina
exclusivamente de la transformacion del tejido ovarico de una flor y alberga en su interior la
semilla resultante del desarrollo del évulo. En el caso de la frutilla, se la considera un fruto falso
por no provenir de las paredes del ovario, siendo la parte comestible de la misma el receptaculo

floral engrosado. Los frutos verdaderos son los aquenios, cada uno de los cuales contiene una
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sola semilla y se encuentran ubicados en la epidermis del receptaculo; estan ligados al mismo a
través de conexiones vasculares y el conjunto del receptaculo con los aquenios adheridos es lo

que normalmente llamamos “fruto” (Perkins-Veazie, 1995; Whitaker et al., 2020).

2.8.2. Variedades de frutilla.

Existen diversas variedades de frutillas que se cultivan en todo el mundo, cada una
adaptada a diferentes climas, suelos y necesidades especificas de produccion. Estas variedades
se clasifican de acuerdo a sus requerimientos de horas de luz del dia o respuesta al fotoperiodo,
en variedades de dia corto y dia neutro, y cada una de ellas se diferencian por su tamano, sabor,
textura, intensidad del color y resistencia a enfermedades (Villagran et al., 2013). La eleccion de
la variedad adecuada es crucial para garantizar el éxito del cultivo, ya que influye en el
rendimiento, la calidad del fruto y su adaptabilidad al clima local.

Las variedades de dia corto, como su nombre indica, requieren dias mas cortos (menos de
14 h de luz) y temperaturas frescas (entre 8 y 24 °C) para desarrollar yemas florales. Son las mas
comunes en la produccidén comercial y, generalmente, la cosecha se concentra en un periodo
determinado o durante una temporada especifica. En Argentina, se cultivan principalmente en la
zona centro-norte del pais, provincias de Santa Fe (especialmente en la ciudad de Coronda),
Tucuman y Corrientes. Algunos ejemplos son las variedades ‘Camarosa’, ‘Sabrina’, ‘Benicia’,
‘Sweet Charlie’, ‘Camino Real’ y ‘Festival’. La variedad ‘Camarosa’, por ejemplo, da frutos de color
rojo oscuro en su exterior y pulpa roja intensa, con notable firmeza. Es una variedad de gran vigor
y apta tanto para el mercado fresco como para la agroindustria (frutos procesados). Presenta
sensibilidad a la enfermedad del oidio y a Botrytis cinerea (Villagran et al., 2013). Por otro lado,
las variedades de dia neutro son capaces de florecer y producir frutos durante gran parte del afo,
siempre que las condiciones sean adecuadas, sin depender del fotoperiodo. Son las variedades
predominantes en la zona centro-sur del pais como las regiones de Buenos Aires, Mendoza y
Patagonia. Algunos ejemplos de esta variedad son ‘Albion’, ‘San Andreas’, ‘Monterey’, ‘Beauty’,
‘Sweet Ann’, ‘Aromas’, entre otras. Dentro de este grupo, la variedad ‘San Andreas’ es
ampliamente cultivada a lo largo del mundo, ya que es apta para cultivarse tanto en el suelo como
en tunel, es productiva a lo largo de todo el afio y sus frutos son grandes, firmes y sabrosos. Este
cultivar presenta buena aptitud tanto para el mercado en fresco como para la agroindustria. A su
vez, es mas tolerante que otras variedades a diferentes enfermedades como el ‘moho gris’
(causado por Botrytis cinerea), la mancha comun de la hoja (Mycosphaerella fragariae), la
enfermedad de la hoja quemada (Diplocarpon earlianum), enfermedades del suelo
(Colletotrichum  spp,  Verticillium spp) 'y al oidio (Sphaerotheca macularis)

(https://strawberryplant.eu/offer/san-andreas).

En Argentina, las principales variedades utilizadas actualmente son ‘Benicia’, ‘San

Andreas’, ‘Albion’, ‘Frontera’, ‘Camino Real’ y ‘Monterrey’ (Informe de Secretaria de Agricultura,
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Ganaderia y Pesca, Argentina, 2023). Las provincias de Santa Fe, Tucuman, Buenos Aires, Jujuy,
Corrientes y Neuquén, son las principales productoras de frutilla, siendo las tres primeras las que
generan el 70% de la produccion total (Kirschbaum et al., 2017). La distribucion de las areas de
cultivo, junto con la seleccién de variedades adaptadas a cada region, permite garantizar una

oferta de frutilla durante practicamente todo el afo.

2.8.3. Maduracion de la frutilla.

En las plantas superiores, una vez ocurrida la polinizacion y fecundacion se produce el
desarrollo de los frutos, proceso caracterizado por un crecimiento y alargamiento de los mismos.
Durante la maduracion de los frutos carnosos ocurren una serie de cambios fundamentales que
afectan sus caracteristicas fisicas y quimicas. Entre ellos, se observa una modificacion del color
debido a variaciones en los niveles de clorofilas, carotenoides y antocianinas; cambios en la
textura como consecuencia de alteraciones de la turgencia celular, en el metabolismo y
estructura de la pared celular. Ademas, se produce la importacién, acumulaciéon y modificacion
de azucares, acidos y compuestos volatiles, los cuales influyen en la calidad nutricional y el aroma.
Asimismo, con la maduracion, los frutos se vuelven mas susceptibles a la infeccién por patégenos,
lo que representa un desafio para su conservacion y comercializacion (Giovanni, 2004).

De esta manera, la maduracion de los frutos puede definirse como un conjunto de procesos
fisicoquimicos que ocurren entre la finalizacion del desarrollo y el inicio de la senescencia, dando
lugar a modificaciones en la textura, aroma, sabor y color de los mismos. Estos cambios mejoran
las propiedades organolépticas del fruto, haciéndolo mas atractivo tanto para los herbivoros, lo
que favorece la dispersion eficiente de las semillas, como para el consumo humano (Sanchez-
Gomez et al., 2022). En frutilla, dado que las etapas de desarrollo y maduracién no estan
claramente separadas, se considera que la maduracion es un proceso de desarrollo continuo, en

el cual varias etapas fisiolégicas pueden superponerse (Manning, 1993).

La maduracion de la frutilla esta regulada por diversas hormonas, cada una con roles
especificos en diferentes etapas del desarrollo. Si bien la frutilla es considerada un fruto no
climatérico, por su capacidad de madurar en ausencia de un pico en la respiracion y la sintesis
de etileno, diferentes trabajos han sugerido un papel de esta fitohormona en la maduracion de
estos frutos (Langer et al., 2022; Merchante et al., 2013; Tosetti et al., 2020; Villarreal et al., 2010;
2016). Se ha reportado que el etileno participa activamente en la maduracién acelerando
procesos como la sintesis de antocianinas, la degradacion de las clorofilas y el ablandamiento de
la pared celular (Langer et al., 2022; Merchante et al., 2013; Villarreal et al., 2010). Por otro lado,
las auxinas, suministradas inicialmente por los aquenios, son esenciales para la expansion del
receptaculo en etapas tempranas, pero su disminucidon gradual es necesaria para permitir el
progreso de la maduracion (Tian et al., 2022). Aplicaciones exdgenas de auxinas pueden retrasar

la maduracion del fruto al reprimir la expresion de genes vinculados con el desensamblaje de la
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pared celular (Bustamante et al., 2009; Villarreal et al., 2009). En las primeras etapas del
desarrollo, las giberelinas son sintetizadas junto con las auxinas, y el fruto aumenta de tamafo
debido a una activa division y expansion celular (Sanchez-Gomez et al.,, 2022). Durante la
maduracion los niveles de giberelinas decrecen, y se ha sugerido que regulan negativamente
dicho proceso (Symons et al., 2012; Villarreal et al., 2009). Por otro lado, el acido abscisico actua
como un promotor de la maduracion al aumentar la captacion de azlcares y la sintesis de
antocianinas, marcando un punto de transicion crucial desde el estadio blanco hacia el rojo
maduro (Chen et al., 2016). Finalmente, los metil-jasmonatos estimulan la maduracion mediante
la induccion de la pigmentacion, ablandamiento y metabolismo de azucares, ademas de aumentar
la produccion de etileno (Han et al., 2019).

Cabe destacar que, ademas de la accion de distintas fitohormonas, los mecanismos
involucrados en el proceso de maduracion de frutilla también se encuentran regulados por
diferentes factores de transcripcién y modificaciones epigenéticas, cuyo detalle excede el

propésito de esta Tesis.

Respecto a los cambios en el color del fruto, durante la maduracion se produce una
acumulacion de antocianinas, las cuales le confieren el color rojo caracteristico de las frutillas
maduras (Sirijan et al., 2020). Estos pigmentos son compuestos polifendlicos hidrosolubles de
localizacion vacuolar, sintetizados por la via de los fenilpropanoides y su precursor es la
fenilalanina (Sirijan et al., 2020). La antocianina predominante en la frutilla es la pelargonidina 3-
glucosido (89-95% del contenido total de antocianinas), mientras que en menor medida se
encuentran la cianidina 3-glucosido y la pelargonidina 3-rutinésido (Sirijan et al., 2020). Los
diferentes estadios de desarrollo y maduracion de la frutilla suelen clasificarse en funcién de su
tamafo y color superficial. Estas etapas incluyen: verde pequefo (VP), verde grande (VG), blanco
(BL), 25% rojo (25%R), 50% rojo (50%R), 75% rojo (75%R), 100% rojo (100%R) y sobremaduro
(SM).

Por otro lado, el ablandamiento extensivo que ocurre durante la maduracion pre y
postcosecha de los frutos, se debe principalmente a la disolucion de la lamina media, la reduccion
de la adhesion célula-célula y el debilitamiento de las paredes celulares como resultado de la
accion coordinada de enzimas que modifican o degradan componentes de la pared celular
(Daglio et al., 2024; Paniagua et al., 2014; Yu et al., 2024). El ablandamiento de la fruta es una
caracteristica crucial del proceso de maduracién, influyendo significativamente en su calidad y
en la aceptacion por parte del consumidor. Sin embargo, aunque este proceso aumenta las
propiedades sensoriales y nutricionales de la fruta, un ablandamiento excesivo conduce a dafios
fisicos y a una mayor susceptibilidad a infecciones que reducen la calidad y causan pérdidas
masivas en la produccion (Langer et al., 2018; Petrasch et al., 2019; Yu et al., 2024).

Otra caracteristica importante de la maduracién de la frutilla es el incremento en la

acumulacion de azucares, acidos organicos y metabolitos secundarios, asi como compuestos
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volatiles, que influyen en el sabor y aroma del fruto (Fan et al., 2021; Schwieterman et al., 2014).
Todas estas modificaciones resaltan la importancia del proceso de maduracién en la calidad del

fruto y, por lo tanto, en la aceptacion del consumidor.

2.8.4. Principales atributos de calidad de la frutilla.

La calidad de las frutillas es un factor determinante tanto para los productores como para
los consumidores. Distintos parametros de calidad, como sabor, aroma, color, textura y tamafio
influyen en la percepcion general del fruto por el consumidor, y conforman la calidad
organoléptica del mismo.

El sabor de la frutilla se considera un aspecto importante de su calidad. Este es influenciado
por un conjunto de azucares y acidos organicos presentes en los frutos maduros, como asi
también por distintos compuestos volatiles (Fan et al., 2021; Schwieterman et al., 2014). Fructosa,
sacarosa y glucosa son los azucares principales en una frutilla madura, mientras que sorbitol,
xilitol y xilosa se encuentran en cantidades traza. A su vez, los principales acidos son el acido
ascorbico, acido citrico y acido malico, y en menor cantidad, se encuentran los acidos glicélico y
shikimico (Madhavi et al., 2023). La medida de solidos solubles totales (SST) ha sido considerada
una aproximacion al contenido de azucares totales en el fruto de frutilla (Whitaker et al., 2020),
por lo que las mediciones de este parametro junto con el pH y la acidez titulable son importantes
para evaluar la calidad del fruto. El aroma de la frutilla esta constituido principalmente por una
mezcla compleja de ésteres, aldehidos, alcoholes y compuestos de azufre (Mishra & Kar, 2014).
En cuanto a los compuestos volatiles, los ésteres, terpenos y furanos son los que mayormente
influyen en la intensidad de la percepcion del sabor del fruto (Schwieterman et al., 2014).

Como se menciono anteriormente, los cambios de color durante la maduracion de la frutilla
permiten determinar el grado de madurez e indice de cosecha de los mismos (Alvarado-Cepeda
et al., 2020). Este cambio en el color del fruto se debe a la sintesis de antocianinas, alteraciones
en el contenido de carotenoides y degradacion de clorofilas. Como minimo, se requiere un
porcentaje de coloracion roja superficial del 75% del fruto para su comercializacion.

Asimismo, en frutilla, el almidon se acumula durante etapas muy tempranas del desarrollo
y la degradacién de los granulos de este polisacarido predomina fuertemente durante el
crecimiento y la maduracion del receptaculo (Souleyre et al., 2004). Se cree que este
carbohidrato se utiliza en las primeras etapas del crecimiento del fruto hasta que los aquenios
estan desarrollados, y posteriormente, éstos inducen la rapida asimilacion de nutrientes desde la
planta (Perkins-Veazie, 1995), por lo que se estima que la degradacion del almidon aporta
unicamente hasta el 3% del contenido total de azucares del fruto al final de la maduracion
(Souleyre et al.,, 2004). La sacarosa acumulada en los frutos inmaduros se hidroliza en los
monosacaridos glucosa y fructosa, y estos tres carbohidratos son los azicares solubles en frutillas
maduras (Azam et al., 2019). Ademas, la transformacion masiva de metabolitos primarios inicia el

flujo de carbono hacia las vias de sintesis de metabolitos secundarios, entre ellas la acumulacion
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de las antocianinas (Azam et al., 2019). De esta manera, la frutilla es un fruto sumidero por
excelencia y es necesaria su cosecha en estadios avanzados de maduracién para que se haya
alcanzado la calidad organoléptica deseada, acortando asi el tiempo de vida postcosecha en
comparacion con otras especies.

La textura del fruto influye directamente en la percepcién sensorial del consumidor y hace
referencia a las propiedades fisicas del fruto que afectan su consistencia y la sensacion al
morderlo. Factores como la turgencia, firmeza y rigidez de la pared celular, son determinantes
clave en la textura del fruto. Este parametro de calidad no sélo influye en la aceptacion por parte
del consumidor, sino que ademas es un indicador de la vida postcosecha del fruto, su
preservacion, y valor de mercado (Virgen-Ortiz et al., 2020). A medida que avanza la maduracion
de la frutilla, la pérdida de firmeza se incrementa progresivamente (Paniagua et al., 2014), lo que,
como se menciond anteriormente, puede llevar a un ablandamiento excesivo que compromete

significativamente la vida util del fruto.

2.8.5. Metabolismo de la pared celular primaria de frutilla.

Como se menciond en la seccidon 2.7, los principales componentes de las paredes
celulares son pectinas, celulosa, hemicelulosas y en menor proporcion, proteinas estructurales.
La maduracion de los frutos implica la degradacién de los polisacaridos de la pared celular, lo
que conduce al ablandamiento del tejido. El desmantelamiento de la estructura primaria de la
pared celular implica una pérdida de las cadenas laterales de pectina, un aumento en la
solubilizacién de la fraccion péctica y la depolimerizacién de los poliurénidos y de las
hemicelulosas. Estas modificaciones, junto con la disolucion de la lamina media son promovidas
por la accion coordinada de enzimas o proteinas sin actividad enzimatica que degradan los
distintos polimeros que constituyen la pared celular, y otras que también pueden tener
actividades duales (Posé et al., 2018; Yu et al., 2024). Cada enzima involucrada en el metabolismo
de la pared celular exhibe una actividad particular (hidrolasa, transglicosilasa, liasa, etc.) y
requiere reconocer su propio sustrato en el apoplasto.

Entre las enzimas vinculadas con el metabolismo de la pared celular primaria se

encuentran:

e Enzimas que participan en el metabolismo de pectinas:

Poligalacturonasas (PGs): catalizan la hidrdlisis de las uniones a-1,4 entre residuos de
acido galacturénico y pueden ser del tipo endo- (EC 3.2.1.15) o exo-poligalacturonasas (EC
3.2.1.67). Las PGs actuan sobre los HGs, los cuales son sintetizados y secretados al espacio
apoplastico con un alto grado de metil esterificacion (Willats et al., 2001). Dado que es necesario
un cierto grado de demetilacion de los HGs para que se conviertan en sustrato de las PGs

(Paniagua et al., 2014; Posé et al., 2018; Willats et al., 2001), la actividad PG in vivo estaria
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influenciada por una accion previa de las pectin metilesterasas. Se reportd que, durante la
maduracion del fruto de frutilla, la actividad PG total se incrementd y que la misma fue
significativamente mayor en todos los estadios de maduracion en frutillas del cultivar Toyonoka
respecto a frutos de cultivares mas firmes (Villarreal et al., 2008). Asimismo, el gen FaPG1 codifica
para una poligalacturonasa especifica de fruto (Villarreal et al., 2009) y cuya modulacién

antisentido da lugar a frutos mas firmes que los de plantas de tipo salvaje (Quesada et al., 2009).

Pectato liasas (PLs, EC 4.2.2.2): intervienen en la degradacion de las pectinas en los
mismos sitios que las PGs pero la ruptura de la cadena de HG no ocurre a través de un proceso
hidrolitico, sino que la catalisis se produce por una reaccion de B-eliminacion, la cual introduce
una insaturacion C4-C5 en el extremo no reductor del producto de reaccion (Zhou et al., 2016).
La actividad PL en frutilla presentd bajos niveles en los primeros estadios de maduracion,
mientras que se mantuvo alta en los estadios mas avanzados (Zhou et al., 2016). En frutilla, las
PLs pertenecen a una gran familia génica, y se report6 que frutos de plantas antisentido en el gen
FaPLC fueron significativamente mas firmes que los frutos del tipo salvaje (Benitez-Burraco et al.,
2003). Los mismos autores, a su vez, identificaron la expresion de otros dos genes (FaPLA y
FaPLB) en el fruto. Recientemente, Lin et al. (2023) identificaron 65 genes FaPL en el genoma
octaploide del cultivo de frutilla a los cuales nombraron FaPL 1-FaPL65, y determinaron que la

sobreexpresion de FaPL 1 conduce a un ablandamiento del fruto.

Pectin metilesterasas (PMEs, EC 3.1.1.11): catalizan la hidrolisis de metil ésteres del C-6
de residuos de AG, lo cual genera la demetilacion de las pectinas. Esta demetilacion cambia el
pH y la carga en la pared celular lo que, por un lado, permite la interaccion de poliurénidos a
través de puentes de calcio, pero, por otro, la demetilacién torna mas susceptibles a los
poliurénidos a la degradacion por PGs o PLs. Esto indica que las PMEs pueden intervenir tanto
en el refuerzo como en el debilitamiento de la pared celular (Posé et al., 2011). En frutilla, se
reportd la existencia de cuatro genes que codifican PMEs putativas (FaPME1-FaPME4), y sélo

FaPME1 estaria asociada a la maduracion (Castillejo et al., 2004).

e Enzimas que participan en el metabolismo de cadenas laterales:

B-Galactosidasas (B-Gals, EC 3.2.1.23): exo-hidrolasas que catalizan la hidrolisis de
residuos de B-D-galactosa terminales de los extremos no reductores de B-D-galactésidos que
pueden hallarse en hemicelulosas y, mas abundantemente, en pectinas (Payasi et al., 2009). En
frutilla, se caracterizaron cuatro genes que codifican B-galactosidasas putativas, FaBGal2 y
FaBGal3 (que se expresan mayormente en frutos verdes), y FaBGal1 y FaBfGal4 (genes que
mostraron un patron de expresion vinculado con la maduracién del fruto) (Paniagua et al., 2016;

Trainotti et al., 2001). Ademas, se informo que, plantas transgénicas que expresan el gen FaGal4
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antisentido de manera constitutiva rindieron frutos mas firmes, y presentaron un incremento del
contenido de pectinas unidas covalentemente y un mayor contenido de galactosa que frutos

controles en el estadio maduro (Paniagua et al., 2016).

a-Arabinofuranosidasas (a-Aras, EC 3.2.1.55): exo-hidrolasas que remueven residuos
terminales a-L-arabinosa no reductores de varios homopolisacaridos (arabinanos) y
heteropolisacaridos (arabinogalactanos, arabinoxilanos, arabinoxiloglucanos,
glucuronoarabinoxilanos, etc.) de polimeros pécticos y hemiceluldsicos (Tateishi, 2008). En
frutilla, se detectd actividad a-Ara total en todos los estadios excepto en VP, y la actividad se
incrementd con el avance de la maduracion del fruto. Asimismo, los niveles de esta actividad
fueron mayores en el cultivar mas blando respecto al cultivar de frutos mas firmes (Rosli et al.,
2009). Si bien se han clonado varios genes que codifican arabinofuranosidasas putativas en
frutilla, se reportd que la expresion del gen FaAra1 esta asociada con la maduracion (Rosli et al.,
2009).

e Enzimas que participan en el metabolismo de las hemicelulosas:

Endo-$3-1,4-D-xilanasa (Xnasas, EC 3.2.1.8): catalizan la hidrolisis de las uniones 3-1,4 entre
residuos de D-xilosa en sitios internos de las cadenas de xilanos, produciendo xilooligosacaridos,
los cuales son los sustratos de las 3-D-xilosidasas (Peng & Jin, 2020). En un estudio reciente
realizado en nuestro laboratorio, se analizd el patron de actividad Xnasa total durante la
maduracion de frutos de dos cultivares de frutillas con diferentes tasas de ablandamiento (Hirsch
et al., 2020). En el cultivar Toyonoka, caracterizado por un ablandamiento acelerado, la actividad
Xnasa total aumentd desde el estadio verde grande hasta el blanco y luego se mantuvo estable
hasta el final de la maduracién. Ademas, en los estadios de maduracion 50% y 100% R, se registro
una actividad significativamente mayor de Xnasa en Toyonoka en comparacion con Camarosa,
un cultivar que produce frutos mas firmes, y se reporto el clonado de tres genes determinandose
que la expresion FaXynA y FaXynC fue significativamente mayor que FaXynB en fruto (Hirsch et
al., 2020).

B-xilosidasas (B-Xils, EC 3.2.1.37): enzimas capaces de hidrolizar enlaces terminales 3-1,4
entre residuos de xilosa a partir del extremo no reductor (Rohman et al., 2019). En frutilla, Martinez
et al. (2004) detectaron actividad B-Xil en todos los estadios de maduracién, siendo
significativamente menor en los estadios inmaduros y alcanzando un maximo en 25-50% R.
Asimismo, frutos del cultivar Toyonoka exhibieron una expresion FaXyl1 y actividad B-Xil total

mayor que frutos de un cultivar mas firme como Camarosa (Bustamante et al., 2006).
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Expansinas (Exps): proteinas cuya funcion seria la de interrumpir las interacciones puentes
de hidrégeno entre las microfibrillas de celulosa y hemicelulosas de una manera dependiente del
pH, permitiendo la relajacién de la pared celular (Posé et al., 2018). Ademas, dado su efecto
directo sobre la pared celular, se ha propuesto que la accion de las expansinas facilitaria el acceso
de otras enzimas a sus sustratos, contribuyendo de este modo al desmantelamiento de la pared
celular (Cosgrove, 2000). En frutilla, se aislaron siete genes de expansinas (FakExp 1-FaExp7) y las
expresiones de FaExp1, FaExp2 y FaExp5 se correlacionan con el proceso de maduracion
(Civello et al., 1999; Dotto et al., 2006; Harrison et al., 2001).

Xiloglucano endotransglicosilasas/hidrolasas (XTHs): de acuerdo a sus efectos sobre la
pared celular, estas enzimas podrian tener actividad xiloglucano endohidrolasa (XEH; EC 3.2.151)
y/o actividad xiloglucano transglicosilasa (XET; EC 2.4.1.207). La primera rompe hidroliticamente
la cadena de xiloglucano, mientras que la segunda, cataliza una ruptura no hidrolitica y
posteriormente, transfiere y liga el extremo de la cadena escindida al extremo no reductor de otra
cadena de xiloglucano preexistente o recién sintetizada (EkI6f & Brumer, 2010). Si bien la
actividad de las XTHs se vincul6 al desensamblaje de la matriz celulosa-xiloglucano,
contribuyendo de esta manera al ablandamiento de los frutos carnosos, estudios realizados en
tomate propusieron que la actividad XET estaria involucrada en el mantenimiento de la integridad
de la pared celular (Miedes et al., 2010; Miedes & Lorences, 2009). En frutilla, integrantes de
nuestro grupo de trabajo clonaron genes que codifican una proteina putativa que poseeria ambas
actividades (XEH y XET; FaXTH2) y una que tendria actividad XET exclusiva (FaXTHT), y se
reportd que la expresion FaXTH1 es significativamente mayor en dos cultivares de firmeza

elevada, respecto a un cultivar de frutos blandos (Nardi et al., 2014).
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVO GENERAL

3.1. Hipotesis de trabajo

Durante la interaccion entre plantas y bacterias beneficiosas se inducen cambios tanto en
la planta como en el fruto. Estas modificaciones intervienen en la promocién del crecimiento

vegetal, asi como en las respuestas de defensa ante microorganismos patégenos.

3.2. Objetivo general

Contribuir al conocimiento de los procesos moleculares, bioquimicos y fisiolégicos que
ocurren durante las interacciones entre plantas con bacterias beneficiosas. Estudiar posibles
mecanismos de accién de estos microorganismos en la promocion del crecimiento vegetal y el
control bioldgico de patdgenos fungicos en plantas y frutos de frutilla (Fragaria x ananassa Duch.)

y en plantas de Arabidopsis thaliana.
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4. CAPITULO I: Aislamiento de bacterias epifitas y endofitas de hojas y frutos de
frutilla. Caracterizacion, identificacion y evaluacion de su potencial para el control

biolégico y la promocion del crecimiento vegetal.

4.1. INTRODUCCION

Como se describid en la seccion 2.1, la aplicacion de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal en plantas de interés agrondomico surge como una alternativa al uso de fungicidas y
fertilizantes de sintesis quimica tanto para estimular el crecimiento de la planta como para
controlar el desarrollo de enfermedades (Compant et al., 2005; Dukare et al., 2019; Elnahal et al.,
2022; Kumar et al., 2022; Shameer & Prasad, 2018).

En el caso particular de la frutilla comercial, como se mencion6 anteriormente (seccién
2.8), las plantas y los frutos de esta especie son altamente susceptibles al ataque de diversos
patdgenos fungicos durante la pre y postcosecha (Garrido et al., 2016). Entre las patologias que
desarrollan los frutos maduros, y que causan mayores pérdidas econdomicas, se destaca la
enfermedad del moho gris causada por Botrytis cinerea (Petrasch et al., 2019), y la enfermedad
de la podredumbre blanda producida por Rhizopus stolonifer (Feliziani & Romanazzi, 2016). En lo
que respecta al cultivo de frutilla, se han estudiado e informado diferentes géneros bacterianos
capaces de promover el crecimiento vegetal e incluso, algunas especies dentro de los mismos
se describieron como posibles biocontroladores y se caracterizaron distintos mecanismos a
través de los cuales podrian estar actuando. Tales son los casos de Bacillus amyloliquefaciens
BChi1 y Paraburkholderia fungorum BRRh-4, capaces de estimular el crecimiento de la planta y
aumentar el contenido de compuestos antioxidantes en los frutos de frutilla (Rahman et al., 2018).
Agusti et al. (2011) reportaron que la combinacién de dos cepas de Pseudomonas fluorescens
lograba controlar la enfermedad causada por Phytophthora cactorum mediante la produccién de
metabolitos secundarios. A su vez, Hassan et al. (2021) identificaron una cepa de Bacillus safensis
capaz de producir enzimas hidroliticas (quitinasas, proteasas y lipasas) y de inhibir a B. cinerea
en la postcosecha de frutilla.

Mas alla de estos valiosos avances, existe un campo en el cual profundizar para responder
preguntas vinculadas con la seleccion de las mejores bacterias candidatas para controlar
enfermedades fungicas pre y postcosecha, los mecanismos utilizados por las bacterias para
generar dichos efectos beneficiosos, los genes de defensa inducidos y las enzimas y metabolitos
que participan en la interaccion planta-bacteria.

Asi, en este primer capitulo de la Tesis se propuso contribuir al conocimiento de la
diversidad de bacterias que conviven en estrecho contacto con la planta de frutilla y comprender
los mecanismos a través de los cuales estas bacterias pueden promover el crecimiento de la
planta hospedadora y protegerla contra el ataque de los hongos fitopatégenos B. cinerea y R.

stolonifer. Para ello, se llevé a cabo el aislamiento de bacterias cultivables tanto endofitas como
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epifitas a partir de hojas y frutos de plantas de frutilla, su posterior identificacion y caracterizacion
mediante diferentes enfoques microbiolégicos, bioquimicos y moleculares, como asi también, la
evaluacion de la capacidad de las bacterias seleccionadas para promover el crecimiento de la

planta modelo Arabidopsis thaliana.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

4.2.1. Realizar el aislamiento de bacterias cultivables, tanto endofitas como epifitas a partir
de plantas de frutilla.

4.2.2. Caracterizar y evaluar los aislamientos bacterianos para el control biolégico de
fitopatdogenos fungicos y la promocion del crecimiento vegetal.

4.2.3. Identificar los aislamientos bacterianos mediante amplificacion y secuenciacion del
gen del ARNr 16S.

4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Recoleccion de material y aislamiento de bacterias epifitas y endofitas a partir

de hojas y frutos de frutilla.

Se cosecharon hojas y frutos en estadio de madurez apto para consumo de plantas de
frutilla comercial (cv. ‘San Andreas’) cultivadas en la localidad de Sierra de los Padres, provincia
de Buenos Aires, Argentina (Cifsa, Compania Industrial Frutihorticola S.A.). La variedad ‘San
Andreas’ pertenece al grupo de los cultivares de ‘dia neutro’, es decir, su crecimiento y floracion
no se ve afectado por el fotoperiodo (seccién 2.8.2).

Las hojas y frutos (en estadio de madurez 75-80% rojo) con apariencia sana y ausencia de
dano fisico se dividieron en tres grupos de aproximadamente 30 hojas (nombrados HI, Hil'y HIll)
y 3 grupos de 10 frutos cada uno (nombrados Fl, FIl y Flll). Para el aislamiento de los epifitos,
cada grupo de 6rganos (hojas y frutos) fueron lavados durante 5 minutos con una solucion de
MgClz2 10 mM, pH 7,0 y Tween 20 al 0,01% (v/v). Una alicuota (200 pl) de cada lavado se sembro
en placa de Petri conteniendo medio LB-agar (10 g I'" triptona, 5 g I'' extracto de levadura, 5 g I'*
NaCl, 15 g I'" agar bacterioldgico) y se incubd a 28 °C durante 48 h. Para el aislamiento de los
endofitos, previamente se realizé la desinfeccion superficial de las hojas y frutos con una solucion
de lavandina comercial al 5% (v/v) suplementada con Tween 20 al 0,01% (v/v) durante 5 min
seguido de tres lavados con agua destilada estéril. Como control, no se observé crecimiento
bacteriano tras colocar una alicula de 200 pL del ultimo lavado en placas con medio LB-agar,
confirmando la eficacia de la desinfeccion. Cada grupo de muestras fue homogeneizado en MgCl2
10 mM estéril, pH 7,0 utilizando un Omni Mixer (Instrumentos OCI, Omnimixer 17106), y luego

una alicuota de 200 ul se sembré en placas con medio LB-agar que se incubaron a 28 °C durante
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48 h. Tanto para los epifitos como los endofitos, las colonias consideradas morfolégicamente
diferentes se seleccionaron y se repicaron para, posteriormente, obtener cultivos puros. Las
bacterias aisladas a partir de las hojas fueron nombradas como HI1, HI2, HI3, etc., mientras que
las bacterias aisladas a partir de frutos fueron llamadas FI1, FI2, FI3, etc. Los aislamientos puros

se almacenaron a -80 °C en LB suplementado con glicerol al 30% (v/v).

4.3.2. Antagonismo in vitro de los aislamientos bacterianos hacia Botrytis cinerea.

Se utilizé el patégeno Botrytis cinerea Pers. Fr. (teleomorfo Bryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel) cepa B05.10 de la Coleccion de Cultivos de Hongos del INTECH (IFCC 458/02).

4.3.2.1. Antagonismo mediante compuestos difusibles o co-cultivo.

El fitopatdégeno B. cinerea se crecio en medio APG (Agar Papa Glucosado) a 25 °C durante
72 h. La inhibicion del crecimiento fungico se evalué mediante co-cultivo de cada bacteria con el
hongo en placas de Petri con medio APG. En el centro de cada placa se coloc6 un disco de 3
mm?de micelio de B. cinerea y en los bordes de la misma se sembraron 8 gotas de 1 pl de cultivo
bacteriano previamente crecido ON a 28 °C. Placas que contenian al fitopatdogeno y sin bacteria
fueron utilizadas como controles. Tanto las placas con bacterias como las placas control, se
incubaron a 25 °C y se midio el area de crecimiento del micelio a las 72 y 96 horas, utilizando el
programa ImagedJ 1.52a (NIH, USA). Se realizaron tres réplicas técnicas para cada bacteria y el

control.

4.3.2.2. Antagonismo mediante la produccion de compuestos volatiles organicos.

Se evalu6 de manera exclusiva la inhibicion del crecimiento fungico mediante la
produccion de compuestos volatiles por las bacterias. Para esto, se plaque6 cada bacteria a partir
de cultivos crecidos previamente ON a 28 °C en placas de Petri con medio LB-agar. Por otro lado,
un disco de micelio de B. cinerea se colocd en placas con medio APG. Ambas placas se
enfrentaron entre si y se sellaron con Parafilm (adaptado de Chen et al., 2018). Se incubaron a
25°Cy las areas del crecimiento del micelio se tomaron a las 24 y 48 horas, utilizando el programa

ImagedJ 1.52a (NIH, USA). Se realizaron tres réplicas técnicas para cada bacteria y el control.

4.3.3. Extraccion de ADN genémico.

La extraccién de ADN genomico se llevé a cabo utilizando el método de fenol/cloroformo

de Cheng & Jiang (2006), con leves modificaciones. A partir de un cultivo liquido previamente

crecido, se tomd 1 ml de suspension celular y se centrifugé a 8000 x g durante 2 min. Se descarto
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el sobrenadante y el pellet se lavo con 400 pl de buffer STE (NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 8,0). Se centrifugd a 8000 x g durante 2 min y se repitié el paso del lavado.
Luego, el pellet obtenido se resuspendié en 200 pl de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,0). Se adicionaron 100 pl de fenol saturado con Tris, pH 8,0 y se agité con vortex durante 1
min. Tras una centrifugacion a 13000 x g durante 5 min a 4 °C se observé una fase acuosa
separada de una fase organica. Se tomaron 160 pl de la fase acuosa y se transfirieron a un tubo
nuevo. Se agregaron 40 ul de buffer TE y 100 pl de cloroformo. Se mezcld y se centrifugé a 13000
x g durante 5 min (4 °C). Este paso de purificacién se repitido de 2 a 3 veces hasta observar que
una interfaz blanca ya no se encontraba presente. Una vez llegado a ese punto, 160 pl de la fase
acuosa se transfirié a un tubo nuevo. Se agregaron 40 pul de buffer TE y 5 pyl de ARNasa (10 mg
ml") y se incubd a 37 °C durante 30 min para digerir el ARN. Se agregaron 100 pl de cloroformo,
se mezclo y se centrifugd a 13000 x g durante 5 min a 4 °C. Se transfirieron 150 pl de la fase
acuosa a un tubo nuevo y se le adicionaron 700 pl de isopropanol frio. Se mezclé suavemente y
se dejo precipitando ON en heladera. Se centrifugd a 13000 x g durante 15 min a 4 °C.
Posteriormente, se lavo el pellet con 500 pl de etanol 70% (v/v) y se centrifugé a 13000 x g
durante 3 min. Se descartd el sobrenadante y se dejo secar el pellet. Una vez seco, se

resuspendié el ADN en 100 pl de H20 mili Q y se almaceno a -20 °C.

4.3.4. BOX-PCR.

La técnica BOX-PCR (Versalovic et al., 1994) se basa en la amplificacion de secuencias
altamente conservadas entre las bacterias que establece un patrén de bandas caracteristico para
cada una. De esta manera, permite identificar los aislamientos no redundantes. Se utilizaron los
cebadores universales BOXA1R (5° - CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3’) a una
concentracion 10 uyM en la siguiente mezcla de reaccion: 50 ng de ADN gendmico, buffer de
reaccion 10X (Thermo Scientific, USA), MgCl. 50 mM (Thermo Scientific, USA), dNTPs 25 mM
(PB-L, Argentina), 2,5 unidades de Taq polimerasa (Thermo Scientific, USA) y H20 mili Q hasta
un volumen final de 15 ml. El programa de PCR utilizado consistio en: 7 min a 94 °C, seguido de
35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 53 °C y 8 min a 65 °C, y una etapa de elongacion final de 16
min a 65 °C. El total de producto de PCR se mezclé con 1,5 ul de Gel Red 20X y 3 ul de Orange
G 6X. Las bandas se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,5% (p/v) en
buffer TBE 0,5X durante 4 h a ~80 V y se visualizaron en fotodocumentador Amersham Image
Quant 800 (Cytiva). Los patrones de bandas obtenidos se analizaron utilizando el software
GelAnalyzer19.1.

4.3.5. Formacion de biofilms.
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La formacion de biopeliculas o biofilms se evalud en placas multipocillos de acuerdo con
Merrit et al. (2005) y Qu et al. (2016), con leves modificaciones. Las cepas bacterianas crecidas
previamente ON a 28 °C, se colocaron en una placa de 96 pocillos con medio LB liquido en una
dilucion 1:100, respectivamente. La placa se incubd durante 24 h a 28 °C. A este tiempo se midio
la absorbancia del cultivo a A = 600 nm. Luego, la placa se lavé con PBS al 0,9%, se dejo secar
durante 30 min a 37 °C, y luego se colocaron 200 pl de una solucién de cristal violeta al 0,5%
(p/v). Tras una incubaciéon de 30 min a temperatura ambiente, se llevo a cabo un lavado de la
placa con PBS 0,9%, seguido de un lavado con agua destilada. La placa se dejo secando ON a
temperatura ambiente. Para disolver el colorante adherido a la placa, se agregaron 200 ul de
etanol 95% (v/v) a cada pocillo y se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Se midié en
espectrofotometro a A = 590 nm el valor correspondiente a células adheridas a la superficie de la
placa. El valor correspondiente a la formacion de biofims se calculd6 mediante la relacion
Assonm/Asoonm para cada bacteria, de manera de relacionar la formaciéon de biofilms con el
crecimiento de cada una. Se utilizaron 6 pocillos como réplicas en dos ensayos independientes.

Como control se utilizé6 medio LB liquido sin inocular.

4.3.6. Evaluacion de la producciéon de enzimas hidroliticas.

Se evaluo la produccion de celulasas, proteasas y lipasas por los aislamientos bacterianos
que previamente mostraron capacidad de inhibir el crecimiento de B. cinerea in vitro. Para esto,
las bacterias se crecieron ON en medio LB liquido a 28 °C. Después de centrifugar, las células
bacterianas se resuspendieron en MgCl. 10 mM pH 7,0, y se ajust6 a una densidad Optica final

de 0,8 a A = 600 nm (ODsoo). Se realizaron dos ensayos independientes para cada bacteria.

4.3.6.1. Celulasas.

Para la determinacion de actividad celulolitica, se utilizdé el medio carboximetilcelulosa
(CMC)-agar (adaptado de Hossain et al., 2020; Kasana et al., 2008). El medio CMC-agar esta
compuesto por: 10 g I'' de CMC sadico, 2 g I'' de triptona, 4 g I KH2PO4, 10 g I'' NazHPO4.12H-0,
0,2 g I MgS0.4.7H20, 20 g I'' de agar bacterioldgico, pH 7,0. Se utilizaron placas de Petri de 55
mm, en las cuales se inocularon 5 pl de suspensién bacteriana (ODeoo ~ 0.8). Se incubaron a 28
°C durante 48 h. Pasado este tiempo, se tifieron las placas con una solucién de Rojo Congo (2 g
I") durante 15 minutos, y luego se lavaron con NaCl 1 M durante 15 minutos de acuerdo con
Meddeb-Mouelhi et al. (2014). La presencia de una decoloracion alrededor de la colonia indica la

produccioén de celulasas.

4.3.6.2. Proteasas.
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La actividad proteolitica se detecto utilizando el medio gelatina-agar: 10 g I de gelatina, 5
g I'" triptona, 1 g I'" glucosa, 2,5 g I! extracto de levadura, 20 g I agar bacterioldgico, pH 7,0
(Hossain et al., 2020). Las placas inoculadas se incubaron a 28 °C durante 48 h. Posteriormente,
se trataron con una solucion de HgClz (150 g I'') en HCI 20% (v/v) (Fry et al., 1994). La produccion

de proteasas se visualizé como un halo transparente alrededor de la colonia.

4.3.6.3. Lipasas.

Para determinar la produccion de lipasas, se utilizo el medio Tween 80-agar: 15 ml "' Tween
80, 80,5 g I" triptona, 2,5 g I'" extracto de levadura, 5 g I'' NaCl, 20 g I agar bacteriologico, pH
5,0 (Hossain et al., 2020; Samad et al., 1989). Las placas inoculadas se incubaron a 28 °C durante
48 h. Luego se tifieron con una solucién de rojo metilo (0,2 g I'' de rojo metilo en etanol 95% (v/v))
y se incubaron a temperatura ambiente durante 48 h. Pasado este tiempo, la presencia de un

halo amarillo alrededor de la colonia indica la presencia de actividad lipolitica.

4.3.7. Evaluacion de movilidad tipo swimming y swarming.

La movilidad por swimming o swarming de las bacterias seleccionadas se evalué en placas
de Petri de 55 mm utilizando medio minimo M9 con glucosa (sales M9: 6,78 g I NazHPO4, 3 g I
KH2PQOa4, 0,5 g I NaCl, 1 g I' NH4Cl, pH 7,2; MgSO. 2 mM, CaClz 0,1 mM, glucosa 0,4% (p/v)) con
diferentes concentraciones de agar bacteriologico: 0,3% (p/v) para swimming y 0,6% (p/v) para
swarming (Ha et al., 2014a, 2014b). Los cultivos bacterianos se crecieron previamente ON a 28
°C en medio LB liquido. Para movilidad tipo swimming, se introdujo en la placa de M9-agar 0,3%
(p/v) una punta para pipeta estéril con indculo bacteriano, y para evaluar swarming, se coloco
una gota de 2 pl en la superficie del medio M9-agar 0,6% (p/v). Luego se incubaron las placas a
28 °C durante 48 horas. Se realizaron dos ensayos independientes para cada aislamiento

bacteriano.

4.3.8. Produccion de sideroforos.

Para evaluar si los aislamientos bacterianos seleccionados poseen capacidad de producir
sideroforos se utilizé el método O-CAS (Pérez-Miranda et al., 2007). Este método consiste, a
diferencia del tradicional, en crecer las bacterias en placa de Petri con medio nutritivo y
determinar la produccién de sideroforos colocando por encima de esta una solucion CAS-agar
del color azul correspondiente. La produccion de sideroforos se puede visualizar como un cambio
de color azul a amarillo/naranja sobre las bacterias que muestran dicha capacidad. La solucion
CAS se preparo de acuerdo con Schywn & Neilands (1987). Brevemente, 60,5 mg de CAS se
disolvieron en 50 ml de agua bidestilada y 10 ml de FeCls.6H20 preparado en 10 mM de HCI. Esta
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solucion se mezclod con 72,9 mg de HDTMA (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) disuelto en 40
ml de agua bidestilada. Se adicionaron 30,24 g I de PIPES y se llevo a pH 6,0. La solucién PIPES-
CAS se filtré antes de su uso. Agar bacterioldgico al 0,8% (p/v) se utilizé como agente gelificante.
El medio utilizado para crecer las bacterias fue M9 suplementado con glucosa sin hierro, de
manera de estimular la produccion de sideroforos. Los aislamientos bacterianos se crecieron ON
en medio LB, se centrifugaron y los pellets se lavaron con medio M9. Finalmente, las bacterias se
resuspendieron en medio M9 y se ajusto su concentracion a ODsoo ~ 0,8. Se inocularon 5 pl por
placa. El control consisti6 en medio sin indculo bacteriano. Se realizaron 2 ensayos

independientes con 3 réplicas de cada bacteria.

4.3.9. Evaluacion de la promocion del crecimiento de plantulas de Arabidopsis

thaliana.

En primer lugar, las semillas de A. thaliana Col-0 fueron desinfectadas con una solucién de
etanol 70% (v/v) y Tritdn X-100 al 0,05% (v/v) durante 3 minutos, seguido de 1 minuto en etanol
95% (v/v). Luego de retirado el etanol, las semillas se dejaron secar en papel de filtro estéril. Se
colocaron en placas de Petri conteniendo medio MS agar (Murashige & Skoog, 1962), y se
colocaron bajo condiciones controladas con un fotoperiodo de 10-14 h (luz-oscuridad),
temperatura de 24/21 + 2 °C y 55/75 + 5% de humedad relativa (dia/noche, respectivamente)
hasta obtener plantulas de 15 dias (considerando 2 dias de estratificacion) o en estadio 1.02
(Boyes et al., 2001). Los aislamientos bacterianos se crecieron ON a 28 °C en medio LB liquido.
Luego, se recolectaron las células mediante centrifugacion (5 min a 10000 rpm), se lavaron y
resuspendieron en MgCl. 10 mM pH 7,0 estéril para obtener una concentracion final de 5 x 108
UFC (Unidades Formadoras de Colonias) ml-' (Marina et al., 2019). Se utilizaron 10 plantulas por
tratamiento (inoculacién con epifito o endofito) o control (inoculacion con MgClz 10 mM pH 7,0,
estéril). A los 13 dias post-inoculacién, se midio el peso fresco de la parte aérea, el largo de la

raiz y el numero de raices laterales. Se realizaron 2 ensayos independientes para cada bacteria.

4.3.10. Colonizacion o crecimiento de los aislamientos bacterianos seleccionados en

plantulas de A. thaliana.

Para determinar si los aislamientos bacterianos son capaces de colonizar y crecer en
plantulas de A. thaliana se utiliz6 medio MS con agar al 0,8% (p/v), pH 5,7, para llevar a cabo el
experimento. En primer lugar, las semillas de A. thaliana Col-0 fueron desinfectadas como se
menciond anteriormente (seccidn 4.3.9). Una vez desinfectadas se colocaron en placas de Petri
(135 mm) conteniendo el medio nutritivo para su germinacion y posterior crecimiento de las
plantulas. Las placas se colocaron bajo las condiciones controladas mencionadas en el apartado

anterior. Plantulas de 15 dias (considerando 2 dias de estratificacion) o estadio 1.02 (Boyes et al.,
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2001) se inocularon con una suspension de bacteria (1 x 108 UFC ml). La inoculacion se realizo
colocando una gota de 5 ul en el centro de cada plantula, entre ambos cotiledones. Se utilizaron
plantulas control a las que se les coloco 5 pl de MgCl2 10 mM pH 7,0 estéril. Para evaluar la
capacidad de crecimiento de cada bacteria en las plantulas, se tomaron muestras a las 24, 72 y
120 horas post-inoculacion. Se utilizaron 3 réplicas bioldgicas por bacteria por tiempo, cada una
de las cuales consistia en 4 plantulas tomadas al azar. Se llevaron a cabo 3 lavados con 500 pl
de MgCl2 10 mM, pH 7,0 estéril. A continuacion, las plantulas se resuspendieron en 300 pl de la
solucion de MgCl: estéril y se disgregaron hasta obtener un extracto. A partir de los mismos, se
realizaron diluciones seriadas en el orden de 1/10 hasta una dilucion final de 1/100000. Para llevar
a cabo el recuento de UFC, las diluciones se plaquearon en medio LB-agar colocandose dos
gotas de 10 yl cada una para cada réplica bioldgica. Se dejaron crecer durante 18 ha 28 °C y

luego se llevo a cabo el recuento correspondiente.

4.3.11. Evaluacion de la promocion del crecimiento de plantas de A. thaliana.

Para evaluar el efecto de la inoculacion con cada aislamiento bacteriano en la promocién
del crecimiento de plantas adultas de A. thaliana, las plantas se crecieron en macetas conteniendo
una mezcla de tierra:arena:perlita (1:1:1) previamente esterilizada. Se utilizaron entre 5 o 6 plantas
(1 planta por maceta) por tratamiento. Los indculos bacterianos se prepararon tal como se
describio en la seccién 4.3.9, hasta obtener una concentracion final de 1 x 108 UFC ml". Se
llevaron a cabo dos inoculaciones: en plantas de 22 y 29 dias de edad, con 20 y 50 ul de in6culo
en el centro de la roseta de cada planta, respectivamente. Los controles se trataron de igual
manera con una solucion estéril de MgCl2 10 mM, pH 7,0. A los 15 dias después de la ultima
inoculacion, se midio el peso fresco de la fraccion aérea y las raices, por separado, como asi
también el largo de la raiz. Ademas, las rosetas y raices se colocaron en sobres de papel madera

y se dejaron secando durante 10 dias en estufa a 70 °C para obtener el peso seco de los mismos.

4.3.12. Produccion de fitohormonas por los aislamientos bacterianos.

La identificacion y cuantificacion de la produccion de fitohormonas (acido indol-acético
(AIA), acido salicilico (AS), acido jasmaénico (AJ), acido abscisico (ABA) y acido giberélico (AGs))
por los aislamientos bacterianos se llevd a cabo mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de masa en tandem (LC-MSMS, Waters y Micromass, respectivamente). Para eso,
los aislamientos bacterianos se crecieron en 50 ml de medio M9 durante 24 h a 28 °C. Los
sobrenadantes obtenidos tras la centrifugacion de estos cultivos se utilizaron para el analisis de
fitohormonas. Las metodologias de extraccion y purificacion de los compuestos fueron realizadas

por el Laboratorio de Fisiologia Vegetal-FCEFQyN-UNRC, Argentina.
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4.3.13. Inhibicion del crecimiento in vitro de Rhizopus stolonifer.

La cepa de R. stolonifer utilizada en este estudio pertenece a la coleccion de Cultivos de
Hongos del INTECH (911/22). La inhibicion del crecimiento in vitro de tal fitopatogeno se evaluo
de la misma manera que se lo hizo para B. cinerea (seccion 4.3.2), pero con modificaciones en
los tiempos de incubacion para el caso de co-cultivo entre el fitopatdgeno y la bacteria, donde las
areas de crecimiento del micelio se midieron a las 24 y 48 horas, debido a la mayor velocidad de
crecimiento in vitro presentada por este fitopatdgeno. Se realizaron 3 réplicas técnicas por

aislamiento bacteriano para cada ensayo.

4.3.14. Identificacion de los aislamientos bacterianos.

4.3.14.1. Amplificacion del gen del ARNr 76S mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Para la identificacion de los aislamientos bacterianos, se utiliz6 el ADN genomico
previamente extraido. Se amplificd el gen que codifica el ARN ribosomal 76S utilizando los
cebadores universales 41f (5 - GCTCAAGATTGAACGCTGGCG - 3) y 1488r (5 -
CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC - 3’). La mezcla de reaccion contuvo 50 ng de molde de
ADN, 0,2 umoles I'' de cada cebador, tampén de reaccién 10X (Thermo Scientific, Argentina),
MgClz 25 mmol I'* (Thermo Scientific, Argentina), dNTPs 10 mmol I' (Promega, Argentina), 1,6
unidades de Taq ADN Polimerasa (Thermo Scientific, Argentina), en un volumen final de 40 pl.
La reaccién de amplificacion se realizé empleando el siguiente programa: 2 min a 94 °C seguido
de 10 ciclos de 40 sega 94 °C, 1 mina 50 °C y 2 min a 72 °C mas 25 ciclos de 40 seg a 94 °C, 1
min a 50 °C y 2 min a 72 °C. La extension final se realizé a 72 °C durante 10 min. Para visualizar
los fragmentos amplificados, se mezclo una alicuota de 5 pl del producto de amplificacion con 1
ul de tampon de carga (OrangeG, 6X) y 0,5 pl de Gel Red 20X y se realiz6é una electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TBE (Tris 54 g I'' pH 7, acido bérico 27,5 g I'', 20 ml EDTA
(0,5 mol I'', pH 8)) 0,5X. Para estimar el tamafio de los fragmentos amplificados se utilizé un
marcador de peso molecular cuyo fragmento menor es de 100 pares de bases (PB-L, Argentina).

Los geles se visualizaron en fotodocumentador Amersham Image Quant 800 (Cytiva).

4.3.14.2. Secuenciacion de los fragmentos amplificados.

Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en el Laboratorio de
Biotecnologia acuatica-FCByQ-UNR. CCT-Acuario del Rio Parana, Rosario, Argentina. La
tecnologia utilizada fue secuenciacion de Sanger. Esta se realizo a partir de ambos extremos del
fragmento amplificado correspondiente al gen 76S, obteniéndose dos secuencias por bacteria. A

partir de las mismas se determinaron las secuencias consenso para los analisis posteriores.
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4.3.14.3. Anadlisis filogenético.

El analisis de las secuencias se llevo a cabo utilizando el programa MEGA 11.0 (Tamura et
al., 2021). Los alineamientos se realizaron aplicando el algoritmo ClustalWW y las secuencias
alineadas se analizaron filogenéticamente mediante el método UPGMA (del inglés ‘Unweighted
pair group method with arithmetic mean’) y las distancias se calcularon a través de ‘p-distance’.
El soporte estadistico para los clados filogenéticos se evalué mediante analisis de ‘bootstrap’

utilizando un conjunto de datos de 1000 réplicas.

4.3.15. Extraccion de esporas de B. cinerea.

Para la obtencion de esporas de B. cinerea, se dejoé crecer el hongo de 10 a 12 dias en
placas de Petri con medio APG suplementado con hojas de tomate hasta observar la presencia
de esporas en la misma. Con ayuda de un bisturi, las esporas se depositaron en tubo cénico de
15 ml con 10 ml de una solucion de Tween 20 al 0,02% (v/v). Se agité vigorosamente en vortex
durante 1 min, y posteriormente, se llevo a cabo el filtrado de las esporas con ayuda de jeringa
con algodon esteéril con la finalidad de eliminar el exceso de micelio. El filtrado resultante se
centrifugd durante 15 min a 4000 rpm y se descarto el sobrenadante. El sedimento de esporas
se lavd dos veces con H2O destilada estéril para eliminar los restos de detergente. Una vez
realizados los lavados, las esporas se resuspendieron en medio PDB (del inglés Potato Dextrose
Broth) suplementado con sacarosa 10 mM y KH2PO4 10 mM y se llevo a cabo la cuantificacion de
las mismas utilizando un hemocitometro o camara de Neubauer. La suspension de esporas se
ajustd a una concentracion final de 1 x 10°esporas ml'. Antes de realizar la infeccion de las hojas,

las esporas se dejaron activando durante 2 horas en PDB suplementado a temperatura ambiente.

4.3.16. Infeccidn con B. cinerea en plantas de A. thaliana previamente inoculadas con

los aislamientos bacterianos seleccionados.

Con lafinalidad de evaluar si las bacterias seleccionadas tenian algun efecto en la infeccion
de B. cinerea en plantas de A. thaliana, se llevd a cabo la inoculacion de las mismas con cada
uno de los epifitos y endofitos seleccionados. La metodologia de inoculacion utilizada se explicé
en la seccion 4.3.11. Una vez transcurridos 15 dias luego de la ultima inoculacion, se infectaron
3 hojas por planta con dos gotas (5 pl) de suspension de esporas (1 x 10° esporas ml™') de B.
cinerea, una a cada lado de la nervadura central de la hoja. Las bandejas conteniendo a las plantas
se cubrieron con film PVC para generar una camara humeda y asi promover la infeccion con el
fitopatogeno. A las 48 y 72 horas post-infeccion se cortaron las hojas y se montaron para poder

fotografiar en lupa (Stereo Microscope Discovery.V20, Zeiss). Las areas necroticas se midieron
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utilizando el programa ImageJ 1.52a (NIH, USA). Se utilizaron aproximadamente 10 plantas por
tratamiento (control e inoculadas con cada bacteria), de las cuales 5 se utilizaron para cortar las

hojas infectadas a las 48 h y las 5 plantas restantes para cortar las hojas infectadas a las 72 h.

4.3.17. Andlisis estadistico.

El nimero de réplicas bioldgicas y técnicas utilizadas se detallan en la metodologia de cada
ensayo.

Los resultados de los experimentos se muestran como medias + SEM. Los datos se
analizaron mediante t-Test a un nivel de significancia de 0,05 y mediante 2way ANOVA para el
ensayo detallado en la seccion 4.3.16. En todos los casos, se utilizo el programa GraphPad Prism

8 (San Diego, CA, USA) para analizar y graficar los datos obtenidos.

4.4. RESULTADOS

4.4.1. Obtencion de aislamientos bacterianos a partir de plantas de frutilla.

Con el objetivo de obtener los aislamientos bacterianos, se recolectaron hojas y frutos (en
estadio de madurez 75 - 80% rojo) de plantas de frutilla (var. ‘San Andreas’), los que se dividieron
en seis grupos: 3 grupos para hojas, denominados HOJA |, HOJA Il y HOJA lll, y 3 grupos para
frutos, llamados FRUTO I, FRUTO Il y FRUTO IIl. A partir de cada grupo se aislaron bacterias
epifitas y endofitas, es decir, aquellas bacterias que se encontraban sobre la superficie de cada

organo y aquellas que colonizaron el interior de los mismos, respectivamente (Figura 4.1).

56



Aislamientos

Lavados bacterianos
MgCl, 10 mM +
Tween 20 0,01%
(v/v) (5) |
AN //,/;7 ;
Lavandina 5% Epifitos
(v/v) + Tween "
20 0,01% (v/v) o S Stock
(5) < ':5:' LBzé aogar glicerol
- -80°C
H,0 destilada
estéril (tres Endofitos - e
lavados) ’ N 1
\
i
Omnimixer &
\,/ ]
Extractos

Figura 4.1. Aislamiento de bacterias epifitas y endofitas de plantas de frutilla. En el esquema se
muestran los pasos para la obtencion de bacterias epifitas y endofitas cultivables a partir de frutos y hojas
de plantas de frutilla (Fragaria x ananassa Duch, var. ‘San Andreas’). Se utilizaron los lavados para aislar a
los epifitos y los extractos para el aislamiento de los endofitos. Las bacterias se cultivaron en medio LB a 28
°C (el numero de aislamientos obtenidos en cada caso se indican en la figura), y posteriormente, se

realizaron los gliceroles para su almacenamiento a -80 °C.

Como resultado, se obtuvieron 103 aislamientos bacterianos cultivables en medio LB, de
los cuales 57 fueron aislados como epifitos (22 provenientes de frutos y 35 de hojas) y 46 como
endofitos (24 provenientes de frutos y 22 de hojas). En la Tabla 4.1. se detallan los grupos de

aislamientos bacterianos obtenidos y el nombre asignado a cada uno de ellos:

Tabla 4.1. Aislamientos bacterianos cultivables en medio LB obtenidos a partir de frutos y hojas de plantas

de frutilla y su respectiva nomenclatura.

Endofitos
HI13-HI14 - HI15 - HI16 - HI17 - HI18 - HI19
HI20 - HI21 - HI22 - HI23 - HI24 - HI25

Grupo Epifitos

HI1 - HI2 - HI3 - HI4 - HI5 - HI6 - HI7
HI8 - HI9 - HI10 - HI12

HII1 - HII2 - HII3 - HII4 - HII5 - HII6 - HII7

Hojas I HII5 - HIG - HIT
HII8 - HII9 - HIIO - HII1 - HII2 - HII13
HIIIT - HIN2 - HIlI3 - HIll4 - HIlI5 - HIll
n HII2 - HII3 - HIl14 - HIA5 - HIl6 - HIll7
HIIZ - HIlIB - HIlIY - HIII10 - HIll11
I FI1 - FI2 - FI3 - Fl4 - FI6 - FI7 FI8 - FI9 - FI10 - FI11 - FI12 - FI13
FII7 - FII8 - FI9 - FII0 - FII11 - FII12
Frutos I FIl1 - FII2 - FII3 - Fll4 - FII5 - FII6

FlI13 - Fll14 - FlI15 - Fll16

FllI1 - FIN2 - FII3 - FllI4 - FIII5 - FllI6
FIlI7 - FII8 - FII9 - FII10

FIll11 -FH12 - FIM3 - Fl14 - FlI15
Flll16 - Fl18 - FIllI19
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4.4.2. Inhibicién del crecimiento in vitro de B. cinerea por los aislamientos bacterianos.

Como una primera aproximacion para la identificacion de agentes de control biologico, se
evalué la capacidad de los aislamientos bacterianos obtenidos de inhibir o retrasar el crecimiento
del fitopatdégeno B. cinerea mediante ensayos de antagonismo in vitro. Este antagonismo se
evalud mediante enfrentamiento directo, esto es, mediante la accion de compuestos difusibles en
el medio sintetizados por la bacteria, asi como por la competencia por espacio y nutrientes entre
el fitopatdgeno y cada aislamiento bacteriano y, mediante enfrentamiento indirecto considerando
solo la accion de compuestos volatiles organicos (VOCs) sintetizados por las bacterias. Para el
caso del enfrentamiento directo, 82 aislamientos mostraron una inhibicion significativa respecto
a los controles (39 epifitos y 43 endofitos, Figura 4.2 a-b). En cuanto al enfrentamiento indirecto,
un total de 69 aislamientos mostraron diferencias significativas en la sintesis de compuestos

volatiles respecto a los controles (36 epifitos y 33 endofitos, Figura 4.3 a-b).
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Figura 4.2. Porcentajes de inhibiciéon del crecimiento in vitro de B. cinerea por los aislamientos
bacterianos mediante confrontacién directa. Se calcularon los porcentajes de inhibicion de (a) epifitos y
(b) endofitos a partir de las areas de crecimiento de micelio medidas tras el co-cultivo o enfrentamiento
directo de cada bacteria con el fitopatdgeno. El analisis estadistico se realizdé mediante t-Test contra el
control (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,007).
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Figura 4.3. Porcentajes de inhibicién del crecimiento in vitro de B. cinerea por los aislamientos
bacterianos mediante confrontacién indirecta. Se calcularon los porcentajes de inhibicion de (a) epifitos
y (b) endofitos a partir de las areas de crecimiento de micelio medidas tras la accidon de compuestos volatiles
organicos sintetizados por cada bacteria contra el fitopatogeno. El analisis estadistico se realizd mediante -
Test contra el control (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,007).

Considerando los resultados de los dos ensayos, 49 aislamientos (22 epifitos y 27
endofitos) mostraron capacidad de inhibir o retrasar significativamente el crecimiento de B.
cinerea por ambos mecanismos. El epifito HIlI11 mostré el mayor porcentaje de inhibicion (82,3%)
por enfrentamiento directo, seguido del endofito HI14 (75,1%). Mientras que el epifito HIl4 y el
endofito FII16 mostraron los mayores porcentajes de inhibicion por accion de compuestos

volatiles (41,4% y 40,4%, respectivamente) (Figura 4.4 a-b).
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Figura 4.4. Porcentajes de inhibicion del crecimiento in vitro de B. cinerea por los aislamientos
bacterianos seleccionados. Los porcentajes de inhibicion fueron calculados a partir de los (a) endofitos y
(b) epifitos que mostraron diferencias significativas en el analisis t-Test contra el control (Figura 4.2 y 4.3).
La barra negra corresponde a los resultados de inhibicién obtenidos por confrontacién directa y la barra gris
indica los porcentajes obtenidos por la accion de compuestos volatiles. En (c) y (d) se muestras ejemplos
de como se observa una inhibicion por confrontacion directa y una inhibiciéon por accion de compuestos

volatiles, respectivamente.

4.4.3. BOX-PCR.

Luego de la primera seleccion realizada (Figura 4.4 a-b), y con el objetivo de identificar y
descartar aislamientos redundantes, se utilizd la técnica BOX-PCR. Esta metodologia permite
amplificar secuencias altamente conservadas entre las bacterias estableciendo un patron de
bandas caracteristico para cada una, permitiendo, mediante comparacion de estos patrones,
discriminar si se trata o no de la misma bacteria (Versalovic et al., 1994). El estudio se realizd
para los 49 aislamientos que mostraron capacidad de inhibir o retrasar el crecimiento in vitro de
B. cinerea tanto por confrontacién directa como indirecta. En primer lugar, se llevé a cabo la

extraccion de ADN gendémico de cada bacteria (seccion 4.3.3). Luego, se aplicé la técnica BOX-
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PCR utilizando cebadores especificos BOXA1R (seccion 4.3.4). Los patrones de bandas
amplificados para cada aislamiento se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
1,2% (p/v) en buffer TBE 0,5X y se visualizaron y fotografiaron utilizando el fotodocumentador
Amersham Image Quant 800 (Cytiva). A partir de las fotografias obtenidas, y utilizando el software
GelAnalyzer 19.1, se pudo identificar la presencia de dos aislamientos que presentaban el mismo
patron de bandas, y que exhibian a su vez similitudes en sus caracteristicas morfologicas (color,
y forma de crecimiento) (datos no mostrados). Asi, dichas bacterias redundantes fueron
descartadas, y se continué con un total de 47 aislamientos no redundantes que presentaron

antagonismo in vitro hacia B. cinerea (Figura 4.4).

4.4.4. Formacion de biofilms.

Las biopeliculas o biofilms son comunidades bacterianas asociadas a una superficie,
cubiertas por una matriz extracelular producida por ellas mismas, compuestas principalmente por
exopolisacaridos (EPS) y proteinas (Vlamakis et al., 2013). La formacion de estas estructuras
genera condiciones favorables para la supervivencia de las bacterias en el medio natural (Cairns
et al.,, 2014) y ha sido estudiada como una caracteristica importante en el control biolégico de
enfermedades en plantas (Ahn et al., 2007; Steddom et al., 2002). En el presente trabajo de Tesis,
se evalud la formacion de biofilms por los 47 aislamientos no redundantes en placas multipocillo
utilizando cristal violeta (seccién 4.3.5). Se tomaron los valores de absorbancia a 600 nm (Asoonm)
tras 24 h de incubacion de la placa a 28 °C, y luego de la tincion con el colorante (Assonm), lo cual
indica la formacion de biolfims. La relaciéon Asgonm/Asoonm S€ calculd para cada bacteria y los valores
obtenidos se graficaron en orden decreciente por un lado para los epifitos (Figura 4.5 a) y por el
otro, para los endofitos (Figura 4.5 b). De acuerdo a los resultados obtenidos, se determino que
17 aislamientos (8 epifitos y 9 endofitos) mostraron la mayor capacidad de formar biofilms in vitro
en comparacion con el resto de las bacterias evaluadas. Los mayores valores de Asgonm/Asoonm
fueron para los epifitos HII1 (48,462), HI5 (40,945), HIl4 (39,695), y HIlI11 (31,408) (Figura 4.5 a),
y para el endofito HIlI16 (20,710) (Figura 4.5 b).

4.4.5. Produccién de enzimas hidroliticas.

Para profundizar en la caracterizacion de los 47 aislamientos no redundantes
seleccionados, se evalud también la capacidad de sintetizar enzimas hidroliticas. Se utilizaron
medios que contenian los sustratos carboximetilcelulosa (CMC), gelatina y Tween-80 para
determinar la produccion de celulasas, proteasas y lipasas, respectivamente. Mediante
mecanismos de revelado especificos (seccion 4.3.6) se observaron los resultados positivos como
un halo de degradacion o un cambio de color alrededor de la bacteria (Figura 4.5 d).

Aproximadamente el 76% de los epifitos presentaron capacidad de sintetizar al menos una de las
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enzimas evaluadas, mientras que, para el caso de los endofitos, solo el 31% mostrd dicha
capacidad (Figura 4.5 c). De los 47 aislamientos, solo 5 fueron capaces de producir las 3 enzimas
evaluadas, cuatro epifitos (HI12, HII2, HIII9 y HIlI11) y un endofito (FIlI14) (Figura 4.5 c).
Tomando en cuenta tanto la capacidad de inhibir o retrasar el crecimiento in vitro de B.
cinerea, como de formar biofilms y de sintetizar al menos una de las enzimas evaluadas, se
decidio focalizar el estudio en 12 aislamientos bacterianos: ocho epifitos (HI5, HII1, HIl4, HIll4,
HIlI5, HINI7, HINY, y HIIIM1), y cuatro endofitos (HIII16, FII13, FllI14 y FllI18) (resaltados en gris en
la Figura 4.5). Por esta razon, en las secciones siguientes se continué con la caracterizacion de
rasgos relevantes para el control bioldgico como asi también para la promocion del crecimiento

vegetal tanto in vitro como in vivo utilizando la planta modelo Arabidopsis thaliana.
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Figura 4.5. Formacion de biofilms y sintesis de enzimas hidroliticas por los aislamientos bacterianos.
Se tomaron los valores de Asoonm (Crecimiento bacteriano) a las 24 h de incubacion, y los valores de Asgonm
se midieron tras la tincidn con cristal violeta (formacién de biofilms). Se calculd la relacion Assonm/Asoonm para
cada bacteria y se graficaron los valores de mayor a menor para los (a) epifitos y (b) endofitos. (c) La
produccion de celulasas, proteasas y lipasas se indican como positiva (+) y negativa (-). Los aislamientos
bacterianos que resultaron positivos en ambos ensayos se resaltan en gris. (d) Resultados positivos (+) y

negativos (-) para la produccion de celulasas (1), proteasas (2) y lipasas (3).
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4.4.6. Movilidad tipo swimming y swarming.

La caracterizacién de los doce aislamientos seleccionados se continu6 con la evaluacion
de movilidad tipo swimming (movilidad de una célula individual sobre medio liquido o semiliquido)
y swarming (movilidad de una poblacién de células sobre medio semisolido) en medio minimo
con diferentes concentraciones de agar. Como resultado, cinco epifitos (HII1, HII4, HIlI4, HIII5 y
HIlI11) mostraron ambos tipos de movimientos, mientras que HI5 resultd positivo sélo para
movilidad tipo swimming, y HIII7 y HIII9 mostraron solo swarming (Figura 4.6). Por otro lado, los
cuatro endofitos evaluados fueron positivos para swarming y negativos para swimming (Figura
4.6).

Epifitos Endofitos

Swimming Swarming Swimming  Swarming

Flll14

Fl118

HI111

Figura 4.6. Evaluacion de movilidad de los aislamientos seleccionados. Cada bacteria se evalu6 para
movilidad tipo swimming y swarming en medio minimo M9 con diferentes concentraciones de agar (0,6 y

0,3% (p/v), respectivamente). Los resultados se indican como positivos (+) y negativos (-).
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4.4.7. Produccion de sideroforos.

La produccion de sideroforos se evalud utilizando la metodologia O-CAS (del inglés over-
CAS). Previamente, las bacterias se crecieron durante 24 h en medio minimo M9. Al momento
de lainoculacion en las placas, se ajusto la concentracion de cada una a ODeoo ~ 0,8. Se colocaron
5 ul de cada suspension de bacteria por placa, mientras que placas sin bacteria se utilizaron como
control. Luego de 5 dias de incubacion a 28 °C, una solucion de CAS-agar se coloco sobre las
mismas. Los resultados positivos se observaron como un cambio de color de azul a amarillo sobre
la bacteria. Seis de los ocho epifitos seleccionados mostraron resultados positivos (HI5, HII1, HII4,
HIll4, HII5 y HIlI11), mientras que los cuatro endofitos evaluados mostraron resultados negativos
(Figura 4.7).

Hlll4 HIIIS HIM1

——

_ _

FlI8

~———

HIll6 Fil13

Endofitos

Figura4.7. Produccion de sideroforos. Los 12 aislamientos seleccionados se evaluaron para la produccion
de sideroforos en medio minimo M9 utilizando la metodologia O-CAS. Los resultados se indican como

positivos (+) y negativos (-).

4.4.8. Evaluacion de la promocion del crecimiento en plantulas de A. thaliana.

Con la finalidad de determinar si los aislamientos seleccionados poseen capacidad de
promover el crecimiento vegetal, se evalué el efecto de la inoculacion con los mismos en plantulas
de A. thaliana Col-0. Para esto, se utilizaron 10 plantulas por tratamiento de 15 dias de edad
(estadio 1.02) crecidas en medio MS-agar, las cuales fueron inoculadas con 5 pl de solucién de
bacteria (5 x 108 UFC ml"), mientras que las plantulas control se trataron con MgCl. 10 mM, pH
7,0 estéril. A los 13 dias post-inoculacion, se midio el largo de la raiz, el nUmero de raices laterales
y el peso fresco de la parte aérea de cada plantula (Figura 4.8). Con respecto al largo de la raiz,
no se observo un incremento significativo en las plantulas tratadas con las distintas bacterias
respecto a las plantulas control (Figura 4.8 a). Sin embargo, las plantulas inoculadas con los
epifitos HII1, HII4, HIII4 y HIII11 mostraron un mayor numero de raices laterales respecto al control
(Figura 4.8 b). Por otro lado, se observo un incremento significativo en el peso fresco de la parte
aérea de las plantulas tratadas con HI5, HII1, HIlI4 y HIlI11 (Figura 4.8 c). Ninguno de los endofitos
evaluados mostraron resultados positivos relacionados a la promocién del crecimiento. De
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manera llamativa, el epifito HIII9 y los endofitos HIII16 y FII13, mostraron una alteracion en el
desarrollo de las plantulas, resultando en un acortamiento de la raiz, menor cantidad de raices

laterales y desarrollo de la parte aérea de las mismas en comparacion con el control (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Promocién del crecimiento en plantulas de A. thaliana. Plantulas de 15 dias de edad fueron

inoculadas con cada uno de los aislamientos bacterianos seleccionados (5 pl por plantula, 5 x 108 UFC ml-
"). Trece dias post-inoculacion (dpi) se midié (a) el largo de la raiz (mm), (b) el nimero de raices laterales, y
(c) el peso fresco de la parte aérea de cada plantula. Los resultados obtenidos para cada bacteria se
analizaron mediante t-Test contra el control (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). En (d) se muestran plantulas
de A. thaliana 13 dpi: control e inoculadas con HIlI11. En (e) se muestran las placas con las 10 plantulas

control e inoculadas con HIlI11 13 dpi.
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4.4.9. Colonizacion o crecimiento de las bacterias en plantulas de A. thaliana.

Para determinar si los aislamientos bacterianos son capaces de colonizar y crecer en
plantulas de A. thaliana, se inocularon plantulas de 15 dias de edad con 5 pl de suspensién
bacteriana (1 x 108 UFC ml") correspondiente a cada aislamiento seleccionado. A las 24, 72 y
120 h se llevé a cabo el aislamiento de cada bacteria a partir de las plantulas previamente
inoculadas y el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC). Como resultado, se observo
que todos los aislamientos lograron crecer en plantulas de Arabidopsis. Los aislamientos HI5,
HII4, HINY, HIII11 y FlI13 mostraron un pico de crecimiento a las 72 h, disminuyendo el recuento
de las mismas a las 120 h (Figura 4.9 a, c, g, h, j). El resto de las bacterias evaluadas continuaron
su crecimiento a través del tiempo, algunas en mayor medida que otras, como en el caso de los
endofitos HIII16, FllI14 y FllI18 donde se observé un aumento considerable en el numero de UFC

por plantula a las 120 h (Figura 4.9 i, k, I).
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Figura 4.9. Crecimiento de los aislamientos bacterianos en plantulas de A. thaliana. Plantulas de
Arabidopsis Col-0 de 15 dias de edad se inocularon con cada aislamiento bacteriano (5 pl por plantula, 1 x
108 UFC ml'"). Alas 24, 72 y 120 hpi (horas postinoculacion) se realizo el aislamiento y recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) de (a) HI5, (b) HIl1, (c) HIl4, (d) HIll4, (e) HIII5, (f) HIII7, (g) HIIIY, (h) HIlI11,
(i) HllMe, (j) FII13, (k) FllI14 y (1) FlII18. Los resultados se expresaron como UFC por plantula.
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4.4.10. Evaluacion de la promocion del crecimiento en plantas adultas de A. thaliana.

Debido a los cambios observados con respecto a la promocion del crecimiento en plantulas
de Arabidopsis previamente inoculadas con las bacterias, se decidié evaluar si la inoculacién con
cada una de ellas a lo largo del desarrollo de la planta generaba cambios morfologicos en la
planta adulta. Para esto, se realizaron dos inoculaciones con las bacterias a los 22 y 29 dias de
edad de las plantas, y se midio el peso fresco de la roseta, peso fresco de la raiz y largo de la raiz
15 dias después de la ultima inoculacion (plantas de 44 dias de edad). Como resultado, se
observé un aumento significativo en el peso fresco de la roseta de plantas previamente inoculadas
con los epifitos HI5 y HIII11 respecto a las plantas control, mientras que no hubo diferencias
significativas en esta caracteristica en las plantas inoculadas con el resto de las bacterias
evaluadas (Figura 4.10 a). En lo que respecta al peso fresco de la raiz, se observaron incrementos
en la mayoria de las plantas inoculadas respecto a las plantas control (Figura 4.10 b). Siete
epifitos (HI5, HIl1, HIll4, HII5, HII7, HINI9 y HIIIM1) y 2 endofitos (FII13 y FIlI18) mostraron
diferencias significativas para esta caracteristica. Para el resto de los aislamientos (el epifito HIl4
y los endofitos HIII16 y FllI14), los valores fueron similares o levemente superiores respecto al
control (Figura 4.10 b). Cuando se midi6 el efecto de la inoculacidon con cada aislamiento en el
largo de la raiz, no se observaron diferencias significativas respecto a las plantas control (Figura
4.10c).
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Figura 4.10. Promocion del crecimiento de plantas de A. thaliana. Se inocularon entre 5y 6 plantas por
tratamiento (en macetas individuales) dos veces (a los 22 y 29 dias de edad) con una suspension de bacteria
(1 x108 UFC ml") o con MgClz 10 mM, pH 7,0 para los controles. Luego de 15 dias de la ultima inoculacién,
se determinaron (a) peso fresco de la roseta, (b) peso fresco de la raiz y (c) largo de la raiz de cada una de
las plantas. Los resultados para cada bacteria se analizaron mediante t-Test contra el control (*p < 0,05; **p
< 0,01; ***p < 0,001).

Una vez tomados los valores correspondientes al peso fresco, las rosetas y raices se
colocaron por separado en bolsas de papel madera en estufa a 70 °C durante 10 dias.
Transcurrido ese tiempo, se midié el peso seco de cada 6rgano. Los epifitos HI5 y HIll11, y el
endofito FIlI18 presentaron un peso seco de la parte aérea significativamente mayor que el control
(Figura 4.11 a). En cuanto a las raices, el peso seco de aquellas provenientes de plantas
inoculadas con los epifitos HI5, HIll4, HII7 y HII9, y con el endofito FllI18, fue mayor en

comparacion al peso seco de raices provenientes de plantas control (Figura 4.11 b).
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Figura 4.11. Promocion del crecimiento de plantas de A. thaliana. Se inocularon entre 5y 6 plantas por
tratamiento (en macetas individuales) dos veces (a los 22 y 29 dias de edad) con una suspension de bacteria
(1 x108 UFC ml") o con MgCl> 10 mM, pH 7,0 estéril para los controles. A los 15 dias posteriores a la Ultima
inoculacion, (a) las rosetas y (b) las raices se incubaron en estufa a 70 °C durante 10 dias para determinar
el peso seco de cada uno. Los resultados para cada bacteria se analizaron mediante ¢-Test contra el control
(*p < 0,05; **p < 0,01).

4.4.11. Produccion de fitohormonas.

Los aislamientos bacterianos seleccionados fueron evaluados por su habilidad de producir
fitohormonas como una caracteristica de promocion del crecimiento vegetal (AIA, ABA y AGs) o
de proteccion de la planta contra patdégenos (AS y AJ). Con respecto a la produccion de AlA,
todos los aislamientos fueron capaces de producir esta hormona en cantidades similares en un
rango de 48 a 59 ng ml! (Tabla 4.2). La mayor cantidad de AGs fue producida por el aislamiento
HI5 (19,9 ng ml"), la menor cantidad por HII1 (5,5 ng ml"), y el resto de los aislamientos
presentaron valores intermedios. A su vez, en cuanto a la produccion de ABA, el endofito Flll14
y el epifito HIl1 se destacan por encima del resto de los aislamientos presentando valores de
442,6 ng ml'y 362,8 ng ml", respectivamente. Con respecto a las hormonas de defensa, todos
los aislamientos mostraron habilidad de producir ambas, con valores similares entre ellas para el
caso del AS, mientras que, en el caso del AJ, los niveles obtenidos para el epifito HIl4 fueron

entre un 32,8 a 76,9% mayores que los obtenidos para las demas bacterias (Tabla 4.2).
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Tabla 4.2. Produccion de fitohormonas. La concentracion (ng ml') de AIA, AS, AJ, ABA y AGs se

determinaron mediante HPLC-MS.

Fitohormonas (ng ml'1)

AIA AS AJ ABA AG,
HI5 53,9 5,0 52,1 268,5 19,9

HIl1 59,3 6,9 41,2 362,8 5,5
HIl4 49,9 6,2 775 138,7 10,9
8 HIll4 57,5 3,6 35,8 85,7 15,0
5 HIlI5 51,6 59 17,9 106,3 8,3
HINI7 48,3 5,1 33,7 79,2 8,2

HIlI9 48,4 47 21,3 170,1 9,4
HIlAA 52,1 7,0 46,0 814 10,5

., HIlI6 48,5 48 18,0 146,3 6,8
2 FII13 485 4,9 38,5 152,8 7.6
3 Flll4 48,5 47 30,9 442,6 8,7
w FII8 48,5 49 26,2 100,9 9,1

4.4.12. Inhibicion del crecimiento in vitro del fitopatogeno Rhizopus stolonifer por los

aislamientos bacterianos seleccionados.

Se evalud la capacidad de los aislamientos bacterianos seleccionados de inhibir el
crecimiento in vitro de R. stolonifer con la finalidad de sumar otro importante fitopatdgeno de
frutilla al presente estudio. La evaluacion se realizé6 mediante enfrentamiento directo o co-cultivo
entre cada bacteria y el hongo, y mediante la accion de s6lo compuestos volatiles producidos por
la bacteria. Como resultado, de los 12 aislamientos evaluados, 9 lograron inhibir o retrasar el
crecimiento de R. stolonifer por enfrentamiento directo: los epifitos HI5, HIl1, HIl4, Hlli4, HII5,
HIlI9 y HIIM1, y los endofitos FII13 y Flll14 (Figura 4.12 a). Los epifitos HII4, HIlI11 y HIlI5
presentaron los mayores porcentajes de inhibicion (41,39, 40,64 y 40,14%, respectivamente) en
este ensayo. En cuanto a la inhibicion por compuestos volatiles, si bien se observan diferencias
significativas para la mayoria de los aislamientos respecto al control, la mayor capacidad de
inhibicion la presentaron los epifitos HIII7, HII1 y HIll4 con porcentajes de inhibicion de 38,96,
34,64 y 33,65%, respectivamente (Figura 4.12 b). El epifito HIII9 y el endofito FII13 no mostraron
capacidad de inhibir o retrasar de manera significativa el crecimiento de R. stolonifer a través de

la sintesis de compuestos volatiles organicos (Figura 4.12 b).
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Figura 4.12. Inhibicién del crecimiento in vitro de R. stolonifer. Se calcularon los porcentajes de
inhibicion in vitro de R. stolonifer obtenidos para cada aislamiento bacteriano mediante (a) enfrentamiento
directo o co-cultivo y (b) la accién de compuestos volatiles o método indirecto. El analisis estadistico se
realizd comparando las areas de micelio a las 24 y 48 h mediante t-Test contra el control (*p < 0,05; **p <

0,01; ***p < 0,001). Los resultados graficados corresponden a las medidas obtenidas a tiempo final (48 h).

4.4.13. Identificacion de los aislamientos bacterianos mediante secuenciacion y

analisis filogenético del gen del ARNr 76S.

Se amplificé mediante PCR el gen del ARNr 76S para los 12 aislamientos bacterianos en
estudio y a partir de los productos amplificados, se llevd a cabo la secuenciacion mediante
Sanger, la cual se realizd a partir de cada cebador, obteniéndose secuencias de
aproximadamente 700 pb (pares de bases). A partir de las mismas, se obtuvo la secuencia
consenso correspondiente a una secuencia parcial del gen del ARNr 76S de cada bacteria. El
anadlisis filogenético de las mismas dio como resultado que los aislamientos evaluados se agrupan

dentro del género Bacillus (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Analisis filogenético del gen del ARNr 716S de las bacterias seleccionadas. Las secuencias
de nucledtidos obtenidas se ingresaron en las bases de datos (GenBank, NCBI) y se alinearon utilizando
ClustalW. El arbol se construy6 utilizando el algoritmo UPGMA, y las distancias filogenéticas se calcularon

por el método de p-distance.

4.4.14. Evaluacion de la infeccion con B. cinerea en plantas de Arabidopsis

previamente inoculadas con los aislamientos bacterianos.

En esta ocasion, decidimos evaluar si la inoculacion previa de plantas de A. thaliana con
cada uno de los aislamientos bacterianos en estudio resultaba en algun efecto sobre la respuesta
vegetal tras la infeccion con B. cinerea. Este ensayo se realizO como complemento a la
caracterizacion y evaluacion de cada bacteria, con la finalidad de seleccionar a aquella candidata
que reuna el mayor numero de caracteristicas que se consideran positivas para la promocion del
crecimiento vegetal y el control biologico de fitopatdgenos fungicos, permitiendo continuar el
trabajo con dicha bacteria. Los resultados de las areas de infeccion medidas a las 48 y 72 hpi
(horas post-infeccion) se muestran en la Figura 4.14. Se observa en general que las plantas
inoculadas con las bacterias presentan menor area de infeccion al compararlas con los controles,
excepto para aquellas inoculadas con HIII9, HIII16 y FIII18 en las cuales la infeccion avanzé mas
a tiempo final (72 hpi) (Figura 4.14). Se destaca que, el analisis de los resultados arrojo que sélo
las plantas inoculadas con HIll11 mostraron un area de crecimiento de Botrytis significativamente

menor que el control a las 72 hpi (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Infeccién con B. cinerea en plantas de A. thaliana previamente inoculadas con las
bacterias seleccionadas. Tres hojas por planta fueron infectadas con una suspensién de esporas de B.
cinerea (1 x 10° esporas ml"') y se midieron las areas necréticas a las 48 y 72 hpi (horas post-infeccion). El
andlisis estadistico se llevo a cabo mediante 2way-ANOVA (*p < 0.05).

Considerando todos los resultados obtenidos para la caracterizacion in vitro de los
aislamientos, la evaluacion de la promocion del crecimiento tanto en plantulas como planta adulta
de A. thaliana y la infeccion con B. cinerea en plantas inoculadas con los aislamientos
seleccionados, consideramos al aislamiento HIII11 como potencial agente de control bioldgico y
promotor del crecimiento vegetal para continuar el trabajo de Tesis tanto en A. thaliana como en
plantas de frutilla. Esta bacteria presentd capacidad de inhibir in vitro el crecimiento de los dos
fitopatégenos evaluados (B. cinerea y R. stolonifer, Figura 4.4 y Figura 4.12, respectivamente),
de formar biofilms (Figura 4.5 a), y de sintetizar las tres enzimas hidroliticas evaluadas (Figura
4.5 c). A su vez, presentd movilidad tipo swimming y swarming (Figura 4.6), capacidad de
producir sideroforos (Figura 4.7) y capacidad de colonizar y crecer en plantulas de A. thaliana
(Figura 4.9 h). Cuando se evalu6 la promocion del crecimiento, las plantulas de Arabidopsis
inoculadas con HIII11 presentaron mayor numero de raices laterales y un aumento en el peso
fresco de la parte aérea (Figura 4.8), mientras que en plantas adultas se observé un aumento en
el peso fresco de la roseta y raiz (Figura 4.10 a y b, respectivamente) y en el peso seco de la
roseta (Figura 4.11 a). Por ultimo, cuando se evalud la infeccién con B. cinerea en las plantas
previamente inoculadas con cada uno de los aislamientos bacterianos seleccionados, solo para
el caso de las plantas inoculadas con HIllI11 se observé una menor area necrotica a las 72 hpi
(Figura 4.14).
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4.5. DISCUSION

La frutilla es un cultivo susceptible al ataque por diversos patégenos fungicos, y el manejo
precosecha de esta especie requiere el control de enfermedades que afectan a la planta entera
(Garrido et al., 2016). Durante la postcosecha, la alta tasa de ablandamiento del fruto conlleva
pérdidas por dafio mecanico y por ataque de patégenos, siendo la extension de ambos procesos
marcadamente influenciado por el cultivar de frutilla en estudio (Azam et al., 2019; Quarshi et al.,
2023; Seijo et al., 2008). Asimismo, se destaca la asociacion propuesta por Hassani et al. (2022)
entre el microbioma de frutilla y la resistencia de la planta a enfermedades. En este sentido, el
cultivar ‘San Andreas’ presenta una productividad casi ininterrumpida a lo largo del afo y frutos
con atributos de calidad buscados por productores y consumidores (Karaca & Pirlak, 2022; Shaw
& Larson, 2009). Notablemente, ‘San Andreas’ se describe como una variedad con elevada
resistencia a enfermedades en comparacion a otros cultivares (Shaw & Larson, 2009). Por esta
razon, el aislamiento y la caracterizacion de microorganismos obtenidos a partir de hojas y frutos
de frutilla de la variedad ‘San Andreas’ y su evaluacion como potenciales agentes de control
bioldgico y promotores del crecimiento vegetal fue de interés para el presente trabajo de Tesis.

Los hongos son los fitopatégenos que mayor impacto economico tienen en el cultivo de
frutilla. Uno de los principales, Botrytis cinerea, puede atacar a la planta de frutilla durante la pre-
y postcosecha, causando una enfermedad conocida como podredumbre gris (Feliziani &
Romanazzi, 2016; Petrasch et al., 2019). La infeccion por B. cinerea puede ocurrir antes del
cuajado, pero usualmente permanece latente hasta la maduracion del fruto (Feliziani &
Romanazzi, 2016). Se cree que el aumento en la susceptibilidad se debe a la disminucion de la
integridad de la pared celular y del contenido de compuestos antifingicos que brindan resistencia
a la infeccion en frutos rojos (Amil-Ruiz et al., 2011). Por esto, se decidio evaluar la capacidad de
los endofitos y epifitos aislados de inhibir o retrasar el crecimiento in vitro de este fitopatdgeno.
Como resultado, el 80% del total de 103 aislamientos (57 epifitos y 46 endofitos) fueron capaces
de inhibir el crecimiento de este patdgeno a través de la sintesis de compuestos difusibles y
competencia por espacio o nutrientes (Figura 4.2), mientras que el 70% de las bacterias aisladas
inhibié a B. cinerea mediante la produccion de compuestos volatiles (Figura 4.3). En este sentido,
una cepa de Bacillus siamensis aislada de un fruto con textura delicada como lo es el arandano
sintetiza VOCs con la habilidad de inhibir marcadamente el crecimiento del micelio de B. cinerea
(Wang et al., 2022). Los autores informaron que la naturaleza quimica de los VOCs identificados
incluyd aldehidos, cetonas, alcanos, alcoholes, acidos y ésteres, compuestos aromaticos, un
alqueno y un compuesto de azufre, siendo 1-heptanol, 2-etilhexanol y 1,3-xileno los que
mostraron ser mas toxicos para el patdogeno fungico. En el presente trabajo de Tesis, 47
aislamientos no redundantes (21 epifitos y 26 endofitos) inhibieron el crecimiento del micelio de
Botrytis mediante la produccion de VOCs y mediante la sintesis de compuestos difusibles y

cocultivo (Figura 4.4).
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Aunque la inhibicidn de B. cinerea es una caracteristica importante para los agentes de
control biolégico, otros aspectos como la produccion de enzimas hidroliticas y la formacién de
biofilms, son también relevantes para el biocontrol y la colonizacién de la planta (Allard-Massicotte
et al., 2016; Beauregard et al., 2013). Debido a que enzimas microbianas como proteasas, lipasas,
celulasas, glucanasas, quitinasas y ligninasas son capaces de conferirle proteccion a la planta
contra un amplio rango de fitopatdgenos, su potencial como controladores biolégicos ha sido
ampliamente estudiado (Mishra et al., 2020). En el presente trabajo evaluamos la produccion de
celulasas, enzimas capaces de hidrolizar las uniones 3-1,4-glicosidicas de la celulosa, el principal
componente de los polisacaridos de la pared celular de hongos; proteasas, que no solo degradan
la matriz de proteinas de la pared celular de patdgenos, sino que también hidrolizan proteinas
generadas por ellos; y lipasas, las cuales hidrolizan diferentes sustratos lipidicos y pueden inducir
el sistema inmune de la planta por la liberacion de lipidos (Saberi Riseh et al., 2024). Si bien, la
mayoria de los aislamientos lograron sintetizar al menos una de estas enzimas (16 epifitos y 8
endofitos), los epifitos HI12, HIl4, HIII9 y HIII11, y el endofito FllI14, mostraron capacidad de
sintetizar las tres (Figura 4.5 c). Por otro lado, se ha visto que la formacion de biofilms por
Pseudomonas putida 06909 en raices de citricos es inducida por exudados del fitopatdgeno
Phytophthora parasitica. La bacteria coloniza el micelio del hongo alimentdndose de sus
exudados y luego forma un biofilms protector en las raices de citricos, lo que previene un nuevo
crecimiento del patdgeno (Ahn et al., 2007; Steddom et al., 2002). En el presente trabajo de Tesis,
17 aislamientos (8 epifitos y 9 endofitos) mostraron una elevada capacidad de formar biofiims
(Figura 4.5 a-b). Considerando la produccion de al menos una de las enzimas hidroliticas
estudiadas y la habilidad de formar biofilms, seleccionamos doce aislamientos bacterianos: ocho
epifitos (HI5, HII1, HII4, HIII4, HIII5, HII7, HIII9 y HIII11), y cuatro endofitos (HIII16, FII13, Flll14 y
FIll18) (resaltadas con gris en Figura 4.5). Es importante destacar que estas doce bacterias
pueden inhibir el crecimiento in vitro de B. cinerea, sintetizar enzimas hidroliticas, y formar
biofilms. Cuando se estimo la identidad taxondmica de los aislamientos seleccionados mediante
secuenciacion del gen del ARNr 76S, todos se agruparon dentro del género Bacillus (Figura
4.13). En relacion con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se han encontrado epifitos
asociados a la rizosfera de vifiedos Malbec y Cabernet Sauvignon pertenecientes al género
Bacillus que mostraron una notoria produccion de enzimas hidroliticas vinculadas con el control
biolégico (Oyuela Aguilar et al., 2021).

Otra caracteristica interesante de los microorganismos beneficiosos es su capacidad para
realizar diferentes tipos de movimientos, tal como los conocidos swimming y swarming, por su
nombre en inglés. La movilidad activa es requerida para la colonizacion, posterior adherencia y
formacion de biofilms (Pratt & Kolter, 1998). Dentro de los 12 aislamientos evaluados, algunos
epifitos presentaron ambos tipos de movimientos (HII1, HII4, HIlI4 y HIII11), y todos los endofitos
en estudio fueron positivos para swarming, pero no presentaron movilidad tipo swimming (Figura

4.7). Gao et al. (2016) demostraron que la motilidad tipo swarming en B. subtilis SWR01 es
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importante para la colonizacion de la raiz de plantas de tomate. En el caso de bacterias epifiticas
aisladas de pomelos marchitos, se sugirio que el efecto antagonista de bacterias del género
Bacillus sobre la podredumbre causada por Botrytis cinerea se debia, en parte, a la capacidad de
estas bacterias de exhibir motilidad swimming y swarming, lo que les facilitaria la colonizacion de
la superficie del fruto y la competencia con el fitopatdgeno por recursos y espacio (Lorenzini &
Zapparoli, 2020).

Algunas especies bacterianas son capaces de producir sideroforos, los cuales pueden
inhibir o detener el movimiento de iones téxicos y ayudar a mantener el balance ionico (Delaporte-
Quintana et al., 2020), asi como la absorcién de agua por las raices (Novo et al., 2018). Como se
menciono en la seccion 2.2.1, la produccion de sideroforos se considera un mecanismo directo
de promocion del crecimiento vegetal y, a su vez, un controlador indirecto del crecimiento de
agentes patogenos (Kumar et al., 2022). En el presente trabajo de Tesis, seis de los ocho epifitos
y ninguno de los endofitos, fueron capaces de producir sideréforos (Figura 4.6).

La promocion del crecimiento vegetal y el control biolégico de fitopatdgenos no es
resultado de un unico mecanismo de accion llevado a cabo por la bacteria, sino de la combinacion
de distintas estrategias impulsados por la misma. Ademas de las caracteristicas ya evaluadas, la
capacidad de colonizar y crecer en la planta hospedadora es importante para que la bacteria
pueda establecerse y llevar a cabo su funcién como agente de control bioldgico y/o promotor del
crecimiento vegetal (Bonaterra et al., 2022; Compant et al., 2005). Todos los aislamientos lograron
colonizar y crecer en plantulas de A. thaliana en los tiempos evaluados (Figura 4.9),
observandose para el caso del epifito HIII9 y los endofitos HIII16 y FII13 un crecimiento acelerado
y un mayor nimero de UFC por plantula (Figura 4.9 g, i, j, respectivamente).

Uno de los mecanismos mas reportados que se utiliza predominantemente para explicar
efectos de promocion del crecimiento vegetal por la bacteria es su habilidad de producir auxinas.
Patten & Glick (1996) reportaron que alrededor del 80% de los microbios de la rizosfera pueden
sintetizar y liberar AIA como un metabolito secundario. La auxina estimula el crecimiento del pelo
radicular y el desarrollo de raices laterales (Lee & Cho, 2013). En frutillas, se reportd que la
bacteria Bacillus velezensis CE100, aislada a partir de suelo de plantas de tomate, produce
alrededor de 3 unidades ml" de AlA, pudiendo aumentar la biomasa de las plantas inoculadas
(Hong et al., 2022). Esta cepa bacteriana también inhibe el crecimiento del micelio y los sintomas
de las enfermedades causadas por los fitopatdgenos Fusarium oxysporum f. sp. Fragariae y
Macrophomina phaseolina tanto in vitro como in vivo, evaluado en plantas de frutilla de los
cultivares ‘Albion’ y ‘Sequoia’. Notablemente, la coinoculacion de plantas de frutilla con B.
velezensis CE100 y cada fitopatdgeno resulté en un incremento significativo de la biomasa de la
raiz y la parte aérea de la planta, como asi también un mayor rendimiento del fruto comparado
con los controles sin inocular o inoculados unicamente con el patdgeno.

Ademas, otras fitohormonas producidas por bacterias como acido abscisico (ABA) y

giberelinas (AGs), son importantes para la promocion del crecimiento vegetal. En el presente
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estudio, las doce bacterias seleccionadas mostraron capacidad de producir las hormonas antes
mencionadas (Tabla 4.2). En algunos casos, se encontré una correlacion entre la produccién de
las hormonas y el incremento en el numero de raices laterales (HIl1, HIl4, HIlI4 y HIll11, Figura
4.8 b) y el peso fresco de la parte aérea (HI5, HII1, HIll4 y HIII11, Figura 4.8 c) de plantulas de
Arabidopsis. Una correlacion similar se hallé en el peso fresco de raices (HI5, HII1, HIlI4, HIII5,
HIN7, HIY9, HIIM1, FlI13 y FIllI18, Figura 4.10 b) y rosetas (HI5 y HIlI11, Figura 4.10 a) de plantas
adultas.

El 4cido salicilico y jasmonico son fitohormonas con un papel critico en la defensa de la
planta (Loake & Grant, 2007; Ruan et al., 2019). Aunque se ha reportado la activacion de las vias
de defensa dependiente de AS y AJ por bacterias beneficiosas (Lastochkina et al., 2020; Le et
al., 2021), existen pocos reportes sobre la produccion de estas hormonas por esta clase de
microorganismos. La habilidad de producir AS por bacterias endofiticas pertenecientes a los
géneros Achromobacter y Bacillus aisladas de girasol se ha documentado (Forchetti et al., 2010),
y también se ha detectado la produccién de esta hormona en una cepa halotolerante de Bacillus
subtilis aislada de la rizosfera de plantas de trigo (Ji et al., 2022). En el caso del AJ, esta hormona
fue cuantificada en medio de cultivo de bacterias que promueven el crecimiento de plantas de
girasol y trigo (Forchetti et al., 2007; Ji et al., 2022). Es importante mencionar que, en el presente
trabajo, los 12 aislamientos bacterianos seleccionados produjeron AS y AJ (Tabla 4.2), y aunque
las concentraciones detectadas fueron relativamente bajas, es importante tener en cuenta que
ambas hormonas fueron cuantificadas in vitro, a partir de bacterias creciendo en medio minimo,
y no en contacto con la planta, de manera que no tendrian ningun estimulo para su sintesis en
comparacion a posibles situaciones in planta.

Bacillus es uno de los géneros predominantes de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (Babalola, 2010; Pirttila et al., 2021). De manera interesante, después de la secuenciacion
del gen del ARNr 1716S, fue posible determinar que los doce aislamientos bacterianos,
seleccionados por sus atributos como PGPB y su posible rol como controladores bioldgicos,
pertenecen al género Bacillus (Figura 4.13). Todas las bacterias aisladas como endofitos (HIII16,
FII13, Flll14 y FllI18) se agruparon juntas en la parte superior del arbol (Figura 4.13). HIlI16 esta
filogenéticamente asociada con B. pumilus la cual se ha reportado que es capaz de promover el
crecimiento radicular en arroz (Liu et al., 2020), tolerar el estrés causado por Cd en maiz (Shahzad
et al., 2021) y resistir a la desecacioén en plantulas de Glycyrrhiza uralencis (Zhang et al., 2020).
Los endofitos FlII18 y el epifito HIII9 se agruparon cerca de B. safensis, reportado por Jana et al.
(2023) como una bacteria promotora del crecimiento de plantas de arroz. La cepa STJP de B.
safensis aislada de Stevia rebaudiana produce VOCs con la capacidad de inhibir el crecimiento
del hongo patégeno Alternaria alternata (Prakash & Arora, 2021), lo cual es consistente con la
inhibicion de B. cinerea y R. stolonifer por accion de compuestos volatiles producidos por el
endofito FIlI18 (Figura 4.3 b y Figura 4.12 b). Ademas, los endofitos FII13 y Flll14, y el epifito

HIIl7 estan cerca de B. zhangzhouensis, el cual ha sido previamente aislado como un endofito de
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fruto de Xhantium italicum (Han et al., 2021) y ha sido reportado como PGPB en varias especies
de plantas (Han et al., 2021; Maheshwari et al., 2022). Por otro lado, el resto de los epifitos se
encuentran en la parte inferior del arbol filogenético. Los aislamientos HIl1, HIl4, HIlI4 y HIlI11 se
agruparon cerca de B. vallismortis, una especie que produce compuestos antifungicos que
inhiben el crecimiento de A. alternata (Kaur et al., 2017) y tiene la capacidad de degradar algunos
pesticidas (Nurzhanova et al., 2021).

En plantas de frutilla, se han reportado estudios acerca del aislamiento y utilizacion de
bacterias del género Bacillus como controladores bioldgicos y promotores del crecimiento. Abd-
El-Kareem et al. (2022) determinaron que tres cepas de la especie B. brevis, aisladas a partir de
suelos de campos de frutilla, pueden controlar el desarrollo de la podredumbre negra de raiz
causada por los fitopatdgenos Fusarium solani, Rhizoctonia solani y Macrohpomina phaseolina y
que los resultados obtenidos eran similares a los producidos por un fungicida de sintesis quimica.
Alijani et al. (2022) demostraron que la cepa DM6120 de B. atrophaeus aislada de raices de frutilla
puede controlar la enfermedad causada por Collectotrichum nymphaea, y estudiaron las multiples
estrategias utilizadas por la bacteria para ejercer el biocontrol. Asimismo, Badar et al. (2022)
observaron que la inoculacién con B. subtilis de estolones de frutilla de los cultivares ‘Camarosa’,
‘Chandler’ y ‘Tuft’s’ produjo plantas con mayor numero de hojas, area foliar, nUmero de estolones,
numero de flores y un mayor rendimiento, asi como también, una mejora en los atributos de
calidad del fruto, como mayor contenido de acido ascérbico (Vitamina C) y antocianinas que las
plantas control. En este trabajo de Tesis, ademas de la inhibicion del fitopatdogeno B. cinerea, se
evalud la capacidad de los 12 aislamientos seleccionados de inhibir el crecimiento in vitro de
Rhizopus stolonifer, otro fitopatégeno que, ademas de afectar al cultivo de frutilla, tiene una amplia
gama de hospedadores (Feliziani & Romanazzi, 2016). La mayoria de los aislamientos lograron
inhibir mediante co-cultivo y sintesis de compuestos difusibles, como asi también mediante la
sintesis de compuestos volatiles, excepto para HIII7, HIII16, FII13 y FIlI18, que lograron inhibir
s6lo mediante uno de los dos mecanismos (Figura 4.12 a-b). En plantas de frutilla, se observo
que tratamientos precosecha con bacterias biocontroladoras pertenecientes al género Bacillus
(B. subtilis y B. megaterium) y Trichoderma (T. album, T. asperellum y T. viride) disminuyeron
notablemente el porcentaje de infeccidon con B. cinerea y R. stolonifer durante el almacenamiento
postcosecha de los frutos (Rashid et al., 2022). En los tratamientos con las cepas de Bacillus y T.
asperellum, se observd una reduccion del 100% de la infeccidon natural de R. stolonifer en
comparacion con los controles, mostrando la eficacia del tratamiento con cada una de esas
bacterias (Rashid et al., 2022).

Si bien, las 12 bacterias seleccionadas reunen caracteristicas muy interesantes para la
promocion del crecimiento vegetal y el biocontrol de fitopatégenos fungicos, al evaluar la
infeccion in planta en Arabidopsis inoculadas con B. cinerea, solo las inoculadas previamente con
el epifito HIII11 presentaron una reduccion en el area necrotica provocada por dicho patégeno.

Este aislamiento, ademas, es el que reune la mayor cantidad de las caracteristicas evaluadas que
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consideramos interesantes para el control bioldgico y la promocion del crecimiento vegetal. Por
esto, y con la finalidad de profundizar los estudios de los efectos in planta, decidimos continuar

el trabajo de Tesis con dicho epifito.

4.6. CONCLUSIONES

e De la totalidad de bacterias endofitas y epifitas cultivables aisladas a partir de hojas y
frutos de plantas de frutilla, aproximadamente un 48% logro inhibir el crecimiento in vitro
del fitopatdgeno B. cinerea a través de un confrontamiento directo, como asi también,
mediante la sintesis de compuestos volatiles organicos.

e Se seleccionaron doce aislamientos bacterianos que inhiben in vitro a B. cinerea,
presentan capacidad de sintetizar al menos una de las enzimas hidroliticas evaluadas y
son capaces de formar biofilms (los epifitos HI5, HII1, HII4, HIlI4, HII5, HII7, HII9 y HIll1,
y los endofitos HIII16, FII13, FllI14 y FIlII18). A partir de los mismos, se identificaron
bacterias que producen siderdforos, presentan movilidad tipo swimming y/o swarming y
son capaces ademas de inhibir el crecimiento in vitro de R. stolonifer.

e Latotalidad de las bacterias seleccionadas pertenecen al género Bacillus. Presentan, en
mayor o menor medida, la capacidad de colonizar y crecer en plantulas de A. thaliana,
como asi también son capaces de sintetizar fitohormonas. Ademas, los epifitos muestran
mayor capacidad de promover el crecimiento de plantulas y plantas adultas de
Arabidopsis en comparacion con los endofitos.

e Elanalisis de todos los resultados obtenidos, en conjunto con la evaluacion de la infeccion
con B. cinerea en plantas de A. thaliana previamente inoculadas con cada bacteria,

condujo a la seleccién del epifito HIII11 para continuar con el trabajo de Tesis.
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5. CAPITULO II: Evaluacién de respuestas de defensa y cambios en el metabolismo de la
pared celular primaria de plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas con el

aislamiento bacteriano HIll11.

5.1. INTRODUCCION

El control biologico de enfermedades en plantas es un proceso que involucra
microorganismos vivos para inhibir o reducir las poblaciones de plagas o patdgenos,
proporcionando una alternativa sostenible a los métodos quimicos utilizados en la agricultura, los
cuales pueden resultar nocivos para la salud humana y animal (Carmona-Hernandez et al., 2019;
Schaffner et al., 2024; seccion 2.4). Como se menciond en la introduccién general, este tipo de
control puede ser llevado a cabo a través de distintos mecanismos por parte del agente de control
biolégico, entre los cuales se pueden mencionar desde la antibiosis y produccién de distintos
compuestos antimicrobianos, hasta la induccién de respuestas de defensa de las plantas. En el
estudio de dichas respuestas Arabidopsis thaliana ha sido clave, siendo ampliamente utilizada
como modelo experimental. Esta planta es capaz de activar una serie de respuestas moleculares
y fisioldgicas complejas ante la invasion por agentes patdgenos. Entre los mecanismos de accion
se encuentran la activacion de la respuesta inmune mediada por receptores que reconocen
PAMPs o MAMPs (receptores PRR), la biosintesis de fitoalexinas y otros metabolitos secundarios
como compuestos fendlicos, el refuerzo de la pared celular y la sintesis de proteinas relacionadas
con la defensa, entre otros. Las PGPBs o BCAs pueden inducir un fenémeno conocido como
priming (Pieterse et al., 2014), que fortalece las defensas naturales de la planta frente a futuros
desafios, como infecciones con patdgenos o estrés abiotico, haciendo que las mismas respondan
de manera rapida y eficiente (Conrath et al., 2015). Bacterias beneficiosas pertenecientes al
género Bacillus han mostrado capacidad de ayudar a las plantas a desarrollar resistencia a una
amplia variedad de enfermedades estimulando las respuestas de defensa de las mismas. B.
velezensis, B. amyloliquefaciens, B. cereus, B. atrophaeus y otras especies dentro de este género
han sido eficientes, protegiendo a las plantas contra infecciones fungicas, bacterianas y virales
mediante la induccion de resistencia en la planta hospedadora (Yu et al., 2022). En este contexto,
el estudio de la interaccién entre las respuestas de defensa de A. thaliana y el género Bacillus
abre nuevas vias para el desarrollo de estrategias de control bioldgico sostenibles.

Es asi, que en este capitulo de la Tesis se propuso evaluar el efecto de la inoculacion del
aislamiento bacteriano HIll11, seleccionado previamente por las caracteristicas evaluadas in vitro,
en plantas de A. thaliana para poder estudiar diferentes respuestas de defensa producidas en las
mismas tras la infeccion con patdogenos necrétrofos, especificamente B. cinerea. A su vez, y dado
que la pared celular constituye una de las primeras lineas de defensa contra el ataque por

patégenos, y el refuerzo y mayor integridad de la misma se considera una respuesta importante
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en las plantas (Wan et al., 2021; Wolf, 2022), se evaluaron posibles modificaciones en el

metabolismo de la pared celular en plantas inoculadas con HIll11.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

5.2.1. Estudiar el efecto de la inoculacion con HIlI11 en las vias de sefalizacion de
respuestas de defensa, la acumulacion de compuestos bioactivos, la pérdida de
electrolitos y la deposicion de calosa en plantas de A. thaliana.

5.2.2. Evaluar la influencia de la inoculaciéon con HIllI11 sobre la integridad de la pared
celular primaria, el contenido de los distintos polimeros y la expresion de genes

vinculados con el metabolismo de dicha estructura.

5.3. MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Identificacion de HIlI11 mediante secuenciacion de los genes recA y recN.

Se llevd a cabo la amplificacion de los genes recA (Fw 5 -
TGAGTGATCGTCAGGCAGCCTTAG - 3’; Rv 5 — TTCTTCATAAGAATACCACGAACCGC -3) y
recN  (Fw 5 - CTTTTGCGATCAGAAGGTGCGTATCCG - 35 Rv 5 -
GCCATTATAGAGGAACTGACGATTTC - 3’) (Arguelles-Arias et al., 2009), con la finalidad de
identificar a qué especie pertenece el aislamiento HIII11. Para la mezcla de reaccion se utilizaron
50 ng de molde de ADN, 0,125 uyM de cada cebador, tampodn de reaccion 10X, MgClz 25 mM,
dNTPs 10 mM (PB-L, Argentina), 1,6 unidades de Taq ADN Polimerasa (Thermo Scientific,
Argentina), en un volumen final de 40 pl. Las condiciones de ciclado para ambos genes fueron
las siguientes: 2 min a 94 °C, 30 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 min a 60 °C y 1:30 min a 72 °C, seguido
de una elongacion final de 7 min a 72 °C. La separacion y visualizacion de los productos de
amplificacion se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa tal como se detallo en la
seccion 4.3.14.1. El producto de PCR correspondiente se remitio al Laboratorio de Biotecnologia
acuatica-FCByQ-UNR (CCT-Acuario del Rio Parana, Rosario, Argentina) para su purificacion y
posterior secuenciacion (secuenciacion de Sanger). Las secuencias obtenidas se compararon
con la de los genes recA y recN de distintas especies dentro del género Bacillus disponibles en

la base de datos del GenBank, utilizando el programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

5.3.2. Analisis filogenético.

El analisis filogenético de las secuencias se llevo a cabo utilizando el programa MEGA 11.0
(Tamura et al., 2021). Los alineamientos se realizaron aplicando el algoritmo ClustalWW y las

secuencias alineadas se analizaron filogenéticamente mediante el método de ‘Neighbor-Joining’
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y las distancias se calcularon a través de ‘p-distance’. El soporte estadistico para los clados
filogenéticos se evalué mediante analisis de ‘bootstrap’ utilizando un conjunto de datos de 1000

réplicas.

5.3.3. Condiciones de cultivo e inoculacion de plantas de Arabidopsis thaliana con
HIl1.

Las plantas de A. thaliana se cultivaron en condiciones controladas tal como se detall6 en
el capitulo anterior. La inoculacion de las plantas con el aislamiento HIll11 se realizé de igual
manera que en la seccion 4.3.11. Cabe aclarar que, para todos los ensayos mostrados en este

capitulo, la metodologia de inoculacion aplicada fue la misma.

5.3.4. Evaluacion de lainfeccion con B. cinerea y R. stolonifer en plantas de A. thaliana

previamente inoculadas con HIll11.

Para llevar a cabo los ensayos de proteccion contra patdgenos por efecto de HIll11, se
realizaron las inoculaciones correspondientes. A los 15 dias posteriores a la ultima inoculacion
con la bacteria o tratamiento con MgCl. 10 mM esteéril para el caso de los controles, se inocularon
3 hojas por planta con dos gotas (5 ul) de una suspension de esporas (1 x 10° esporas ml) del
fitopatdogeno fungico evaluado, ya sea B. cinerea o R. stolonifer. Dicha inoculacion se realizé de
igual manera para ambos hongos, tal como se detall6 en la seccion 4.3.16. A las 48 y 72 horas
post-inoculacion se cortaron las hojas, se fotografiaron en la lupa (Stereo Microscope
Discovery.V20, Zeiss) y posteriormente se determinaron las areas necréticas utilizando el
programa ImageJ 1.52a (NIH, USA). Se realizaron dos ensayos independientes utilizando
aproximadamente 20 plantas por condicion (control e inoculado con HIlI11) como réplicas

bioldgicas.

5.3.5. Pérdida de electrolitos en hojas de A. thaliana.

La medida de pérdida de electrolitos se realizé de acuerdo a Restrepo et al. (2014). Se
tomaron 0,3 g de hojas, las cuales se lavaron ligeramente con H20O bidestilada y se colocaron en
tubos coénicos de 50 ml. A continuacion, se adicionaron 30 ml de H20 bidestilada y se agitaron
mediante vértex durante 1 min. Los tubos se incubaron a bafio Maria a 30 °C durante 2 h. Pasado
este tiempo, se midid la conductividad eléctrica inicial (EC1) utilizando un conductimetro EC700
(Apera). Luego, se realizo unaincubacién a 100 °C durante 15 min para llevar a cabo la extraccion
de la totalidad de los electrolitos del tejido. En este punto, se midio la conductividad eléctrica final

(EC2). El porcentaje de electrolitos liberados se calculd aplicando la siguiente formula:

82



% electrolitos = ( E

EC1
x 100
c2

Esta determinacion se realizé a las 48 y 72 horas post-inoculacién con B. cinerea, utilizando
3 réplicas biolégicas para cada caso. Cada réplica bioldgica consistié en un pool aleatorio de

hojas provenientes de distintas plantas.
5.3.6. Cuantificacion de HIllI11 en hojas y raices de plantas adultas de Arabidopsis.

Se realizo el aislamiento y recuento de HIlI11 en hojas, raices y rizosfera de plantas de
Arabidopsis 15 dias después de la ultima inoculacion. Se utilizaron 2 hojas por réplica biolégica
para el aislamiento del total de la bacteria (comportamiento como epifito y endofito). Ademas, se
utilizaron 2 hojas por réplica biolégica para aislar de forma secuencial a la bacteria que se
encuentra de manera epifitica, y posteriormente, la que se encuentra como endofito. Para el
recuento total, las hojas previamente pesadas, se colocaron en tubos conicos de 15 ml, se
adicionaron 3 ml de MgCl2 10 mM pH 7,0, estéril. Posteriormente, se maceraron con ayuda de
pilén y mortero, generdndose un extracto a partir del cual se realizaron diluciones seriadas. Para
el aislamiento de los epifitos, las hojas previamente pesadas se colocaron en tubos conicos de
15 ml y se lavaron con 3 ml de MgCl. 10 mM, estéril. Una alicuota (300 pl) de esta solucion
conteniendo los epifitos se reservo para realizar diluciones seriadas. Para el aislamiento de los
endofitos, estas mismas hojas se desinfectaron con una solucion de lavandina al 5% (v/v)
conteniendo 0,01% (v/v) de Tween 20 durante 30 segundos. Luego, las hojas se lavaron 3 veces
con MgClz para eliminar restos de la solucion de desinfeccion. A las hojas lavadas se les
adicionaron 3 ml de MgClz para obtener un extracto de las mismas. Para el aislamiento de las
bacterias rizosféricas, la raiz de cada planta junto con una region estrecha del suelo circundante
se coloco en tubo conico de 15 mly se adicionaron 5 ml de MgCl: estéril. Las muestras se agitaron
con vortex durante 1 minuto, y se tomé una alicuota (500 pl) del liquido. A partir de los extractos
obtenidos, se realizaron diluciones seriadas en MgCl2 10 mM estéril en un factor de 1/10 hasta
alcanzar una dilucion final de 1/100000. Luego, las diluciones se cultivaron en placas de Petri
conteniendo medio LB-agar y se incubaron a 28 °C durante 18 h. Pasado ese tiempo, se realizé
el recuento de unidades formadoras de colonias. Se utilizaron 5 réplicas bioldgicas, cada una
consistiendo en una planta de A. thaliana. Por cada réplica bioldgica se realizaron 2 diluciones

seriadas independientes como réplicas técnicas.

5.3.7. Evaluacion de respuestas de defensa en A. thaliana Col-0. Expresion relativa de

genes.

83



Se inocularon las plantas de A. thaliana Col-0 con HIll11 tal cual se indico en la seccion
4.3.11. Se utilizaron plantas sin infectar (considerado como tiempo 0 h), y a las 6 y 24 horas

posteriores a la inoculacion con B. cinerea (6 hpi y 24 hpi, respectivamente).

5.3.7.1. Extraccion de ARN total de A. thaliana. Cuantificacion y verificacion de la

integridad.

La extraccion y purificacion de ARN total se llevo a cabo utilizando el reactivo TRI (Sigma-
Aldrich) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI ARN obtenido se cuantificé por
espectrofotometria utilizando la funcion NanoDrop del equipo Synergy H1 Hibrid Reader (Biotek)
y su integridad se evalué mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TBE
0,5X. Para esto, se utilizd 1 yl de cada muestra de ARN total a los cuales se les adicionaron 0,3
ul de Gel Red 20X y 0,6 pl de buffer muestra Orange G 6X. La corrida electroforética se llevo a
cabo a ~70 V durante 30 min en buffer TBE 0,5X. La integridad de las muestras de ARN se verifico
a través de la visualizaron de dos bandas discretas correspondientes a ARNr en

fotodocumentador Amersham Image Quant 800 (Cytiva).

5.3.7.2. Sintesis de ADN complementario (ADNc).

Las muestras de ARN total se trataron con ADNasa | (Promega), con la finalidad de eliminar
una posible contaminacion con ADN. Para la sintesis de la hebra de ADNc (ADN complementario)
se utilizaron 2 pg de ARN total obtenido para cada muestra, 0,8 pl de enzima transcriptasa reversa
M-MLV 200 U pl* (del inglés, Moloney murine leukimia virus; Promega), 0,05 mM de dNTPs, 223,2
pmoles de hexameros (Biodynamics S.R.L.), 4 pl de buffer de reaccion 5X de la enzima (Promega)
y agua mili Q hasta un volumen final de 20 pl. La mezcla de reaccion se incubd a 38 °C por 1 hora

y luego a 95 °C durante 5 minutos.

5.3.7.3. Control de ADNc mediante PCR.

El éxito en la sintesis de ADNc se verificd mediante PCR a punto final de cada una de las
muestras. Para ello, se utilizaron cebadores especificos para el gen de referencia AtUBQ10, el
cual codifica para una Poliubiquitina 10 (Tabla 5.1). Para la reaccion se utilizaron 0,5 pl de molde
de ADNCc, 0,375 pul de cada cebador (directo e inverso, ci = 10 uM) de AfUBQ10, 1,5 pl de buffer
10X de reaccion Taq Polimerasa, 0,075 ul de enzima Taq Polimerasa (5 U pl"), 0,3 ul de dNTPs
(ci=2,5mM), 0,9 ul de MgCl2 (ci = 25 mM) y agua mili Q hasta completar un volumen final de 15
ul. Para llevar a cabo la amplificacion, se utilizo el siguiente programa de PCR: desnaturalizacion
inicial a 95 °C, 4 min. Cuarenta ciclos de 94 °C, 45 segundos; 60 °C, 30 segundos; 72 °C, 30

segundos. Elongacion final a 72 °C, 7 min.
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La visualizacion de los productos de amplificacion se realizd mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% (p/v) en buffer TBE 0,5X. El total del volumen de reaccion se mezclé con 1,2 pl
de Gel Red 20X y 3 pl de Orange G 6X. Se utilizé un marcador de peso molecular correspondiente
a 50 pb (PB-L, Argentina), del cual se sembraron 7 ul con 1 ul de Gel Red 20X. La electroforesis
se llevo a cabo a ~ 80 V durante aproximadamente 1 h. Las bandas resultantes se visualizaron en

fotodocumentador Amersham Image Quant 800 (Cytiva).

5.3.7.4. Expresion relativa de genes de defensa mediante PCR en tiempo real.

En primer lugar, se estimo la eficiencia de amplificacion de cada par de oligonucleotidos
utilizados, cuyas secuencias se detallan en la Tabla 5.1. Para ello se procedi6 a la obtencion de
las curvas de eficiencia en el equipo Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems),
realizando previamente una serie de diluciones usando como molde ADNc de muestras de hojas
de plantas de A. thaliana que 24 horas antes habian sido inoculadas con el fitopatogeno B.
cinerea.

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo utilizando la mezcla comercial Fast Start
Universal SYBR Green Master Rox 2X (Roche) de acuerdo a las indicaciones del fabricante, en el
equipo mencionado en el parrafo anterior. Las condiciones de PCR fueron: 10 min a 95 °C; 40
ciclos de 15 segundos a 95 °C y 1 min a 60 °C; y posteriormente, se realizd una curva de
disociacion (o melting) de 60 °C a 95 °C con incrementos de 0,3 °C. Se midio la fluorescencia al
final de cada paso de amplificacion. Los niveles de expresion relativa correspondieron al
promedio de cinco extracciones independientes de ARN para cada condicion, normalizadas con
el gen de referencia AtUBQ170. Los niveles de expresion se calcularon conforme el método

descripto por Pfaffl (2001) y se expresaron en unidades arbitrarias £ SEM.
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Tabla 5.1. Secuencias de oligonucleétidos (Fw (‘forward’) o cebador directo; Rv (‘reverse’) o cebador
inverso) utilizados en la evaluacion de expresion relativa de genes relacionados con respuestas de defensa

en Arabidopsis thaliana. Se detalla el numero de acceso a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y la

descripcion de cada gen.

Gen Secuencia de oligonucleétidos (5'-3') N° acceso Descripcion gen

Fw: TTGCGTCTGCGTGGAGGTATG R
AtUBQ10 NC_003075.7 Poliubiquitina 10
Rv: ATCCGCCAAAGTACGACCATCC

Fw: GTGTCGCACTTCAGAAGGAA ) ) .
AtPAL1 NM_129260.3 Fenilalanina amonio liasa 1

Rv: GGCTTGTTTCTTTCGTGCTT

Fw: GTGCTACTTCTCACCGGAGA ) ) .
AtPAL2 NM_115186.4 Fenilalanina amonio liasa 2

Rv: TATTCCGGCGTTCAAAAATC

Fw: TAGGTGCTCTTGTTCTTC , . . .
AtPR1 NM_127025.3 Proteina relacionada a patogénesis 1
Rv: CGGAGACGCCAGACAAG

Fw: GACTGTGGCGGTCTAAGATGT i ) i )
AtPR5 NM_106161.3 Proteina relacionada a patogénesis 5
Rv: TGAATTCAGCCAGAGTGACG

Fw: GCTTCCATCATCACCCTTATCTT )
AtPDF1.2 NM_123809.4 Defensina de planta 1.2
Rv: GGCTTCTCGCACAACTTCTG

Fw: ACAAGAACAGGGCAAGGAAA ) .
AtPAD3 NM_113595.4 Citocromo P450 monooxigenasa
Rv: GATCAGGGGTAAGAGGACGA

5.3.8. Determinacion del contenido de antocianinas en A. thaliana.

Se tomaron 0,15 g de hojas previamente molidas en Nz, los cuales se resuspendieron en
0,5 ml de una solucion de HCI 1% (v/v) en metanol. Las muestras se incubaron durante 10 min
en hielo, agitando por inversion a los 5 min. Luego, se centrifugaron a 3000 x g a 4 °C durante 10
min y se recuperaron los sobrenadantes. La cuantificacion de antocianinas se llevé a cabo
midiendo absorbancia a A = 515 nm en el espectrofotdémetro Synergy H1 Hibrid Reader (Biotek).
El contenido de antocianinas se expres6 como miligramos de pelargonidina-3-glucésido por
kilogramo de hoja (mg kg™'; Emolar = 3,6 x 108 M"'m-"). La determinacion se realizd alas 0, 6 y 48
hpi con B. cinerea, utilizando 5 réplicas bioldgicas de 3 plantas cada una de ellas, para cada

tiempo.

5.3.9. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos en A. thaliana.

Se tomaron 0,25 g de hojas previamente molidas en Nz y se les adiciond 1,5 ml de etanol
100% (v/v) frio. Se mezcld por inversion y vortex, y luego se centrifugd a 9000 x g a 4 °C durante
15 min. Se utilizaron 0,1 ml del sobrenadante para determinar los compuestos fendlicos. Estos se
mezclaron con 1,16 ml de H20Oq y 0,15 ml del reactivo Folin-Ciocalteau 1 N. Luego de 5 min a
temperatura ambiente, se adicionaron 1,5 ml de solucién Na>COs 2% (p/v) en NaOH 0,1 N. Se
incubo en oscuridad durante 1 h a 25 °C y se midi6 la absorbancia a A = 760 nm. La curva estandar
se construyd utilizando distintos volumenes de acido galico 10 mg ml' en etanol 100% (v/v), y el

contenido de compuestos fendlicos se expresd6 como miligramos de &cido galico por kilogramo
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de hoja. La determinacion se realiz6 a las 0, 6 y 48 hpi, utilizando 5 réplicas biologicas de 3 plantas

cada una, para cada tiempo.

5.3.10. Deposicion de calosa.

Se realizo la evaluacién de la deposicion de calosa en hojas sin inocular e inoculadas con
B. cinerea provenientes de plantas control y plantas tratadas con HIll11, a las 24 y 48 horas post-
inoculacion con el fitopatogeno. Para ello se utilizd la metodologia descripta previamente por
Schenk & Schikora (2015) y Bach-Pages & Preston (2018), con modificaciones leves. En primer
lugar, las hojas se cortaron y colocaron en una solucion de acido acético:etanol (1:3) en agitacion
durante toda la noche. Las hojas destefidas se lavaron con K2HPO4 150 mM (pH 9,5) durante 30
min en agitacion. Luego, se tifieron con una solucion de azul de anilina 0,1% (p/v) en K2HPO4 150
mM (pH 9,5) durante 1 h y 30 min. Pasado este tiempo, las hojas se lavaron con H20 bidestilada
estéril y luego se equilibraron con glicerol 50% (v/v) para su montaje y visualizacion en lupa de
fluorescencia (Stereo Microscope Discovery.V/20, Zeiss) utilizando filtro DAPI (A excitacion a 370

nm — A emision a 509 nm).

5.3.11. Evaluacion de cambios en el metabolismo de la pared celular vegetal de

Arabidopsis en plantas inoculadas con HIll11.

5.3.11.1. Aislamiento de Residuos Insolubles en Alcohol (RIAs).

El aislamiento de los polisacaridos totales de la pared celular de las hojas de A. thaliana se
realizd de acuerdo con D’amour et al. (1993) con modificaciones leves. Un gramo de hojas
previamente pulverizadas en Nz se mezclé con 20 ml de etanol 100% (v/v) y luego se incubaron
en bafo Maria a 100 °C con reflujo durante 30 min. EI homogenato resultante se llevo a
temperatura ambiente en bafo de agua y se filtr6 al vacio. El residuo solido se lavo tres veces
con 5 ml etanol 100% (v/v), se seco durante 14 h a 37 °C y posteriormente se registro su peso.
Se realizaron 5 extracciones independientes de RIAs, las cuales se expresaron como gramos de

Residuos Insolubles en Alcohol por kilogramo de hoja.

5.3.11.2. Extraccién y cuantificacién del contenido de almidén de los RIAs obtenidos.

La extraccion del almidon se realizé a partir de los RIAs obtenidos previamente para cada
condicién de acuerdo a Carpita & Kanabus (1987), con modificaciones. Para ello, los RIAs se
trataron con 5 ml de dimetilsulféxido (DMSO, 99,5%) y se agitaron durante 24 h a 22 °C. Luego,
se centrifugd durante 5 min a 1600 x g a temperatura ambiente y se separo el sobrenadante en

un tubo limpio. Una alicuota del mismo se reservo para la cuantificacion del almidén mediante el
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método de la antrona (antrona 0,2% (p/v) en H2SO4 72% (v/v)). Para esto, se tomaron 50 pul de
cada muestra, a los cuales se les adicionaron 500 pl de antrona. Las muestras se homogeneizaron
por vortex y se incubaron en bafio Maria a 100 °C durante 12 min. Posteriormente, los tubos se
colocaron en bafo de agua liquida-hielo y se mezclaron nuevamente por vortex. La cuantificacion
se realizd midiendo absorbancia a una A = 625 nm y se realizé6 una curva de calibracién con
volumenes variables de glucosa 0,04% (p/v). Los resultados se expresaron como gramos de
glucosa por kilogramo de hoja.

Se destaca que la hidrdlisis quimica del almidon y la posterior cuantificacion del contenido
de glucosa fue puesta a punto por miembros del Laboratorio en un trabajo previo donde se
utilizaron RIAs de tomate (Perini et al., 2017). En esos ensayos se incluyeron muestras de almidén

comercial como controles positivos para verificar la eficacia del método utilizado.

5.3.11.3. Obtencion de paredes celulares sin almidon.

Si bien el sobrenadante de las muestras mencionadas en la seccion 5.3.11.2. se utilizo
para la estimacion del contenido de almidon, cada uno de los pellets obtenidos (constituidos
mayoritariamente por paredes celulares) se filtraron al vacio y se secaron durante 18 h en estufa
a 37 °C. Posteriormente, las paredes celulares se pasaron a tubos cénicos y se almacenaron a

temperatura ambiente para su posterior uso.

5.3.11.4. Evaluacion del crecimiento in vitro de B. cinerea y R. stolonifer en paredes

celulares aisladas de plantas de A. thaliana inoculadas con HIlI11.

En placas de Petri conteniendo RIAs sin almiddn o paredes celulares (0,375 mg RIA ml,
en medio agar-agua al 0,8% p/v) como unica fuente de nutrientes se cultivaron tanto B. cinerea
como R. stolonifer. Los RIAs se obtuvieron de plantas de A. thaliana inoculadas con HIlI11 como
se menciono en la seccion 4.3.11, mientras que los RIAs control se obtuvieron de plantas sin
inocular con dicha bacteria. Cada placa se inoculd con una fraccién de micelio (3 mm?) del
patdégeno correspondiente, se incubaron a 25 °C y se midieron las areas de crecimiento del
micelio a las 24, 48, 72 y 96 h para el caso de B. cinerea, y 24 y 48 h para R. stolonifer. Se utilizd
el programa ImagedJ 1.52a (NIH, USA) para realizar las medidas de las areas. Para cada condicion
(plantas inoculadas con HIIl11 y control) y patdégeno, se utilizaron 5 réplicas bioldgicas y 5 réplicas
técnicas. Cabe aclarar que la concentracion de RIAs utilizada se determind previamente por el
grupo de trabajo realizando una curva de crecimiento de cada patégeno en distintas
concentraciones de paredes celulares aisladas de hojas de Arabidopsis (Marina et al., 2019; Nardi

et al., 2015).
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5.3.11.5. Contenido de polisacaridos de la pared celular.

5.3.11.5.1. Extraccion de pectinas totales. Determinacion del contenido de acido

galacturénico y azucares neutros.

Veinte mg de paredes celulares se resuspendieron en 25 ml de HCI 0,05 M y se incubaron
en bafo Maria a 100 °C durante 1 h con reflujo. Posteriormente, se llevaron a temperatura
ambiente en bafio de agua y luego se filtraron al vacio. El residuo resultante de cada muestra se
lavo tres veces con 5 ml de HCI 0,05 M con la finalidad de extraer la totalidad de las pectinas, es
decir, pectinas de interacciones débiles, idnicas y covalentes. Se registro el volumen del filtrado
recogido en el Kitasato utilizando una probeta. Las muestras se diluyeron al %2 con HCI 0,05 M, y
200 pl de cada dilucion se mezclaron con 600 pl de Na2B4O7.10H20 (Borax) 0,0125 M en H2SO4(q
y los tubos se llevaron a bafio Maria durante 5 min. A continuacion, se enfriaron en bafio de agua-
hielo y se afiadieron 20 ul de 3-fenilfenol 0,15% (p/v) en NaOH 0,5% (p/v) (Blumenkrantz & Asboe-
Hansen, 1973). Luego se mezclo por vortex y los tubos se regresaron al bafio de agua-hielo.
Finalmente, se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 min en oscuridad y se volvio a
homogeneizar por vortex. Para descartar la absorbancia de azucares no especificos, las muestras
se trataron paralelamente de igual manera, pero en estos tubos se anadieron 20 pl de NaOH 0,5%
(p/v) en lugar de 3-fenilfenol. Para la construccion de la curva de calibracion se utilizaron
volumenes variables de acido galacturonico (AG) 1 mM, pH 5,5. La cuantificacion de acidos
urénicos se llevo a cabo midiendo la absorbancia a A = 520 nm y los resultados se expresaron
como gramos de AG por kilogramo RIA.

El contenido de azicares neutros (AN) en pectinas totales se estimé por el método de la
antrona utilizando glucosa como estandar (D’amour et al., 1993). Los resultados se expresaron

como gramos de glucosa cada kilogramo de RIA.

5.3.11.5.2. Extraccion y cuantificacion de hemicelulosas y celulosa.

A partir del residuo solido resultante de la extraccion de pectinas totales se llevo a cabo la
extraccion de las fracciones de hemicelulosas y celulosa. Para esto, el residuo solido se mezclé
con 25 ml de NaOH 4 M y se agit6é durante 8 h a 20 °C. El homogenato se filtré al vacio y se lavo
tres veces con 2,5 ml de NaOH 4 M. Se registré el volumen filtrado, el cual se denominé como
fracciones de hemicelulosas. El solido remanente se consideré6 como celulosa. La fraccion
correspondiente a celulosa se hidrolizé6 completamente con H2SO4 66% (v/v) a 37 °C por 1 h. La
cuantificacion de hemicelulosas y celulosa se realiz6 a través del método de la antrona utilizando
cantidades variables de glucosa 0,04% (p/v) para construir una curva de calibracion (D’amour et

al., 1993). Los resultados se expresaron como gramos de glucosa cada kg de RIA.
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5.3.11.5.3. Expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo de la pared

celular de Arabidopsis.

La extraccion de ARN total y sintesis de ADN copia se realizé como se indicé anteriormente
(seccidn 5.3.6.1). El céalculo de la eficiencia de amplificacion de cada par de oligonucleotidos
utilizados (las secuencias de los mismos se detallan en la Tabla 5.2) fue realizado previamente
en el Laboratorio por el grupo de trabajo utilizando el equipo Step One Plus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) (Nardi et al., 2015).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo tal como se detallo en la seccion
5.3.6.4. Los niveles de expresion relativa correspondieron al promedio de cinco extracciones
independientes de ARN para cada condicion, normalizadas con el gen de referencia AtUBQ10.
Los niveles de expresion se calcularon conforme el método descripto por Pfaffl, (2001) y se

expresaron en unidades arbitrarias + SEM.

Tabla 5.2. Secuencias de oligonucleétidos (Fw (‘forward’) o cebador directo; Rv (‘reverse’) o cebador
inverso) utilizados en la evaluacion de expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo de la

pared celular de Arabidopsis thaliana. Se detalla el numero de acceso de GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y la descripcién de cada gen.

Gen Secuencia de oligonucleétidos (5' - 3') N° acceso Descripcion gen

Fw: TGGATTATGGGCCGAACTTGTTAG . .
AtaAral NM_111911.5 a-L-arabinofuranosidasa 1

Rv: GTAACCAGGGTTATAAACTCCGAC

. Fw: GGTACATAGTTTCGGATTGTGATTC -
AtBXil5 NM_112852.2 B-xilosidasa 5

Rv: CCACAGTTCATGTTCAAACCTGC

Fw: CCGTCGTCTCACGCCGTGCTAAG . .
AtPME3 NM_112289.3 Pectin metilesterasa 3

Rv: GTGAAGTAATTGTGCTCCACGG

Fw: CTCTATTCAACAACGGACTC
AtExp8 Y NM_129623.3 Expansina 8

Rv: TGCTGAAGAGGAGGATTGC

Fw: CAAGGTTATGGACTGGAGAC
AtExp5 W NM_113824.3 Expansina 5

Rv: GAGAAAGATCGAAATGGTGG

Fw: GAGAACCCTGCCACTAGAAACACC
AtBGal v NM_001124794.2 B-galactosidasa

Rv: ACAATAGGGAGATCTCTGGCGATG

Fw: CCAGAACAGCCAGCAGATGA
AtPG1 W NM_102195.3 Poligalacturonasa 1

Rv: CGAGCTGGCATTCACAATCG

Fw: CGGTGCATGGATTGGTGGAGGTTAT
AXL w: COGTGCATGGATTIGGTCGAGGTIATG ) 1 04617.4 Xilanasa

Rv: GCCTTCTAGTCTCACCCACTTCTCC
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5.4. RESULTADOS

5.4.1. Identificacion de HIII11 mediante la secuenciacion de los genes recA y recN.

En el capitulo | se pudo determinar, mediante la secuenciacion del gen del ARNr 16S y
posterior analisis filogenético, que los 12 aislamientos bacterianos seleccionados pertenecen al
género Bacillus, y entre ellos el aislamiento HIlI11 (Figura 4.13).

Con la finalidad de identificar a qué especie pertenece HIlll11, se llevé a cabo la
amplificacion de los genes recA y recN. Las secuencias obtenidas para cada gen se analizaron,
en primer lugar, mediante comparacion con las secuencias almacenadas en la base de datos

GenBank (NCBI: http://www.ncbi.nIm.nih.gov). A partir de esto, se llevd a cabo el alineamiento y

posterior analisis filogenético. La construccion del arbol filogenético arrojé como resultado, que
la cepa HIlI11 pertenece efectivamente al género Bacillus y permitié determinar que la especie

es velezensis (Figura 5.1 ay b).

a
a7 Bacillus velezensis (NC 009725.2)
&7 _|: Bacillus subtilis (NC 0005964.3)
100 Bacillus vallismortis (NZ CP033052.1)

Bacillus purmilus (WC 009848.4)
Bacillus thuringiensis (NZ CMOOOT53.1)
Baciilus cereus (ML CPO17060.1)

00 _|: Bacillus amyloliguefaciens (NC 020272.1)

50 Bacillus safensis (CP043404.1)
a0 Hifi11

Bacillus velezensis (NC 009723.2)
Bacillus subtilis (NC D00964.3}
Bacillus vallismortis (NZ CPO33052.1)
Bacillus pumilus (NC 009848.4)
I: Bacillus cereus (NZ CPO17060.1)

100 Bacillus thuringiensis (NZ CMO00753.1)
— Bacillus amyloliguefaciens (NC 020272 1)
I Bacillus safensis (CPO43404.1)

i

100

100

Figura 5.1. Analisis filogenético de los genes (a) recA y (b) recN de HIlI11. Las secuencias de nucledtidos
obtenidas se ingresaron en las bases de datos y se alinearon utilizando ClustalWW. Los arboles se
construyeron utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining, y las distancias filogenéticas se calcularon por el

método de p-distance.
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5.4.2. Evaluacion de la infeccion causada por B. cinerea y R. stolonifer en plantas de

A. thaliana previamente inoculadas con Bacillus velezensis HIlI11.

En el capitulo | se evalud la infeccion con B. cinerea en plantas de A. thaliana inoculadas
previamente con las 12 bacterias seleccionadas. Los resultados obtenidos mostraron que las
plantas inoculadas con HIll11 presentaron una reduccion en el area necroética provocada por la
infeccion con el patégeno (Figura 4.14). En este caso, aplicando las mismas condiciones de
crecimiento y metodologia de inoculacion, se evalué nuevamente la infeccion con B. cinerea v,
ademas, se llevé adelante la evaluacion de la infeccion provocada por R. stolonifer. Para ambos
fitopatdogenos, se midieron las areas necroticas a las 48 y 72 hpi (horas post-inoculacién). Como
resultado, las plantas inoculadas con HIll11 presentaron menor area necrética promedio producto
de la infeccion con B. cinerea respecto de las plantas control (tratadas con MgCl2 10 mM, estéril),
con diferencias significativas a las 72 hpi (Figura 5.2 a). Asimismo, se evidencié que, las hojas
provenientes de plantas inoculadas con las bacterias presentaban un mejor estado general en
comparacion con las hojas de plantas control, observandose, por ejemplo, una menor clorosis
(Figura 5.2 b).

N
o
]

== Control
- H|ll11

Control Hil11

s
w
1

B. cinerea
Area de infeccion (mm?)
e
o
]

48
Tiempo (h)

Figura 5.2. Infeccion con B. cinerea en plantas de A. thaliana previamente inoculadas con Hlll11. Se
inocularon 3 hojas por planta con una suspension de esporas de B. cinerea (1 x 10° esporas ml*'). (a) A las
48 y 72 horas post-inoculacion (hpi) se midieron las areas necréticas correspondientes con el avance de la
infeccion. Las barras representan la media £ SEM. El analisis estadistico se realizd6 mediante 2way-ANOVA

(*p < 0,05). (b) Necrosis en hojas control e inoculadas con HIll11 a las 72 hpi.

En cuanto a la infeccion con R. stolonifer, los resultados obtenidos fueron similares a los
obtenidos con B. cinerea, observandose una menor area necrética a las 72 hpi (Figura 5.3 a). A
su vez, es importante aclarar que las hojas infectadas de plantas previamente inoculadas con
HIlI11 presentaban un mejor aspecto y estado frente a las hojas de plantas control (Figura 5.3
b).
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Figura 5.3. Infeccion con R. stolonifer en plantas de A. thaliana previamente inoculadas con HIll11. Se
infectaron 3 hojas por planta con una suspension de esporas de R. stolonifer (1 x 10° esporas ml"). (a) A las
48 y 72 horas post-inoculacion (hpi) se midieron las areas necroticas correspondientes con el avance de la
infeccion. Las barras representan la media £ SEM. El analisis estadistico se realizd6 mediante 2way-ANOVA

(*p < 0,05). (b) Necrosis en hojas control e inoculadas con HIll11 a las 72 hpi.

5.4.3. Efecto de la inoculacion con HIlI11 en el porcentaje de pérdida de electrolitos

de A. thaliana frente a la infeccion con B. cinerea.

Con el objetivo de determinar si la inoculacién de plantas de Arabidopsis con Bacillus
velezensis HIlI11 modificaba la pérdida de electrolitos a distintos tiempos luego de la infeccién
con el patégeno B. cinerea, se procedio a la medida conductimétrica de este parametro tal como
se describio en la seccién 5.3.5. Como resultado relevante, se observd que las plantas
previamente inoculadas con HIlI11 presentaban un porcentaje de pérdida de electrolitos
significativamente menor (~ 14%) que las plantas sin inocular (~ 21%), tanto a las 48 como 72 hpi
con Botrytis (Figura 5.4). Cabe destacar que, para descartar un efecto per se de la inoculacion
con HIllM1 en estos porcentajes, se realizaron medidas conductimétricas en plantas sin inocular
con el fitopatégeno. Como resultado, no se detectaron diferencias significativas entre las plantas

inoculadas con HIlI11 y plantas sin inocular (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Pérdida de electrolitos en hojas de A. thaliana. A través de la medida de conductividad
eléctrica se calculd el porcentaje de pérdida de electrolitos de hojas de A. thaliana control y previamente
inoculadas con HIII11. Esto se evalud en hojas sin inocular con B. cinerea (barras lisas) y hojas inoculadas
con este patdgeno a las 48 y 72 hpi (barras con puntos). Las barras representan la media + SEM. El andlisis

estadistico se realizé mediante 2Way-ANOVA. Letras diferentes indican diferencias estadisticas a p < 0,05.

Los resultados obtenidos en las secciones 5.4.2 y 5.4.3, revelan un efecto positivo de la
bacteria en la planta de A. thaliana que hace que la misma responda mejor a la infeccion por
hongos necroétrofos. Es por esto, que nos preguntamos si la bacteria ejerce este biocontrol de
manera directa, estando presente en el tejido o zona de infeccion activando distintos mecanismos
para combatir al fitopatdégeno, o si la misma esta actuando de una manera indirecta, induciendo
respuestas de defensa en la planta o incluso, cambios fisioldgicos, tales como el refuerzo de la

pared celular.

Por esta razon, y con el objetivo de obtener respuestas a estas inquietudes, se procedidé
en primer lugar al aislamiento y recuento de HIlI11 a partir de plantas de A. thaliana pasados 15
dias luego de la ultima inoculacion. Este tiempo de toma de muestra se escogié ya que es el
momento en el cual se evaluaron las caracteristicas relacionadas con la promocién del
crecimiento vegetal, y en el que se inoculd con los patégenos fungicos para evaluar el control
biolégico de HIII11 sobre los mismos (seccién 4.3.9 y 5.3.4, respectivamente). Es asi que, a este
tiempo, se cortaron hojas de plantas inoculadas y de plantas sin inocular con HIlI11 (controles) y,
por otra parte, se tomé la raiz de cada planta con parte de la rizosfera. A partir de las hojas se
evalud la posible colonizacion epifitica y endofitica de HIll11 en Arabidopsis, y a partir de la
rizosfera, se evalud la presencia del aislamiento en la misma.

Como resultado, HIlI11 no se encontré colonizando las hojas de Arabidopsis, ni como

epifito ni como endofito en el momento evaluado, pero si se re aisld la bacteria a partir de
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muestras de la rizosfera. Tras varios recuentos, HIll11 se encontré en un promedio de 7,5 x 105

UFC por gramo de rizosfera a los 15 dias posteriores a la Gltima inoculacion.

5.4.4. Evaluacion de la respuesta transcripcional de genes relacionados con la

defensa durante la infeccién con B. cinerea en A. thaliana.

Como se menciono en la seccién 2.2.7, las plantas son capaces de prepararse para una
activacion mas rapida y robusta de sus defensas frente al estrés bidtico o abidtico. Este fenomeno
se conoce como priming y puede ser inducido por bacterias beneficiosas. Es asi, que con la
finalidad de evaluar este posible efecto por parte de B. velezensis HIlI11 en plantas de A. thaliana,
se determind la expresion relativa de genes relacionados con diferentes respuestas de defensa
a distintos tiempos post-inoculacion con B. cinerea. Se midio la expresion relativa de genes que
codifican proteinas que participan en la via de los fenilpropanoides (AtPAL1 y AtPAL2), en la via
de los Jasmonatos/Etileno (JAs/ET) (AtPDF1.2), en la sintesis de fitoalexinas (Af{PAD3) y en la via
del Acido Salicilico (AS) (AtPR1 y AtPR5).

Como resultado, observamos que en plantas sin inocular (0 hpi) no se encontraron
diferencias en la acumulacion de ARN mensajero de ninguno de los seis genes evaluados (Figura
5.5). En el caso de AtPDF1.2 y AtPR1, no se detectaron sus transcriptos en este tiempo (Figura
5.5 c y f, respectivamente). En lo que respecta a los genes que codifican para la enzima
fenilalanina amonio liasa o PAL (AtPAL1 y AtPAL2), se detectd un aumento significativo de
transcriptos a las 6 hpi en plantas previamente inoculadas con HIll11 respecto a las plantas
control, sin embargo, esta diferencia no se mantuvo a las 48 hpi (Figura 5.5 a y b,
respectivamente). A su vez, se observé un aumento significativo en la expresion de AtPDF1.2'y
AtPAD3 a las 6 hpi (Figura 5.5 ¢ y d, respectivamente).

Por otro lado, cuando se evaluaron los genes involucrados en la via del AS, se observo una
menor expresion de AtPR1 en las plantas inoculadas con HIII11 a las 6 hpi. Sin embargo, a las 48
hpi la expresion relativa de dicho gen fue significativamente mayor en las plantas tratadas
previamente con la bacteria respecto a las plantas control (Figura 5.5 e). En el caso de AtPR5,
no observamos diferencias estadisticas entre los tratamientos en ninguno de los tiempos

evaluados (Figura 5.5 f).
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Figura 5.5. Expresion relativa de genes relacionados con respuestas de defensa en A. thaliana. Se
evalud por gRT-PCR la expresion relativa de (a) AtPAL1, (b) AtPAL2, (c) AtPDF1.2, (d) AtPAD3, (e) AtPR1y
(f) AtPR5 en plantas de A. thaliana sin infectar (0 hpi), y a las 6 y 48 hpi (horas post-inoculacion) con B.
cinerea (1 x 10° esporas ml"). Las barras representan la media + SEM. El analisis estadistico se realizo

mediante t-Test contra el control para cada condicion (*p < 0,05).

5.4.5. Contenido de metabolitos secundarios en plantas de Arabidopsis inoculadas

con B. velezensis HIlI11.

Como resultado de la determinacion de antocianinas, se observé un mayor contenido de
estos metabolitos secundarios en las plantas previamente inoculadas con HIII11 sin infectar (0
hpi), como asi también a las 6 horas posteriores a la inoculacion con B. cinerea (Figura 5.6 a). A
las 48 hpi, si bien el contenido promedio de antocianinas en las plantas inoculadas con la bacteria
se mantuvo mayor que en los controles, no se detectaron diferencias significativas (Figura 5.6
a).

Cuando se analizé el contenido de compuestos fendlicos totales, se detecté una
acumulacion significativamente mayor en plantas inoculadas con HIlI11 a las 6 hpi respecto a los

controles, y no se observaron diferencias en los otros tiempos evaluados (Figura 5.6 b).
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Figura 5.6. Contenido de antocianinas y compuestos fenélicos en A. thaliana. Se midié el contenido de
(a) antocianinas y (b) compuestos fendlicos en plantas de A. thaliana sin infectar (0 hpi) e infectadas con B.
cinerea (1 x 10° esporas ml™") a las 6 y 48 hpi. Las barras representan la media + SEM. El anélisis estadistico

se realiz6 mediante t-Test contra el control en cada tiempo (*p < 0,05; **p < 0,01).

5.4.6. Evaluacion de la deposicion de calosa.

Con la finalidad de evaluar la sintesis de calosa tras la inoculacion con B. cinerea en plantas
de A. thaliana control y tratadas con B. velezensis HIlI11, se tomaron hojas a las 24 y 48 horas
posteriores a la inoculacion con el fitopatégeno. La tincion con azul anilina y posterior
visualizacion en lupa de fluorescencia, permitid observar que la presencia de depdsitos de calosa
en hojas provenientes de plantas control fue mayor que en hojas de plantas inoculadas con la
bacteria a las 24 hpi (Figura 5.7). A las 48 hpi, esta respuesta no se mantuvo con la misma
intensidad en las plantas control observandose menor cantidad de dichos depdsitos, mientras
que, en las hojas tratadas, si bien se observa mayor fluorescencia correspondiente a la sintesis
de calosa que a las 24 hpi, esta respuesta es leve (Figura 5.7). Como control se tomaron hojas
de las mismas plantas sin inocular con B. cinerea. Como se observa en la Figura 5.7, la sintesis

de calosa no se produce de manera espontanea.
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Figura 5.7. Deposicion de calosa en hojas de A. thaliana. Deposicion de calosa en hojas provenientes de
plantas de A. thaliana control e inoculadas con HIll11 a las 24 y 48 hpi (horas post-inoculacién) con B.

cinerea. Como control, se evalu6 la deposicidon de calosa en hojas sin inocular con el fitopatdgeno.

5.4.7. Efecto sobre el metabolismo de la pared celular de A. thaliana provocados por

la inoculacioén con B. velezensis HIll11.

5.4.7.1. Determinacion del contenido de pared celular y de almidon.

Con el fin de evaluar posibles modificaciones en el metabolismo de la pared celular de
plantas de Arabidopsis previamente inoculadas con HIll11 se llevo a cabo, en primer lugar, el
aislamiento de los residuos insolubles en alcohol (RIAs) (constituidos mayoritariamente por pared
celular, lamina media y por una fracciéon de granulos de almidon) a partir de hojas de plantas
control y plantas inoculadas con dicha bacteria. Como resultado, observamos que las plantas
inoculadas con HIll11 presentaban un contenido de RIAs ligeramente mayor (49,29 g RIA kg hoja
") respecto al control (46,36 g RIA kg hoja™') (Figura 5.8 a).

A su vez, para determinar si esta diferencia podria estar influenciada por el contenido de
almidon presente en tales muestras, se procedid a realizar la extraccion y cuantificacion de los
granulos de almidon. Como resultado, se determind que el contenido promedio de almidén es de
1,82y 1,54 g kg™ de hoja, para los controles y plantas inoculadas, respectivamente (Figura 5.8

b), sin diferencias estadisticas entre ambos tratamientos.
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Figura 5.8. Efecto de la inoculacion de plantas de Arabidopsis con HIll11 en (a) el contenido de residuos
insolubles en alcohol (RIAs), (b) en el contenido de almidén de los RIAs aislados previamente. El analisis
estadistico se llevdo a cabo mediante t-Test contra el control (*p < 0,05). En ambos casos las barras

representan la media + SEM.

5.4.7.2. Evaluacion del crecimiento in vitro de fitopatogenos fuingicos en medio sélido

conteniendo como Unica fuente de nutrientes paredes celulares aisladas.

Como una forma de investigar el efecto de la inoculacion de HIll11 en la accesibilidad de
los fitopatdgenos a las paredes celulares de Arabidopsis, se evalué la capacidad de B. cinerea 'y
R. stolonifer para crecer in vitro cuando se le suministraron los RIAs sin almidon como Unica
fuente de nutrientes. Como resultado, a las 72 y 96 h se observo un crecimiento significativamente
menor de B. cinerea en las paredes celulares aisladas de hojas de A. thaliana previamente
inoculadas con HIII11 en comparacion con el control (Figura 5.9 a). Para el caso de R. stolonifer,
en los tiempos evaluados (24 y 48 h) se observé un menor crecimiento del fitopatégeno en los
RIAs provenientes de plantas inoculadas con la bacteria, con diferencias estadisticas respecto al

control a tiempo final (48 h) (Figura 5.9 b).
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Figura 5.9. Crecimiento in vitro de fitopatégenos en las paredes celulares aisladas. Crecimiento de (a)
B. cinerea y (b) R. stolonifer en placas conteniendo agar 0,8% (p/v) y 0,375 mg ml"' de RIAs sin almidon
como unica fuente de nutrientes provenientes de plantas de A. thaliana control e inoculadas con HIll11. Se
midieron las areas de crecimiento del micelio a las 24, 48, 72 y 96 h para B. cinerea y a las 24 y 48 h para
R. stolonifer. Las barras representan la media + SEM. El analisis estadistico se realizé mediate 2Way-ANOVA
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

5.4.7.3. Metabolismo de cadenas principales de pectinas.

Se realizd la extraccion de pectinas totales a partir de los RIAs obtenidos para ambas
condiciones. Mediante la cuantificacion del AG en las pectinas totales se estimé el contenido de
cadenas principales de pectinas (u homogalacturonanos, HGs) en las mismas. Como resultado,
no se encontraron diferencias en el contenido de AG entre las pectinas de plantas inoculadas con
HIll11 y plantas control (Figura 5.10 a). Ademas, se analizo la expresion relativa de dos genes
implicados en el metabolismo de estos polisacaridos: AtPME3, que codifica para una enzima
pectin metilesterasa, y AtPG1, que codifica para una poligalacturonasa putativa. Como resultado
de estos analisis, observamos una sobreexpresién de AtPME3 en las plantas inoculadas con
HII11 respecto a las plantas control (Figura 5.10 b). Mientras que para el caso del gen AtPG1, si
bien en promedio la expresion es menor en plantas inoculadas con HIll11, no se observaron

diferencias significativas respecto a las plantas control (Figura 5.10 c).
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Figura 5.10. Metabolismo de pectinas. (a) Contenido de acido galacturénico en pectinas totales a partir
de los RIAs aislados de hojas de A. thaliana previamente inoculadas con HIII11 y control. Se midi6 la
expresion relativa de los genes (b) AtPME3 y (c) AtPG1 relacionados con el metabolismo de pectinas. Las
barras representan la media £ SEM. El analisis estadistico se realizd mediante t-Test contra el control (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

5.4.7.4. Metabolismo de cadenas laterales.

En lo que respecta al metabolismo de cadenas laterales de pectinas, se determind el
contenido de azucares neutros sobre la fraccion de pectinas totales previamente aislada. Como
resultado, se observo un contenido significativamente mayor de azicares neutros en las pectinas
obtenidas de plantas previamente inoculadas con HIlI11 en comparacion con el control (Figura
5.11 a). A su vez, se evalud la expresion relativa de AtAra1 y A{BGal. Estos genes codifican para
proteinas arabinofuranosidasa y [(-galactosidasa, respectivamente, involucradas en la
degradacion de galactanos y arabinanos de la pared celular vegetal. Como resultado, la expresion
de ambos genes se encontrd disminuida de manera significativa en las plantas inoculadas con la

bacteria respecto a las plantas control (Figura 5.11 by c).
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Figura 5.11. Metabolismo de cadenas laterales. (a) Medida del contenido de aztcares neutros a partir de
los RIAs aislados de hojas de A. thaliana previamente inoculadas con HIll11 y control. Se midio la expresion
relativa de los genes (b) AtAra1 y (c) AtBGal relacionados con el metabolismo de cadenas laterales de la
pared celular vegetal. Las barras representan la media + SEM. El analisis estadistico se realizd6 mediante t-

Test contra el control (*p < 0,05; ***p < 0,001).

5.4.7.5. Metabolismo de hemicelulosas y celulosa.

Se llevé a cabo el aislamiento y cuantificacion de las fracciones de hemicelulosas y
celulosa, como asi también se analiz6 la expresion de genes vinculados con la modificacion de
estos polimeros en la pared celular.

El contenido de ambos polisacaridos fue significativamente mayor en plantas inoculadas
con HIlI11 en comparacion con las plantas control (Figura 5.12 a y b). Cuando evaluamos
mediante PCR en tiempo real la expresion relativa de los genes AtExp8 y AtExp5, los cuales
codifican para expansinas, se observé una menor expresion de ambos genes en las plantas
inoculadas con HIll11 respecto al control (Figura 5.12 ¢ y d). Sin embargo, solo para AtExp5 esta
diferencia fue estadisticamente significativa (Figura 5.12 d). Por otro lado, también se midio la
expresion relativa de los genes AtXL y AtXyl5, los cuales codifican para una enzima xilanasa y
una B-xilosidasa 5, respectivamente. Como resultado, la expresion de AtXL se encontro
disminuida en las plantas de A. thaliana tratadas con HIll11 (Figura 5.12 e), mientras que no se

observaron variaciones en la expresion de AtXy/5 entre ambos tratamientos (Figura 5.12 f).
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Figura 5.12. Metabolismo de hemicelulosas y celulosa. (a) Medida del contenido de hemicelulosas y (b)
celulosa a partir de los RIAs aislados de hojas de A. thaliana previamente inoculadas con HIll11 y control.
Se midio la expresion relativa de los genes (c) AtExp8, (d) AtExp5, (e) AtXL y (f) AtXyl5 relacionados con el
metabolismo de hemicelulosas y celulosa de la pared celular vegetal. Las barras representan la media +

SEM. El andlisis estadistico se realizd mediante t-Test contra el control (*p < 0,05; **p < 0,01).

5.5. DISCUSION

El género Bacillus comprende un numero importante de especies que han demostrado ser
efectivas en la promocion del crecimiento y desarrollo de la planta hospedadora, a la vez que le
proveen proteccion ante diferentes tipos de estreses, tanto bidticos como abidticos (Fira et al.,
2018; Karaci¢ et al., 2024; Pérez-Garcia et al., 2011; Tiwari et al., 2019). En el capitulo anterior,
tras sucesivas caracterizaciones, se seleccionaron 12 aislamientos bacterianos que reunian
cualidades importantes para el control biolégico y la promocién del crecimiento vegetal. La
secuenciacion del gen del ARNr 16S y posterior analisis filogenético, permitié determinar que los
12 aislamientos seleccionados pertenecen al género Bacillus (Figura 4.13). En base a los
resultados obtenidos, se seleccion6 al aislamiento HIII11 para continuar con el presente trabajo
de Tesis. Debido a que la identificacion mediante 76S no fue suficiente para dilucidar la especie
dentro del género Bacillus a la cual pertenece HIII11, se llevd a cabo la amplificacion y

secuenciacion de los genes recA y recN, los cuales fueron previamente identificados y utilizados
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por otros grupos de investigacion con este fin (Arguelles-Arias et al., 2009; Zeigler, 2003). De esta
manera, se determiné que HIll11 pertenece a la especie velezensis dentro del género Bacillus.
Esta especie esta estrechamente relacionada con B. subtilis y B. amyloliquefaciens, las cuales
han sido muy estudiadas en la promocién del crecimiento vegetal, asi como en el control biologico
de enfermedades en plantas. Actualmente, las bacterias pertenecientes a la subespecie B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum han sido denominadas como B. velezensis (Rabbee et al.,
2019). Dentro de dicha subespecie se han identificado bacterias asociadas a plantas y
tipicamente utilizadas como PGPBs o BCAs. Incluso, se han desarrollado productos que se
encuentran disponibles comercialmente como, por ejemplo, RhizoVital® (Alemania) basado en
B. amyloliquefaciens FZB42, ahora denominada B. velezensis FZB42 (Fan et al., 2018). Este
formulado es utilizado para controlar una amplia variedad de enfermedades asociadas al suelo.
Se conoce que esta cepa es capaz de estimular el crecimiento de la planta y producir diferentes
tipos de metabolitos secundarios biolégicamente activos que inhiben patégenos (Fan et al., 2018).
Esto ha sido reportado en frutilla (Sylla et al., 2013), lechuga (Chowdhury et al., 2013), trigo
(Talboys et al., 2014), y tomate (Elanchezhiyan et al., 2018), por ejemplo.

Dentro de la identificacion de microorganismos de interés agrondémico, el uso de A. thaliana
como organismo modelo nos permite evaluar y estudiar distintos mecanismos relacionados a la
interaccion planta-bacteria, permitiendo luego aplicar esos conocimientos a cultivos de
importancia agricola. Su pequefio tamafo y ciclo de vida corto, como asi también la disponibilidad
de su genoma secuenciado y la facilidad de su manipulacion genética, ha permitido el desarrollo
de importantes estudios. En el capitulo anterior se observo que la inoculacion con HIlI11 estimuld
el crecimiento de la roseta de plantulas y plantas adultas de Arabidopsis, como asi también el
desarrollo de raices laterales (Figura 4.8 y 4.10). A su vez, cuando se inocularon las plantas con
B. cinerea, aquellas que habian sido inoculadas con HIllI11 mostraron una menor area necrética
en comparacion con los demas aislamientos (Figura 4.14). Cuando esto se evalué nuevamente,
la respuesta de las plantas fue muy similar a la observada en ensayos anteriores sugiriendo un
efecto de B. velezensis HIll11 en el control biolégico de B. cinerea en Arabidopsis (Figura 5.2).
Sumado a esto, las plantas tratadas con la bacteria mostraron menor area necrotica respecto a
los controles cuando se inocularon con R. stolonifer (Figura 5.3), ampliando el especto de
biocontrol de HIlI11. De manera similar, integrantes de nuestro grupo de trabajo, utilizando como
modelo de estudio A. thaliana, reportaron que Burkholderia sp. AU4i (aislada originalmente de
arveja) era capaz de promover el crecimiento de plantulas, y a la vez, reducir lesiones provocadas
tanto por B. cinerea como por S. sclerotiorum en las hojas de Arabidopsis (Colavolpe et al., 2021).

A medida que avanza la infeccion por un patdgeno, la planta sufre una serie de cambios
fisiolégicos que pueden volverse visibles, como manchas o lesiones necroticas, deformidad de la
hoja, decoloracion (clorosis), deshidratacion, entre otros. Entre los diferentes marcadores de
estrés en los tejidos se encuentra la pérdida de electrolitos, la cual es producida por una

disminucion en la integridad de las membranas celulares (Bach-Pages & Preston, 2018). Por lo
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que la medida de la cantidad de electrolitos liberados ha sido utilizada como una forma de estimar
el dafio celular producido a causa de un estrés tanto abiético como bidtico, como lo es el ataque
por patogenos (Demidchik et al., 2014). Las hojas de A. thaliana provenientes de plantas
inoculadas con B. velezensis HIllI11 presentaron un mejor estado y aspecto general comparado
con las hojas de plantas control tras la infeccion con B. cinerea y R. stolonifer (Figura5.2 by 5.3
b), por lo cual se decidié analizar la pérdida de electrolitos en las mismas. Las hojas de plantas
control perdieron mas electrolitos que las hojas provenientes de plantas tratadas previamente
con HIlI11, tanto a las 48 como a las 72 horas posteriores a la inoculacion con B. cinerea (Figura
5.4). A su vez, el porcentaje de pérdida de electrolitos fue significativamente mayor respecto del
determinado en hojas no infectadas. Sin embargo, en el caso de hojas de plantas inoculadas
previamente con HIll11, el porcentaje de pérdida de electrolitos fue practicamente igual en las
hojas sin infectar e infectadas con B. cinerea a los tiempos evaluados (Figura 5.4), mostrando
que este marcador de estrés no aumenta durante la infeccion con B. cinerea cuando la planta ha
sido tratada previamente con HIllI11. En base a los resultados obtenidos, HIlI11 le conferiria una
proteccion a la planta durante la infeccion provocada por B. cinerea reduciendo la pérdida de la
integridad de las membranas provocada por la infeccion por dicho fitopatdégeno. En este sentido,
Govrin et al. (2006) observaron que el tratamiento con toxinas de B. cinerea en hojas de A.
thaliana provoca una respuesta hipersensible dada por la generacion de especies reactivas del
oxigeno, la reduccioén de la fotosintesis, un aumento en la pérdida de electrolitos y aparicion de
necrosis, indicando la muerte celular.

Como se menciond anteriormente, las PGPBs poseen propiedades que impactan en el
crecimiento y desarrollo de la planta, en su rendimiento, como asi también en la resistencia o
tolerancia a estreses. El uso de PGPBs con capacidad de ejercer control bioldgico de
enfermedades en plantas es una estrategia no toxica y segura con el medio ambiente, y puede
ser una alternativa al uso de agroquimicos (El-Saadony et al., 2022). Para ello, estas bacterias
dependen de su capacidad para colonizar y establecerse en la rizosfera u otros tejidos de la
planta hospedadora (Bonaterra et al., 2022; Lahlali et al., 2022). La mayoria de las bacterias que
se comportan como endofitos ingresan al interior de los tejidos a través de las raices, asi como
en las hojas a través de los estomas y de esta manera logran colonizar el espacio interno de los
organos. En el caso de los epifitos, su establecimiento dependera no sélo de su capacidad de
colonizar sino también de adaptarse a condiciones ambientales mas severas (exposicion UV,
fluctuaciones en la temperatura, baja disponibilidad de agua y nutrientes, entre otros) (Schlechter
et al., 2019). En este caso, HIlI11 fue aislada a partir de las hojas de plantas de frutilla como un
epifito. Se observo la colonizacién y el crecimiento de HIlI11 en plantulas de A. thaliana en un
periodo de tiempo corto, a las 120 h luego de la inoculacion (Figura 4.9 h). Sin embargo, cuando
se inocularon plantas adultas dicha bacteria no pudo ser reaislada a partir de las hojas, ni como
epifito ni como endofito, luego de 15 dias desde la inoculacion, pero pudo ser reaislada en estas

plantas a partir de la rizosfera. Este resultado podria sugerir que, dependiendo de las condiciones

105



ambientales y de la especie vegetal, HIlI11 podria colonizar la rizosfera y/o diferentes 6érganos de
la planta hospedadora. Por lo que es una posibilidad que pueda inicialmente encontrarse como
bacteria rizosférica y lograr posteriormente, colonizar y adaptarse a la fildsfera de las hojas en
plantas de frutilla. Considerando la caracterizacion realizada en el capitulo I, HIlI11 posee
importantes cualidades que son necesarias para poder llevar a cabo este proceso como, por
ejemplo, la capacidad de moverse o de producir biofiims. B. velezensis GF267, aislada junto con
otras bacterias a partir de la rizosfera de distintas especies vegetales, demostré capacidad de
inhibir la enfermedad causada por Xanthomonas perforans en plantas de tomate ya sea mediante
aplicacion de la bacteria en las hojas como en el suelo, indicando la capacidad de colonizar ambos
espacios y ejercer control biologico (Mates et al., 2019).

Como parte de los mecanismos indirectos de promocion del crecimiento vegetal que
pueden llevar a cabo las bacterias beneficiosas, se encuentra el aumento de la resistencia
mediante la induccion de la expresion de genes involucrados en las vias de sefalizacion de
defensa (seccion 2.2.7.1). Nguyen et al. (2020) reportaron que la inoculacion con B. sutilis PTA-
271 en plantas de A. thaliana reducia los sintomas provocados por la infeccion con B. cinerea y
demostraron la induccion de una respuesta sistémica mediante el aumento de la expresion
relativa de los genes AtPR1, AtPDF1.2 y AtPR4. Los autores informaron que, en ausencia del
patégeno, la expresion relativa de estos genes fue practicamente nula, algo que también se
observo en nuestros estudios donde no se detectaron transcriptos de AtPDF1.2 y AtPR1 alas 0
hpi (Figura 5.5 c y e). La activacion de mecanismos de defensa genera un gasto energético
importante para las plantas, por lo cual ante la ausencia de una amenaza o sefal de alarma no
seria necesario que estas respuestas se encuentren activas (Tiwari et al., 2022; van Hulten et al,,
2006), haciendo asi mas eficiente el uso de recursos. A las 6 hpi con B. cinerea se observo un
aumento en la expresion de los genes AtPAL1, AtPAL2, AtPDF1.2 y AtPAD3 en las plantas
inoculadas con B. velezensis HIll11 (Figura 5.5 a, b, ¢ y d, respectivamente) respecto al control,
mientras que a las 48 hpi se observé en las mismas una regulacion positiva del gen AtPR1 (Figura
5.5 e). En concordancia con estos resultados, se reportdé que AtPR1, AtPDF1.2 y AtPR4 se
encontraron regulados de manera positiva tras la infeccion con B. cinerea en plantas de
Arabidopsis inoculadas con B. subtilis PTA-217 respecto al control (Nguyen et al., 2020). De
manera similar, la inoculacion con B. proteolyticus OSUB18 en plantas de A. thaliana indujo la
sobreexpresion de los genes AtPR1 y AtPDF 1.2 tras la infeccion con B. cinerea o Pseudomonas
syringae Pst DC3000 (Yang et al., 2023). En lo que respecta a los genes PAL, se ha descripto una
familia de 4 en A. thaliana (PAL 1-4), de los cuales PAL 1y PALZ2 se consideran los mas importantes
en la regulacioén de la via de los fenilpropanoides (Huang et al., 2010). Esta via es responsable de
la sintesis de una amplia variedad de compuestos que desempefian funciones importantes en la
sefalizacion y respuestas de defensa en las plantas (seccion 2.2.7.2). Otros compuestos
secundarios, como las fitoalexinas, son producidos por las plantas en respuesta al ataque por

patégenos. Se ha reportado en Arabidopsis que la sobreexpresion de PAD3, gen que codifica
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proteinas implicadas en la biosintesis de estos compuestos, genera resistencia hacia B. cinerea
(Feng et al., 2015).

En linea con lo anteriormente mencionado, otros metabolitos secundarios implicados en la
defensa contra patdgenos necrotrofos incluye compuestos como los derivados de indoles
gluocosinolatos, fenilpropanoides, acidos grasos y flavonoides. Los compuestos fenodlicos y
polifenoles son ampliamente conocidos por sus propiedades antrimicrobianas y antioxidantes
(Ghozlan et al., 2020). Colavolpe et al. (2021) observaron que la PGPR Burkholderia sp. AU4i
induce la acumulacion tanto de antocianinas como de compuestos fendlicos en plantulas de
Arabidopsis. En el presente trabajo de Tesis, la inoculacion con B. velezensis HIll11 produjo mayor
acumulacion de antocianinas en plantas de A. thaliana sin infectar (0 h) y 6 hpi con B. cinerea
respecto a las plantas control (Figura 5.6 a). van Baarlen et al. (2007) reportaron estudios que
indicarian que las antocianinas podrian mantener quiescente a B. cinerea y retrasar su infeccion.
A su vez, también se observé un mayor contenido de compuestos fendlicos totales en dichas
plantas a las 6 hpi con el patogeno (Figura 5.6 b). Sin embargo, a las 48 hpi no se encontraron
diferencias en el contenido de estos compuestos entre plantas control y tratadas (Figura 5.6),
sugiriendo que la acumulacién de estos metabolitos secundarios se estaria dando como una
respuesta temprana al ataque por patogenos.

La deposicion de calosa es un posible mecanismo de defensa de la planta hacia el ataque
por patdégenos y se ha demostrado que es uno de los mas relevantes ante B. cinerea (Asselbergh
& Hofte, 2007). Por otra parte, se ha visto que este mecanismo puede ser inducido por algunas
PGPBs en plantas (Toral et al., 2020). En un trabajo previo del grupo, se reporté que la deposicién
de calosa es uno de los mecanismos necesarios para que dos cepas de Stenotrophomonas
beneficiosas protejan plantas de Arabidopsis contra la infeccion de B. cinerea. Estas cepas
inducen la deposicion de calosa en Arabidopsis, y no son capaces de proteger a la planta en
Arabidopsis mutantes (pmr4) incapaces de depositar calosa (Marina et al., 2019). En este caso, a
las 24 hpi con B. cinerea se observo deposicion de calosa en las plantas control, mientras que
esta respuesta se encuentrdo mas atenuada en las hojas de plantas inoculadas con HIll11 (Figura
5.7). Sin embargo, a las 48 hpi, se observd fluorescencia similar en ambos tratamientos,
principalmente rodeando la zona de infeccién (Figura 5.7). La deposicion de calosa es un
mecanismo que se expresa en respuesta al dafilo mecanico o tras la invasion de patdgenos en
las hojas de las plantas (Pacheco-Coeto et al., 2019). Si la inoculacion con HIll11 mejora las
condiciones del tejido de A. thaliana y esto influye en la respuesta de la misma hacia la infeccion
por fitopatdgenos, es posible que la planta no requiera activar una defensa que implique un costo
energeético, como lo es la deposicion de calosa. Dado que la calosa es una respuesta tipica de la
planta al ataque de patégenos para reforzar las paredes celulares y restringir la propagacion de
la infeccion, su menor acumulacién en las hojas tratadas con HIll11 a las 24 hpi podria indicar
que el dafo es menor en comparacion con el control (Figura 5.7). A su vez, esto sugeriria que

HIII11 promueve un estado fisiologico mas resistente o preparado de A. thaliana, posiblemente a
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través de la activacion de otros mecanismos, como la induccion de genes de defensa y la
acumulacion de metabolitos secundarios en los tejidos, haciendo que la misma responda de
manera mas eficiente a la infeccion por B. cinerea, como se observo en la Figura 5.2.

Como se menciond en la introduccion general (seccion 2.7), la pared celular vegetal no
sOlo constituye una barrera contra el ataque por patégenos, sino que ademas es una estructura
dinamica capaz de percibir estimulos bidticos y abiodticos y desencadenar diferentes vias de
sefalizacion (Swaminathan et al., 2022). Es asi que, estudiar modificaciones en el contenido de
los polisacaridos de las mismas, como asi también cambios en su metabolismo por accién de
bacterias beneficiosas resulta de gran interés. En este sentido, se realizé el aislamiento de las
paredes celulares de plantas de Arabidopsis inoculadas con B. velezensis HIlI11, comparandolas
con plantas control. Los resultados indican que las plantas inoculadas con HIll11 presentaron un
mayor contenido de pared celular en comparacion con el control, como se muestra en la Figura
5.8 a. Esto podria sugerir que la interaccion con la bacteria podria estar favoreciendo la sintesis
0 acumulacion de componentes estructurales de la pared celular. Ademas, se descartd que la
diferencia observada en el peso de los RIAs se debiera al contenido de almidon presente en las
hojas, ya que este se extrae junto con las paredes celulares (Figura 5.8 b).

Los patdgenos, durante el proceso de infeccion, pueden sintetizar diversas enzimas que
degradan los distintos componentes de la pared celular vegetal permitiéndoles acceder a la
misma. El menor crecimiento de B. cinerea y R. stolonifer en los RIAs aislados de plantas
previamente inoculadas con HIII11 nos sugiere que dichas paredes celulares presentarian una
mayor integridad si son comparadas con las paredes celulares de plantas sin inocular (control) vy,
por lo tanto, serian menos accesibles para los mismos (Figura 5.9). Esto también fue observado
en paredes celulares aisladas de plantas de A. thaliana inoculadas con bacterias oxalotroficas del
género Stenotrophomonas, en las cuales se vio reducido significativamente el crecimiento de B.
cinerea y S. sclerotium (Marina et al., 2019). Ademas de constituir una barrera fisica, la pared
celular es un reservorio de compuestos antimicrobianos (Molina et al., 2021). Una mayor
acumulacion de estos compuestos en las paredes celulares de plantas inoculadas con B.
velezensis HIlI11 podria también explicar el menor crecimiento in vitro de los fitopatdogenos en las
mismas, en caso de que dichas moléculas permanecieran en las paredes celulares durante el
proceso de extraccion etandlica.

Debido a su naturaleza dinamica, la pared celular vegetal es capaz de cambiar su
arquitectura y composicion en respuesta a estreses bidticos y abidticos (Molina et al., 2024).
Ademas, se cree que las PGPBs pueden inducir modificaciones en la pared celular de la planta
hospedadora conduciendo al refuerzo de la misma. Recientemente Planchon et al. (2020)
determinaron que B. subtilis ATCC 6633, una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal,
inducia un refuerzo de la pared celular en el tallo de plantas de lino. En el presente trabajo de
Tesis, se evidencio cierta influencia de B. velezensis HIlI11 en el metabolismo de la pared celular

de A. thaliana. La cuantificacion del AG en pectinas totales no arrojé diferencias entre plantas
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tratadas y plantas control (Figura 5.10 a), mientras que, si hubo cambios en la expresion relativa
de genes relacionados con el metabolismo de pectinas, destacandose el incremento en la
expresion de AtPME3 (Figura 5.10 b) cuando las plantas fueron inoculadas con HIlI11 respecto
al control, sin modificaciones estadisticamente significativas en la expresion de AtPG1 (Figura
5.10 c¢). Como se menciond previamente, la actividad pectin metilesterasa puede resultar en dos
tipos de efectos para la pared celular: por un lado, la demetilacion puede cambiar el pH y la carga
en la pared lo que permite la interaccion de poliurénidos a través de puentes de calcio dando
lugar al refuerzo de la misma. Por el otro, la demetilacion torna mas susceptibles a los polimeros
pécticos a la degradacion por poligalacturonasas. Dado que la expresion de AtPG71 no se vio
modificada, la regulacion positiva de AtPMES3 por B. velezensis HIlI11 resulta interesante, ya que
la misma podria relacionarse con un refuerzo de las uniones de los poliurénidos. Resultados
similares fueron obtenidos por Colavolpe et al. (2021), donde la inoculacion con Burkholderia sp.
AU4i en plantas de A. thaliana indujo un aumento de la expresion de AtPME3, mientras que no
observaron ningun efecto sobre la abundancia de ARNm de A{PG1.

En lo que respecta al metabolismo de cadenas laterales, los resultados obtenidos indicarian
que la inoculacion con B. velezensis HIll11 altera este proceso, ya que se observé un incremento
significativo en la cantidad de azucares neutros en las plantas inoculadas con la bacteria respecto
al control (Figura 5.11 a). Ademas, de manera interesante, la expresion de AtAral y AtBGal se
encontré disminuida en las plantas inoculadas (Figura 5.11 b y c¢) sugiriendo una menor
degradacion de los principales constituyentes de estas cadenas.

Por ultimo, las fracciones de hemicelulosas y celulosa fueron mayores en las paredes
celulares aisladas de plantas de Arabidopsis inoculadas con HIlI11 (Figura 5.12 a y b), sugiriendo
un efecto de la bacteria en el metabolismo de estos componentes de la pared celular. Marina et
al. (2019) observaron que la expresion de genes relacionados con el metabolismo de
hemicelulosas (AtXL1, AtExpb5, AtExp8, AtXyl5) se encontraba disminuida en plantas de
Arabidopsis inoculadas con Stenotrophomonas sp. OxB, sugiriendo que la degradacion de la
pared celular de A. thaliana podria estar siendo atenuada por la interaccion con esta cepa. En
este contexto, la expresion relativa de AtExp5 y AtXL se encontré disminuida en plantas
inoculadas con HIII11 (Figura 5.12 d y e) y, si bien la expresion de AtExp8 no mostré diferencias
estadisticas, esta fue menor en las plantas tratadas en comparacion con el control (Figura 5.12
a), reforzando la idea de que B. velezensis HIlI11 podria estar modulando de manera negativa los

mecanismos responsables de la degradacion de hemicelulosas.
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5.6. CONCLUSIONES

El aislamiento bacteriano identificado como Bacillus velezensis HIll11 demostro ser
efectivo en la mejora de la resistencia de plantas de A. thaliana Col-0 ante la infeccion
por fitopatdgenos necrotrofos, presentando una menor area necrética, una menor
pérdida de electrolitos, la sobreexpresion de genes relacionados con respuestas de
defensa y una mayor acumulacién en sus tejidos de antocianinas y compuestos fendlicos.
B. velezensis HIlI11 es capaz de modular el metabolismo de la pared celular de A. thaliana
regulando de manera positiva el gen AtPME3, relacionado con el refuerzo de la pared
celular, y regulando de manera negativa los genes AtAral, AtBGal, AtExp5 y AtXL,
relacionados con el desensamblaje de la misma. Ademas, el menor crecimiento in vitro
de B. cinerea y R. stolonifer en dichas paredes, sumado a las modificaciones en el
contenido de cadenas laterales y de hemicelulosas, sugiere que B. velezensis seria capaz

de modificar la estructura de la pared celular en A. thaliana.
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6. CAPITULO IlI: Efecto de la inoculacion de plantas de frutilla con Bacillus velezensis
HIll11 en los atributos de calidad y el metabolismo de la pared celular primaria de frutos

cosechados en estadio apto para consumo.

6.1. INTRODUCCION

El fruto de frutilla es muy apreciado a nivel global por sus propiedades organolépticas, pero
también por su aporte nutricional (seccion 2.8.3). La calidad de estos frutos estd determinada
fundamentalmente por el tamario, color, textura, aroma y equilibrio entre el contenido de azucares
y acidez, asi como por el nivel de metabolitos secundarios con propiedades funcionales (Basu et
al., 2014; Schwieterman et al., 2014).

Estudios recientes han evidenciado el efecto positivo de la inoculacién con PGPBs en la
produccion, fisiologia, crecimiento y calidad de la frutilla, sugiriendo el potencial de esta practica
como una alternativa al uso de fertilizantes y plaguicidas de sintesis quimica (Badar et al., 2022;
Mateos-Naranjo et al., 2025; Sretenovi¢ et al., 2024; Valle-Romero et al., 2023). Dentro del género
Bacillus, se reportd que la aplicacion de distintas cepas mejoro el rendimiento de las plantas,
aumentando el numero de frutos, el contenido de vitamina C (Erturk et al., 2012; Esitken et al.,
2010), y solidos solubles totales en los mismos, como asi también se evidencié un mayor
contenido de compuestos fendlicos en las hojas (Morais et al., 2019) y frutos (Rahman et al., 2018)
de plantas tratadas con las bacterias respecto a los controles, mostrando, a su vez, un incremento
significativo de la actividad antioxidante en ambos 6rganos. Ademas, este género bacteriano ha
demostrado ser eficiente en la inhibicion o reducciéon de enfermedades causadas por
fitopatdogenos en el cultivo de frutilla. Abd-El-Kareem et al. (2022) reportaron que una cepa de B.
brevis fue capaz de reducir las enfermedades causadas por Fusarium solani, Rhizoctonia solani
y Macrophomina phaseolina en un 74, 76 y 79%, respectivamente. Asimismo, distintas cepas de
la especie B. safensis lograron controlar a los fitopatdgenos Botrytis cinerea (Hassan et al., 2021)
y Colletotrichum fragariae (Li et al., 2021) en la postcosecha de frutilla.

Durante el desarrollo de esta Tesis, se evaluaron posibles mecanismos de accion mediante
los cuales B. velezensis HIlI11 podria promover el crecimiento o ejercer control biolégico de
patégenos fungicos. En el capitulo Il se realizaron evaluaciones utilizando el organismo modelo
Arabidopsis thaliana Col-0 obteniendo resultados interesantes respecto a respuestas de defensa
activadas en las plantas, como asi también modificaciones en la pared celular de las mismas.
Como se menciond anteriormente, la pared celular primaria es una estructura dinamica y
compleja que actua como una barrera semipermeable para restringir y proteger fisicamente a la
célula (Srivastava et al., 2017). En el caso de los frutos carnosos, a medida que avanza la
maduracion, la pared celular comienza a desensamblarse vy, junto con la disolucion de la lamina
media, conduce al ablandamiento de los mismos aumentando la susceptibilidad al dafio mecanico

y al ataque por patégenos. Las modificaciones en la pared celular ocurren a través de un sistema
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sincronizado de sefales y enzimas que actuan sobre los distintos componentes de estas
estructuras ( Daglio et al., 2024; Posé et al., 2018; Vicente et al., 2007). En frutilla, se han reportado
numerosos estudios sobre los cambios producidos en el metabolismo de la pared celular como
resultado de la aplicacion de diferentes tratamientos postcosecha fisicos y quimicos (Langer et
al., 2018, 2019, 2022; Ortiz Araque et al., 2019; Priyadarshi et al., 2024). En estos trabajos, se
informa tanto sobre las modificaciones en el contenido de los distintos polimeros que constituyen
la pared celular primaria de frutilla, como cambios en los niveles de expresion y en la actividad
de enzimas que actuan sobre las diferentes fracciones pécticas y hemiceluldsicas luego de
aplicacion de tratamientos térmicos, luz visible y UV, atmdsferas controladas, reguladores del
crecimiento vegetal, entre otros.

Respecto al efecto de estimulos bidticos, de acuerdo a nuestro conocimiento, no hay reportes
sobre la influencia de la aplicacién de PGPBs en el metabolismo de la pared celular de frutilla. De
esta manera, en el presente capitulo se propuso estudiar la inoculacion precosecha de plantas
de frutillas del cultivar ‘San Andreas’ con Bacillus velezensis HII11 y determinar su efecto en el
fruto en lo que respecta a los principales parametros de calidad y posibles modificaciones en la
pared celular del mismo. A su vez, se decidio evaluar la aplicacion de extractos libres de células
de esta bacteria como un posible tratamiento postcosecha de frutilla para el control de la

enfermedad producida por el fitopatégeno Botrytis cinerea.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

6.2.1. Caracterizar el efecto de la inoculacion precosecha con el aislamiento seleccionado
HII11 en los principales parametros de calidad de frutillas maduras.

6.2.2. Estudiar la influencia de la inoculacion en la composicion de la pared celular de frutilla,
su integridad y la respuesta transcripcional de genes de pared.

6.2.3. Evaluar la aplicaciéon de los extractos libres de células como estrategia de

preservacion de la calidad postcosecha de frutilla.

6.3. MATERIALES Y METODOS

6.3.1. Plantas de frutilla y condiciones de cultivo.

Se utilizaron 50 plantines de frutilla (Fragaria x ananassa, Duch.) variedad ‘San Andreas’,
los cuales se plantaron en macetas de 10 litros conteniendo tierra y arena en proporcion 1:1. Las
mismas se colocaron en invernaculo y el riego se realizd manualmente con agua de lluvia. Al
momento de iniciar las inoculaciones, las plantas se dividieron al azar en dos grupos
identificandose 25 plantas como tratadas con HIII11 y 25 como plantas control (tratadas con

MgCl2 10 mM, pH 7,0 estéril).
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6.3.2. Inoculacion de plantas de frutilla y recoleccion de material para estudio.

Las plantas tratadas con HIlI11 se inocularon con una solucion de bacteria en MgCl. 10
mM estéril a una concentracion final de 1 x 102 UFC ml!, mientras que las plantas utilizadas como
controles se trataron sélo con MgClz 10 mM pH 7,0 estéril. La inoculacion se realizé mediante
riego (10 ml) en la base de cada planta y rociado (o asperjado) de las hojas con la solucion
correspondiente. El proceso de inoculacion se repitio cada 10 dias, realizandose 10 inoculaciones
en total. Finalizado el ensayo, y durante los 7 dias posteriores a la ultima inoculacion, se
cosecharon 52 frutos de plantas controles y tratadas en estadio de madurez apto para consumo
(75 — 85% coloracion superficial roja). Tanto los frutos de plantas inoculadas como los controles
se dividieron de forma aleatoria en tres grupos, se cuartearon, se congelaron en N: liquido y se
almacenaron a -20 °C para posteriores analisis.

Para el caso de los ensayos con hojas de frutilla, se utilizaron 15 plantas control y 15 plantas
tratadas cortandose una hoja trifoliada de cada planta luego de 24 h de la ultima inoculacién. Los
45 foliolos de plantas tratadas y los 45 de plantas control se dividieron aleatoriamente en 3 grupos
para los siguientes ensayos: infeccion con B. cinerea, infeccion con R. stolonifer y control, y
determinaciones bioquimicas (ensayos de integridad de pared y determinacion de compuestos

fenolicos).

6.3.3. Determinacion de atributos de calidad de los frutos.

6.3.3.1. pH y acidez titulable.

Para ambas medidas, se utilizaron 1,2 g de frutos congelados molidos en Nz. El tejido
pulverizado se resuspendio en 12 ml de H20 bidestilada. Las muestras se agitaron por vortex y
se centrifugaron a 7000 x g durante 5 min a 4 °C. Se tom¢ el sobrenadante y se midio el pH de
las muestras utilizando un pHmetro (OAKTON pH-700) previamente calibrado.

Para determinar la acidez titulable se realizaron titulaciones de las muestras con NaOH 0,1
N hasta alcanzar un pH de 8,1 (AOAC, 1990), y la misma se expresd como porcentaje de acidez
titulable (% AT) que corresponde a g de acido citrico cada 100 g de fruto. Se analizaron tres
réplicas bioldgicas por condicion, cada una de las cuales estaba constituida por un conjunto de

frutos y cada muestra se tituld por duplicado.

6.3.3.2. Sélidos solubles totales.

Para la determinacion de los sélidos solubles totales (SST) se partié de aproximadamente

3 g de fruto. Los mismos se maceraron con ayuda de mortero y pilén hasta obtener un jugo. Una
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alicuota del extracto se paso a tubo nuevo y se centrifugé a 13200 x g durante 5 minutos. A partir
de 100 pl de cada muestra se midio el contenido de SST como °Brix utilizando un refractémetro
de mesada (MA871, Milwaukee Instruments). Se utilizaron 3 réplicas biolégicas por tratamiento,
cada una de las cuales esta constituida por un conjunto de frutos y las mediciones se realizaron

por duplicado.

6.3.3.3. Azucares totales.

A partir de frutos pulverizados en Nzp, se pesaron 0,13 g de los mismos y se
homogeneizaron en 1,8 ml de etanol 100% (v/v). El homogenato se centrifugo a 9000 x g durante
10 min a 4 °C. Una alicuota del sobrenadante (300 pl) se paso a tubo nuevo. A partir de esta
alicuota se realiz6 una dilucion 1/50 para llevar a cabo la cuantificacion. La mezcla de reaccion
consistié en 50 pl de cada extracto diluido con 500 pl de antrona 0,2% (p/v) en H2SO4 72% (V/v),
la cual se agité suavemente por vortex y se incubod durante 12 min a 100 °C. Las muestras se
llevaron luego a un bafo de agua y hielo, y el contenido de azucares totales se midio
espectrofotométricamente a una A = 625 nm. Se construyd una curva estandar usando distintos
volumenes de glucosa 0,04% (p/v) como patron y los resultados se expresaron como gramos de
glucosa por kilogramo de fruto. Se utilizaron 3 réplicas biolégicas por tratamiento, cada una de

las cuales esta constituida por un conjunto de frutos y se realizaron dos ensayos independientes.

6.3.3.4. Contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides.

La medida de antocianinas y compuestos fenolicos se realizé tal como se describié en la
seccion 5.3.8 y 5.3.9, respectivamente. Para realizar la medida de flavonoides, se utilizaron
aproximadamente 0,25 g de frutos previamente pulverizados con pilén y mortero en Nz. El tejido
se homogeneizo en 1,5 ml de etanol 80% (v/v). Las muestras se centrifugaron a 5000 x g durante
10 min a 4 °C y se pasaron los sobrenadantes a tubos nuevos. Se mezclaron 100 pl de cada
extracto con 400 pl de H20q4 y 50 pl de NaNO2 5% (p/v). Tras una incubacion de 5 min a
temperatura ambiente, se adicionaron 50 pl de AICIs al 10% (p/v) a cada muestra y se incubaron
nuevamente durante 5 — 7 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 100 pl de
NaOH 1 My 300 pl de H204. El contenido de flavonoides se midié por espectrofotometria a A =
450 nm. La curva estandar se construyd con una solucién de Quercetina 0,45 mg ml-" en etanol
80% (v/v), y el contenido de flavonoides se indico en miligramos por kilogramo de fruto. La medida
de los tres compuestos se realizo utilizando 3 réplicas bioldgicas para cada tratamiento, cada una

constituida por un conjunto de frutos y se realizaron dos mediciones independientes.
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6.3.4. Estudio del metabolismo de la pared celular de frutos de frutilla.

6.3.4.1. Aislamiento y cuantificacion de RIAs.

Para la obtencion de las paredes celulares como residuos insolubles en alcohol (RIAs) se
utilizaron 5 g de fruto congelado, los cuales se pulverizaron con pilon y mortero en Nzy. La
metodologia utilizada para la extraccion de RlIAs se detall6 en la seccion 5.3.11.1. Se utilizaron 3
réplicas biolégicas por tratamiento, cada una de las cuales estaba constituida por un conjunto de

frutos.

6.3.4.2. Hidratacion in vitro de las paredes celulares aisladas.

Para evaluar la hidratacién de las paredes celulares, se pesaron exactamente 10,0 mg de
RIAs de cada muestra en tubos de 2 ml, se agregaron 2 ml de H20 bidestilada estéril y se
resuspendié mezclando por inversion y vortex. Los tubos se colocaron en gradillas en posicion
horizontal y se agitaron durante 24 h a 22 °C. Posteriormente, se los coloc6 durante 4 horas a
temperatura ambiente en forma vertical para favorecer la decantacion de las paredes celulares.
La altura de los RIAs hidratados se registrd con una regla milimétrica. Se utilizaron 3 réplicas

biolégicas por tratamiento, y se realizaron dos ensayos independientes.

6.3.4.3. Crecimiento in vitro de B. cinerea y R. stolonifer en las paredes celulares

aisladas de frutos.

El crecimiento in vitro de ambos fitopatdgenos en las paredes celulares obtenidas a partir
de frutos de frutilla se evalu6 tal como se detalld en la seccién 5.3.11.4. La concentracion de
RIAs de frutilla 6ptima para este tipo de ensayos (0,2 mg de RIAs por ml de agar-agua 0,8% (p/v))
fue determinada previamente por el grupo de trabajo (Villarreal et al., 2016). El crecimiento de B.
cinerea se evaluo a las 24, 48, 72, 96 y 120 h, mientras que en el caso de R. stolonifer, se tomaron

valores a las 24 y 48 h.

6.3.4.4. Cuantificacion de los componentes de la pared celular.

6.3.4.4.1. Extraccion de pectinas totales. Determinacion del contenido de acido

galacturénico y azucares neutros.

La extraccion de pectinas totales y posterior determinacion del contenido de acido
galacturdnico y azucares neutros se realizd tal como se describe en la seccién 5.3.11.5.1 del

capitulo Il
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6.3.4.4.2. Contenido de las fracciones de pectinas, hemicelulosas y celulosa.

Veinticinco miligramos de RIAs se resuspendieron en 25 ml de H20q para solubilizar las
pectinas de interacciones mas débiles (pectinas solubles en agua o PSA). La mezcla se agitd
durante 14 h a 20 °C, luego se filtro al vacio y el sélido resultante se lavo tres veces con 5 ml de
H204. Se registro el volumen de los filtrados obtenidos, los cuales se nombraron como PSA. El
residuo solido se resuspendio en una solucion de un agente quelante para solubilizar las pectinas
de interacciones iénicas (pectinas solubles en acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o PSE),
para lo cual se utilizaron 12,5 ml de acetato de sodio (NaAc) 0,05 M conteniendo EDTA 0,04 M,
pH 4,5y se agit6 durante 4 h a 20 °C. El homogenato se filtro al vacio y el sélido se lavo tres veces
con 2,5 ml de la misma solucion. Se registré el volumen de los filtrados y se nombraron como
PSE. El residuo sélido se resuspendio en 12,5 ml de HCI 0,05 M y se hidrolizé a 100 °C por 1 h
con agitacion periodica, para liberar las pectinas de unién covalente (pectinas solubles en HCI o
PSH). Las muestras se enfriaron y filtraron al vacio, y el residuo se lavo tres veces con HCI 0,05
M. Se registré el volumen de los filtrados y se nombraron como PSH.

El contenido de acido galacturonico de cada fraccion se determiné a través del método del
3-fenilfenol de acuerdo a Blumenkrantz & Asboe-Hansen (1973) de igual manera a lo descripto
previamente para pectinas totales (seccion 5.3.11.5.1). La curva de calibracion se construyé
utilizando diferentes volumenes de AG 1 mM, pH 5,5. Los resultados se expresaron como gramos
de glucosa por kilogramo de RIAs.

Para la extraccion de hemicelulosas y celulosa, el residuo solido resultante de la extraccion
de las fracciones pécticas se mezcloé con 25 ml de NaOH 4 M y se agité durante 8 h a 20 °C. El
resto de la extraccion y cuantificacion de las fracciones se realizé de igual manera que para las

hojas de A. thaliana, detallado en la seccion 5.3.11.5.2.

6.3.4.5. Evaluacion de la transcripcion de genes implicados en el metabolismo de la

pared celular mediante PCR en tiempo real.

6.3.4.5.1. Extraccion de ARN total de frutilla.

Los frutos de frutilla poseen un alto contenido de compuestos fendlicos y pectinas, lo cual
dificulta la extraccion de ARN total, requiriendo de un método mas complejo para su obtencion.
De esta manera, se utilizo un protocolo modificado de la técnica del 2-butoxietanol (2-BE)
(Manning, 1991) puesto a punto previamente en el Laboratorio (Villarreal et al., 2016). Tanto para
las muestras control como tratadas (inoculadas con HIlI11), la extraccion de ARN total se realizd
por quintuplicado. Para ello, 5 g de tejido se pulverizaron con piléon y mortero en presencia de

Nzq). Se tomaron 0,2 g de tejido y se homogeneizaron en tubos para microcentrifuga de 2 ml con
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900 ul de buffer de extraccion (Tris 0,2 M, EDTA 0,01 M, pH 7,6 ajustado con H3BOs) preparado
en agua mili Q, 45 pl de SDS (dodecilsulfato sddico) 10% (p/v) y 18 pl de B-mercaptoetanol.
Posteriormente, se procedié a la homogeneizacion del macerado por inversion y vortex y, con el
fin de separar acidos nucleicos totales de proteinas, se afadié inmediatamente 1 volumen de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (relacion 25:24:1) agitando vigorosamente hasta que la
mezcla obtuvo un aspecto lechoso. Se incubd durante 5 min a temperatura ambiente y se
centrifugoé durante 20 min a 10000 x g a temperatura ambiente. Posteriormente, se afadieron 0,4
volumenes (400 pyl) de 2-BE a 4 °C y se mezcld por inversion y vortex. Se incub6 durante 30 min
a 0 °C, para permitir la precipitacion de pectinas y se centrifugdé durante 20 min a 10000 x g a 4
°C. Se tom¢ el sobrenadante y se le agregaron 0,6 volumenes de 2-BE, se mezclé por inversion
y vortex y se incubo durante 1 h a 0 °C. En este paso, el 2-BE quedd en proporcion 1:1 lo que
permitid que precipiten acidos nucleicos totales. Se centrifugdé a 10000 x g durante 25 min a 4
°C, se descarto6 el sobrenadante con micropipeta y se dejo secar el pellet en estufa a 37 °C por 5
min. El pellet se resuspendio en 972 ul de agua mili Q estéril y se agregaron 28,4 yl de NaAc 3
M, pH 5,2 mas 400 pl de 2-BE y se mezcld por inversion y vortex. Aqui se continuaron eliminando
pectinas que pueden no haberse descartado en los pasos anteriores. Se incubd en hielo durante
30 min y se centrifugd a 10000 x g a 4 °C durante 25 min. Se tomaron las dos fases liquidas y se
les anadieron 600 pl de 2-BE, quedando nuevamente el 2-BE en proporcion 1:1 y precipitando,
por lo tanto, los acidos nucleicos. Se incubd a 0 °C durante 1 h y a continuacion, se centrifugé a
10000 x g durante 25 min a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se realizé un lavado con 900 pl
de etanol 70% (v/v). Se centrifugd a 16000 x g a 4 °C durante 5 min, se eliminé el sobrenadante
y se realizd un segundo lavado con 700 pl de etanol 100% (v/v). Se centrifugé 10 min a 10000 x
g a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y el pellet se seco a 37 °C durante 5 min. Para lograr la
precipitacion selectiva del ARN frente a acidos nucleicos totales, el pellet remanente se
resuspendié en 500 ul de agua mili Q permitiendo hidratar durante 15 min en hielo. Luego se
afadieron 165 pl de LiCl 12 M homogeneizando mediante pipeteo. Las muestras se incubaron
durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se centrifugé durante 30 min a 10000 x g a 4 °C,
se descarto el sobrenadante y se realiz6 un lavado con 750 pl de etanol 70% (v/v). Nuevamente,
se centrifugd durante 10 min a 10000 x g a 4 °C, se descarto el sobrenadante y se procedio a un
segundo lavado, pero esta vez con etanol 100% (v/v). Se centrifugé 10 min a 10000 x ga 4 °Cy
se descarto el sobrenadante. El pellet se secd a 37 °C durante 5 min y finalmente, el ARN total
obtenido se resuspendié en 25 ul de agua mili Q y las muestras se almacenaron a -80 °C hasta

su utilizacion.
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6.3.4.5.2. Cuantificacion y verificacion de la integridad del ARN total.

La cuantificacion y verificacion de la integridad del ARN total extraido se realizd de igual
manera que para el ARN total extraido de A. thaliana detallado en la seccion 5.3.6.1. de

materiales y métodos del capitulo Il

6.3.4.5.3. Sintesis de ADNc y PCR control.

La sintesis de ADNc y el control de la efectividad en la sintesis a través de PCR a tiempo
final, se realizd tal como se detalla en la seccion 5.3.6.2. y 5.3.6.3. para Arabidopsis, con la
diferencia de que, en este caso, se utilizaron cebadores especificos para un gen de referencia
que codifica para una Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de frutilla (FaGaPDH1, Tabla 6.1).
La separacion por electroforesis y visualizacion de los productos de amplificacion se realizé6 como

se detalla en el capitulo Il (seccion 5.3.6.3.).

6.3.4.5.4. Analisis de la expresion relativa mediante PCR en Tiempo Real.

Previamente al presente trabajo de Tesis, en el Laboratorio se contaba con el valor de
eficiencia de amplificacion para cada par de oligonucledtidos utilizados y cuyas secuencias se
detallan en la Tabla 6.1) (Langer et al., 2018; Villarreal et al., 2016).

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo tal como se detalld en la seccion
5.3.6.4. Los niveles de expresion relativa correspondieron al promedio de cinco extracciones
independientes de ARN total para cada condicion, los cuales se calcularon conforme al método
descripto por Pfaffl (2001), normalizando con el gen de referencia FaGaPDH1y se expresaron en

unidades arbitrarias + SEM.
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Tabla 6.1. Secuencias de oligonucleétidos (Fw (‘forward’) o cebador directo; Rv (‘reverse’) o cebador

reverso) utilizados en la evaluacion de expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo de la

pared celular en frutilla. Se indica, ademas, el nUmero de acceso de GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov)

y la descripcién de cada gen.

Gen

Secuencia de oligonucleétidos (5' - 3')

N° acceso

Descripcion gen

FaGaPDH1

FaPME1

FaPG1

FaPLB

FaPLC

FaArat

FaBGal1

FaBGal4

FaExp2

FaExp5

FaXTH1

FaXTH2

FaXyl1

Fw: TCCATCACTGCCACCCAGAAGACTG
Rv: AGCAGGCAGAACCTTTCCGACAG
Fw: CAAGTGCACCCAACTTCTGA
Rv: CTGAGCTACCACAACGTCCA
Fw : AATGTGAGATTCGACAGAGTG
Rv: GTGGAAATTTTTGCTGTTAAGTG
Fw: ATTACTGCTGGTGCTGGTG
Rv: ACTGCAAACTCACCAATAA

Fw: GCGAAAGAGGTGACACATAGA
Rv: CCTAGAATAGCTTCTGGAACTTG

Fw:CCGATTCCACCCTCTTCAGTCC
Rv: AATGGGTCGCCCGGATGCCTG
Fw: GCAGCTAATGATTCTGAGTCTC
Rv: TCCAGACTCTCCCACAATCATC
Fw : CATGGAATTATGGAGACTCAGAC
Rv:GCTCCACAGCTTATGAACTAC
Fw: AGCTAGCTCTCACTTTCTTTCTC
Rv: ATCACCACCTCCATCGAAAGTG
Fw:TCTCGCCCAGCCCGTCTTCCAGCAT
Rv: TGGGTTGCCAATTAGTTCTT
Fw: ACTCTGCTCTTGAGCATAGTGC
Rv: GAGCTGAATCTCATTGCCACC
Fw:AGCTTTCTTTTGGGTTCTCTCTC
Rv: CCTTAACAACCAAAGCAGATGGT

Fw: TGCTACCAGAGATCGACGTG
Rv:CAACACCGGCATAGTTTCCT

AB363963.1

AY324809

DQ458990

AF339024

U63550

EF635628

AJ278703

KR189030

AF159563

AF226702

GQ367550

GQ367551

EU736110

Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

Pectin metilesterasa 1

Poligalacturonasa

Pectato liasa B

Pectato liasa C

a-L-arabinofuranosidasa

B-Galactosidasa 1

B-Galactosidasa 4

Expansina 2

Expansina 5

Xiloglucano
endotransglicosilasa/hidrolasa 1

Xiloglucano
endotransglicosilasa/hidrolasa 2

B-Xilosidasa

6.3.5. Infeccion de hojas de frutilla con B. cinerea.

Veinticuatro horas después de la ultima inoculacion con HIll11 se cortaron hojas de

distintas plantas de frutilla. Las mismas se colocaron en placas de Petri con agar-agua al 0,8%

(p/v) y posteriormente, se infectaron con dos gotas de 5 ul de una suspension de esporas de B.

cinerea (1 x 10° esporas ml') a cada lado de la nervadura central del foliolo. Las placas se

colocaron en el cuarto de plantas con condiciones controladas (22 °C, 10 h luz — 14 h oscuridad)

y se tomaron fotografias de las hojas a las 72, 96 y 120 horas post-inoculacion con el fitopatégeno.

Las areas necroticas se midieron utilizando el programa ImageJ 1.52a (NIH, USA). Se evaluaron

15 foliolos por tratamiento, divididas al azar en 5 placas.
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6.3.6. Contenido de compuestos fenodlicos en hojas de frutilla.

Para realizar la extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos en hojas de frutilla, se

aplico la metodologia detallada anteriormente (seccion 5.3.9).

6.3.7. Estudio de la pared celular de hojas de frutilla.

6.3.7.1. Aislamiento y cuantificacion de paredes celulares.

El aislamiento de las paredes celulares a partir de hojas de frutillas se realizé de la misma
manera que se menciono anteriormente (seccion 5.3.11.1). Se partio de 1 g de tejido pulverizado
en Nogy se utilizaron 3 réplicas bioldgicas para cada tratamiento (control e inoculado con HIII11).
Cada réplica bioldgica consistia en un conjunto de hojas provenientes de 15 plantas distintas (5
plantas diferentes por réplica seleccionadas al azar). Una vez obtenidos los RIAs, estos se
pesaron y se registraron los valores.

A los RIAs obtenidos se le extrajo el almidon tal como se realizo para las paredes celulares
obtenidas de A. thaliana (seccién 5.3.11.2), y luego se procedio a la recuperacion de los RIAs

sin almidon (seccion 5.3.11.3) para su utilizacion en posteriores

6.3.7.2. Crecimiento in vitro de B. cinerea en las paredes celulares aisladas de hojas.

El crecimiento in vitro del fitopatégeno B. cinerea en las paredes celulares sin almidon
aisladas a partir de las hojas de plantas de frutilla se realizd como se explicé en la seccion
5.3.11.4, con leves modificaciones. La concentracion de RIAs utilizada fue previamente puesta a
punto por el grupo de trabajo (Nadler et al., 2024), y corresponde a 0,75 mg RIA ml"' de agar-
agua 0,8% (p/v). El area de crecimiento del micelio de B. cinerea se midio a las 24, 48 y 72 horas

de incubacion utilizando el programa ImageJ 1.52a (NIH, USA).

6.3.8. Preparacion de extractos libres de células de HIll11. Evaluacién de la inhibicién

in vitro de fitopatégenos flingicos utilizando los extractos libres de células.

Para la obtencién de los extractos libres de células de HIlI11, la bacteria se crecio durante
72 h en medio LB liquido a 28 °C y posteriormente, se centrifugé a 15000 x g durante 20 min. El
sobrenadante se filtré utilizando un filtro para jeringa de 0,2 ym de poro (Minisart, Sartorius) en
tubo conico estéril. El sobrenadante libre de células se mezclé con medio APG en distintas
proporciones (5, 15, 25 y 50%) para el armado de las placas de Petri correspondientes. Las
mismas, se inocularon con un disco (3 mm?) de micelio de B. cinerea y de R. stolonifer y se

colocaron a 25 °C para evaluar si el crecimiento de ambos fitopatdgenos se veia afectado por la
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presencia del sobrenadante de HIlI11 en el medio. Se midieron las areas de crecimiento de
micelio a las 24, 48 y 72 h para el caso de B. cinerea, y 24 y 48 h para R. stolonifer, utilizando el
programa ImagedJ 1.52a (NIH, USA). Se realizaron tres réplicas técnicas por cada proporcion de
sobrenadante para cada hongo. Como control se utilizaron placas de APG con H204 estéril como

reemplazo del sobrenadante.

6.3.9. Deteccion por PCR de genes relacionados con la biosintesis de compuestos

antimicrobianos en el genoma de B. velezensis HIll11.

Para investigar la presencia de distintos genes implicados en la biosintesis de compuestos
antimicrobianos en el genoma de HIII11, se utilizé la técnica de PCR usando como molde el ADN
genomico de la bacteria previamente extraido (seccion 4.3.3) y cebadores especificos cuyas

secuencias fueron publicadas en Hammami et al. (2022) (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Secuencias de oligonucleétidos (Fw (‘forward’) o cebador directo; Rv (‘reverse’) o cebador
reverso) utilizados en la deteccién mediante PCR de genes relacionados con la biosintesis de compuestos

antimicrobianos. Se indica, ademas, la descripcion del gen y el programa de ciclado utilizado para cada

caso.
Gen Secuencia de oligonucleétidos (5’ - 3) Proteina Programa PCR
fenD Fw:GGCCCGTTCTCTAAATCCAT Fenaicina sintetasa D
fen engicina sintetasa
Rv: GTCATGCTGACGAGAGCAAA ° 95 °C, 4 min
94 °C, 1 min
bacA Fw: CAGCTCATGGGAATGCTTTT Proteina de biosintesis 58°C,1min| x40
Rv: CTCGGTCCTGAAGGGACAAG de bacilisina 70 °C, 1 min
70 °C, 5 min

Fw: TCGGGACAGGAAGACATCAT . .
srA Surfactina sintetasa
Rv: CCACTCAAACGGATAATCCTGA

95 °C, 4 min

Fw: GAATCCCGTTGTTCTCCAAA L 94 °C, 1 min
bmyB Bacilomicina sintetasa B .
Rv: GCGGGTATTGAATGCTTGTT 55°C,1min| x40
70°C, 1 min

70 °C, 5 min

94 °C, 3 min

D Fw: GATGCGATCTCCTTGGATGT turina A sintetssa D 94 °C, 1 min
itu urina A sintetasa
Rv: ATCGTCATGTGCTGCTTGAG 60°C,30s | x35

72 °C, 1 min
72 °C, 6 min

Para los 5 genes se utilizo la siguiente mezcla de reaccion: 50 ng de molde de ADN
gendémico, 0,6 uM de cada cebador, buffer de reacciéon 10X (PB-L, Argentina), MgCl. 25 mM (PB-
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L, Argentina), dNTPs 10 mM (Promega), 1,6 unidades de Tag ADN Polimerasa (PB-L, Argentina),
en un volumen final de reaccion de 12 pl.

Una vez obtenidos los productos de amplificacion, los mismos se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0,8% (p/v) en buffer TBE 0,5X. El total del volumen de
reaccion se mezcld con 0,75 pl de Gel Red 20X y 2 pl de Orange G 6X. Se utilizé un marcador de
peso molecular correspondiente a 50 pb (PB-L, Argentina), del cual se sembraron 7 pl con 1 pl
de Gel Red 20X. Las bandas resultantes se visualizaron en fotodocumentador Amersham Image
Quant 800 (Cytiva).

6.3.10. Evaluacion de extractos libres de células en la postcosecha de frutilla.

En este caso, por un lado, se evalud el crecimiento in vivo del fitopatdégeno B. cinerea, y
por el otro, la apariciéon espontanea de podredumbres durante el almacenamiento de los frutos.
Se prepararon los sobrenadantes libres de células tal como se detallé anteriormente (seccién
6.3.8) en una proporcion del 25% en H20q estéril. Aproximadamente 200 frutos en estadio de
madurez comercial, se utilizaron para llevar a cabo ambos ensayos.

Los frutos seleccionados para evaluar el crecimiento in vivo de B. cinerea, se desinfectaron
con una solucién comercial de NaClO 0,2% (v/v) durante 5 min, se enjuagaron con agua comercial
durante 10 min (cambiando el agua a los 5 min) y se continuo la desinfeccion con etanol 70%
(v/v) durante 2 min. Luego, se repitio el proceso de enjuague con H204. Los frutos se dividieron
en 2 tratamientos: control (H20d estéril) y sobrenadante libre de células a una proporcion del
25%. Se utilizaron 47 frutos por tratamiento y la aplicacién de sobrenadante o H2Od estéril se
realizé mediante dos asperjados por fruto. Luego, se secaron los frutos a temperatura ambiente
durante dos horas y, pasado este tiempo, se colocaron en bandejas plasticas, sin contacto directo
entre ellos. Para la inoculacion con B. cinerea, se extrajeron las esporas (seccion 4.3.15) y se
ajustaron a una concentracion final de 1 x 10* esporas ml'. Se inocularon dos gotas de 10 pl
sobre la superficie de cada fruto, y los frutos inoculados se incubaron en oscuridad a 20 °C
durante 5 dias. Las lesiones observadas en los frutos se clasificaron de acuerdo al grado de
severidad como frutos sin infectar (sin desarrollo de infeccion), grado 1 (infeccion leve), grado 2
(infeccion moderada) y grado 3 (infeccién avanzada).

Con respecto a la evaluacion de aparicion espontanea de podredumbres, los frutos se
seleccionaron y dividieron en dos tratamientos: control (H204 estéril) y sobrenadante libre de
células al 25%. Previo a la aplicacion de los tratamientos, se registré el peso fresco de cada fruto
y este se continud registrando diariamente hasta la finalizacion del ensayo. La aplicacion de los
tratamientos se realizd como se menciond mas arriba. Los frutos se colocaron en bandejas
plasticas cubiertas con film PVC y se almacenaron en oscuridad a 20 °C durante 5 dias. Los frutos

se observaron diariamente y se contaron la aparicion de distintas podredumbres en los mismos.
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6.3.11. Analisis estadistico.

El nimero de réplicas bioldgicas y técnicas utilizadas se detallan en la metodologia de cada
ensayo.

Los resultados de los experimentos se muestran como medias + SEM. Segun corresponda,
los datos se analizaron mediante t-Test a un nivel de significancia de 0,05 o mediante 2way-
ANOVA. En todos los casos, se utilizd el programa GraphPad Prism 8 (San Diego, CA, USA) para

analizar y graficar los datos obtenidos.

6.4. RESULTADOS

6.4.1. Medida de pH, acidez titulable, sélidos solubles y azicares totales en frutillas

maduras.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la inoculacion precosecha con HIIlI11 en parametros
de calidad vinculados con el gusto (o ‘faste’) de frutillas cosechadas en estadio de maduracion
apto para consumo, se llevaron a cabo las medidas de pH, acidez titulable, sélidos solubles totales
(SST) y azucares totales de los frutos y se compararon con los de las plantas control. Como
resultado, no se observaron variaciones en el pH (Figura 6.1 a), con valores promedios de 3,53
y 3,54 para los frutos de las plantas control e inoculadas con HIlI11, respectivamente. En el mismo
sentido, el porcentaje de acidez titulable (% AT) no varid entre condiciones, siendo de un
promedio de 1,08 para el control y 1,13 para frutos tratados (Figura 6.1 b).

La medida de sélidos solubles totales (SST) arrojé valores promedios de 7,2 y 7,4 °Brix
para los frutos control y tratados, respectivamente (Figura 6.1 ¢). Con respecto al contenido de
azucares totales, si bien este fue levemente mayor en los frutos control (50,6 g glucosa kg fruto
") en comparacioén con los frutos de plantas previamente inoculadas con HIll11 (46,8 g glucosa

kg fruto™), no se hallaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 6.1 d).
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Figura 6.1. Atributos vinculados con el sabor de frutos de frutilla. Se midio (a) pH, (b) porcentaje de
acidez titulable (%AT), (c) solidos solubles totales (SST) y (d) azucares totales de frutos provenientes de
plantas control (MgCl> 10 mM, esteéril) y frutos de plantas previamente inoculadas con B. velezensis HIll11
(1 x 108 UFC ml"). Las barras representan la media + SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante t-Test

contra el control.

6.4.2. Contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides en frutillas

maduras.

Como parte de la caracterizacion de los frutos se evaluo el efecto de la inoculacion con B.
velezensis HIII11 en el contenido de antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides totales en
frutillas maduras. Como resultado, no se observaron variaciones en el contenido de antocianinas
entre los frutos control y tratados (Figura 6.2 a). Sin embargo, se destaca que el contenido de
compuestos fendlicos totales (Figura 6.2 b) y de flavonoides (Figura 6.2 c) fue significativamente
mayor en los frutos provenientes de plantas previamente inoculadas con la bacteria en

comparacion con los frutos de plantas control.
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Figura 6.2. Contenido de metabolitos secundarios en frutos de frutilla. Se midié el contenido de (a)
antocianinas, (b) compuestos fendlicos y (c) flavonoides totales de frutos provenientes de plantas control
(MgCl2 10 mM, estéril) y frutos de plantas previamente inoculadas con B. velezensis HIlI11 (1 x 108 UFC mI-

"). Las barras representan la media + SEM. El andlisis estadistico se realizé mediante t-Test contra el control

(**p < 0,01).
6.4.3. Metabolismo de la pared celular de frutilla.
6.4.3.1. Contenido de pared celular.

Con el fin de evaluar el efecto de la inoculacion con HIIl11 en el contenido de pared celular
primaria y lamina media de los frutos, se llevo a cabo el aislamiento de las mismas como residuos

insolubles en alcohol. Como resultado, no se observaron diferencias en la cantidad de RIAs entre

frutos control y tratados (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Contenido de paredes celulares. Las paredes celulares se aislaron como residuos insolubles
en alcohol (RIAs) a partir de frutos provenientes de plantas control (MgCl2 10 mM, estéril) y frutos de plantas

inoculadas con B. velezensis HIlI11 (1 x 108 UFC ml"). Las barras representan la media + SEM. El andlisis

estadistico se realizd mediante t-Test contra el control.
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6.4.3.2. Hidratacion in vitro de la pared celular.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la inoculacion con HIlI11 en la hidratacion in vitro
de las paredes celulares de frutos de frutilla, se pesaron exactamente 10 mg de RIAs extraidos
de frutos control y tratados, los cuales se hidrataron en agua destilada durante 24 h en agitacion.
Luego, se dejaron decantar de forma vertical y se midieron las alturas de los RIAs hidratados para
cada caso. Como resultado, se observé una hidratacion significativamente menor en las paredes
celulares aisladas de frutos provenientes de plantas inoculadas con HIll11 respecto a los frutos

control (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Hidratacion de paredes celulares. (a) Una masa exacta de 10 mg de paredes celulares aisladas
a partir de frutos control e inoculados con B. velezensis HIII11 se hidrataron durante 24 h a 22 °C y se
registré la altura de las mismas. Las barras representan la media + SEM. El andlisis estadistico se realizd
mediante t-Test contra el control (*p < 0,05). En (b) se ilustra la diferencia de altura entre los RIAs hidratados

de frutos control y tratados.
6.4.3.3. Crecimiento in vitro de fitopatégenos en las paredes celulares aisladas.

Se evaluo la capacidad de B. cinerea y R. stolonifer de acceder a las paredes celulares
aisladas de los frutos control y tratados, a través de un ensayo de crecimiento in vitro de cada
fitopatdgeno en agar-agua conteniendo RIAs como Unica fuente de nutrientes. El area de
crecimiento de micelio para B. cinerea se midio a las 24, 48, 72,96 y 120 h (Figura 6.5 a). Como
resultado se observé un crecimiento promedio menor de este fitopatdgeno en las paredes
celulares aisladas de frutos tratados con HIlI11 respecto a los controles a través del tiempo, el
cual fue estadisticamente significativo a las 96 y 120 h (Figura 6.5 a). Por otro lado, debido a su
alta velocidad de crecimiento in vitro, para R. stolonifer las areas se midieron a las 24 y 48 h
(Figura 6.5 b). En este caso, si bien se observé un crecimiento promedio ligeramente menor en
las paredes celulares aisladas de frutos tratados respecto a los controles esta diferencia no fue

significativa (Figura 6.5 b).
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Figura 6.5. Crecimiento in vitro de fitopatégenos en paredes celulares aisladas de frutillas maduras.
Crecimiento de (a) B. cinerea y (b) R. stolonifer en placas conteniendo agar 0,8% (p/v) y 0,2 mg ml-' de RIAs
como unica fuente de nutrientes provenientes de frutos de plantas de frutilla control e inoculadas con B.
velezensis HIlI11. Se midieron las areas de crecimiento del micelio a las 24, 48, 72, 96 y 120 h para B.
cinerea y alas 24 y 48 h para R. stolonifer. Las barras representan la media + SEM. El anélisis estadistico se
realizé mediate 2Way-ANOVA (***p < 0,001).

Para continuar con la evaluacion de las posibles modificaciones en el metabolismo de la
pared celular de los frutos provenientes de plantas previamente inoculadas con HIll11, se realizé
la extraccion secuencial y la cuantificacion de las distintas fracciones de los polisacaridos que la
componen, y se evalud también la expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo

de cada fraccion.

6.4.3.4. Metabolismo de pectinas.

Con el fin de analizar las posibles modificaciones en el contenido de homogalacturonanos
(HGs) que forman parte de las pectinas de las paredes celulares aisladas de frutos tratados
respecto a los controles, se llevo a cabo la extraccion y cuantificacion de HGs en pectinas totales
(Figura 6.6 a), como asi también en las pectinas solubles en agua o PSA (Figura 6.6 b), pectinas
solubles en EDTA o PSE (Figura 6.6 c) y pectinas solubles en HCI o PSH (Figura 6.6 d). Como
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resultado, no se observaron diferencias en el contenido de HGs totales entre plantas control y
tratadas (Figura 6.6 a), ni en las demas fracciones (Figura 6.6 b, c, d).

Ademas, se llevo a cabo el analisis de la expresion relativa de genes implicados en el
metabolismo de estos polimeros presentes en la pared celular primaria y lamina media. Los
resultados evidenciaron un aumento significativo en la expresion relativa de FaPME1, el cual
codifica para una pectin metilesterasa, en los frutos inoculados con HIll11 respecto a los controles
(Figura 6.6 e), mientras que la expresion de FaPG1, gen que codifica una poligalacturonasa, no
vario entre tratamientos (Figura 6.6 f). En lo que respecta a los genes que codifican para pectato
liasas putativas, en frutos provenientes de plantas inoculadas con HIll11 se encontré disminuida
la expresion de FaPLB respecto al control (Figura 6.6 g), pero no se observaron diferencias en

la expresion relativa de FaPLC (Figura 6.6 h).
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Figura 6.6. Metabolismo de cadenas principales (homogalacturonanos) de pectinas. Contenido de
acido galacturonico (AG) en (a) pectinas totales, (b) pectinas solubles en agua (PSA), (c) pectinas solubles
en EDTA (PSE) y (d) pectinas solubles en HCI (PSH) de paredes celulares aisladas a partir de frutos control
e inoculados con HIII11. Evaluacion mediante PCR en tiempo real de la expresion relativa de genes
relacionados con el metabolismo de cadenas principales de pectinas, (e) FaPME1, (f) FaPG1, (g) FaPLB y
(h) FaPLC. Las barras representan la media £ SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante t-Test contra
el control (*p < 0,05; **p < 0,01).
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6.4.3.5. Metabolismo de cadenas laterales de pectinas.

Con respecto al metabolismo de cadenas laterales de pectinas, se llevd a cabo la
cuantificacion de azuUcares neutros, obteniéndose como resultado un contenido
significativamente mayor en los frutos inoculados con HIll11 respecto a los frutos control (Figura
6.7 a).

Se evalud, ademas, la expresion relativa del gen FaAral, que codifica para una
arabinofuranosidasa putativa, y de los genes FaBGal1 y FaBGal4, que codifican para (-
galactosidasas. En frutos cosechados a partir de plantas inoculadas con la bacteria, se observé
una disminucion en la expresion de FaAra1 (Figura 6.7 b) respecto al control. De igual manera,
en estos frutos, la expresion de FaBGal1 (Figura 6.7 c) y Fa3Gal4 (Figura 6.7 d) fue menor en
comparacion con el control, aunque las diferencias fueron estadisticamente significativas soélo

para el caso de Fa3Gal4 (Figura 6.7 e).
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Figura 6.7. Metabolismo de cadenas laterales de pectinas. Contenido de (a) azUcares neutros en
pectinas totales de paredes celulares aisladas a partir de frutos control e inoculados con HIlI11. Evaluacion
mediante PCR en tiempo real de la expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo de cadenas
laterales de pectinas (b) FaAra1, (c) FaBGal1, y (d) FaBGal4. Las barras representan la media + SEM. El

analisis estadistico se realizé mediante t-Test contra el control (*p < 0,05; **p < 0,01).
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6.4.3.6. Metabolismo de hemicelulosas y celulosa.

Para continuar con la evaluacion de los polisacaridos que componen la pared celular de
frutilla, se realizo la extraccién y cuantificacion de las fracciones de hemicelulosas y celulosa. A
su vez, se estudiaron las expresiones relativas de genes que codifican para proteinas
involucradas en el metabolismo de estos polimeros.

Como resultado, si bien en promedio el contenido de hemicelulosas fue mayor en frutos
tratados con HIII11 respecto a los controles, esta diferencia no fue estadisticamente significativa
(Figura 6.8 a). Respecto al contenido de celulosa, no se hallaron diferencias entre los frutos de
plantas inoculadas y los frutos de plantas control (Figura 6.8 b). En cuanto a la evaluacion de la
expresion relativa de genes, no se detectaron cambios en la expresion de FaExp2, gen que
codifica para la Expansina 2 (Figura 6.8 c), pero si se detect6 una disminucion significativa en la
expresion de FaExp5 en frutos tratados comparado con el control (Figura 6.8 d). Respecto a la
expresion xiloglucano transglicosilasa hidrolasa, no se observaron diferencias en FaXTH1 entre
frutos controles y tratados (Figura 6.8 e), mientras que se observé un incremento significativo en
la expresion de FaXTHZ2 en los frutos de plantas inoculadas con HIlI11 (Figura 6.8 f). Por ultimo,
no se detectaron diferencias significativas en la expresion de FaXyl1, gen que codifica una B-

xilosidasa, entre frutos tratados y controles (Figura 6.8 g).
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Figura 6.8. Metabolismo de hemicelulosas y celulosa. Contenido de (a) hemicelulosas y (b) celulosa de
paredes celulares aisladas a partir de frutos control e inoculados con HIll11. Evaluacion mediante PCR en
tiempo real de la expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo de hemicelulosas (c) FaExp2,

(d) FaExp5, (e) FaXTH1, (f) FaXTH2, y (g) FaXyl1. Las barras representan la media + SEM. El analisis
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estadistico se realizé mediante t-Test contra el control (*p < 0,05; **p < 0,01).

6.4.4. Evaluacion de la infeccion con B. cinerea en hojas de frutilla.

Con la finalidad de estudiar la respuesta de las plantas de frutilla a la infeccidén con B.
cinerea, 24 horas luego de la ultima inoculacion con Bacillus velezensis HIII11, se cortaron hojas

de distintas plantas y se colocaron en placas de Petri conteniendo agar-agua al 0,8% (p/v). Luego,
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estas hojas se inocularon con dos gotas de una suspension de esporas de B. cinerea (1 x 10°
esporas ml") y posteriormente se evalud el area necrotica a las 72, 96 y 120 h. Como resultado,
en las hojas provenientes de plantas inoculadas con HIll11, el area de infeccién por B. cinerea
fue menor en todos los tiempos evaluados en comparacién con las hojas tomadas de plantas
controles y estas diferencias fueron estadisticamente significativas a las 96 y 120 h (Figura 6.9
a). La Figura 6.9 b ilustra el mayor avance de la infeccién fungica en las hojas control en
comparacion a las hojas de plantas tratadas con HIll11.

Cabe aclarar que, paralelamente se inocularon otro grupo de hojas con R. stolonifer, sin

embargo, la infeccion de las mismas no fue exitosa (datos no mostrados).
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Figura 6.9. Infeccion con B. cinerea de hojas de frutilla. Evaluacion de la infeccion con B. cinerea en hojas
de frutilla de plantas inoculadas con HIlI11 y control cortadas y colocadas en agar-agua 0,8% (p/v). (a)
Medida del area necrdética a las 72, 96 y 120 horas post-inoculacién (hpi). Las barras representan la media
+ SEM. El andlisis estadistico se realizé6 mediante 2way-ANOVA (*p < 0,05; **p < 0,01). (b) Foliolos de plantas

controles e inoculadas con HIll11 a las 120 hpi con B. cinerea.

6.4.4.1. Compuestos fenolicos en hojas de frutilla.

Con el objetivo de determinar si la inoculacion con HIII11 inducia un aumento en la
acumulacion de compuestos fendlicos totales en hojas de frutilla, se procedio a la cuantificacion
de dichos metabolitos. Como resultado, y a diferencia de lo observado en fruto (Figura 6.2 b), no
se encontraron diferencias en el contenido de compuestos fendlicos entre las hojas control y

tratadas con la bacteria (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Contenido de compuestos fendlicos en hojas de frutilla. Medida del contenido de
compuestos fendlicos totales de hojas provenientes de plantas control e inoculadas con Hlll11. Las barras

representan la media + SEM. El analisis estadistico se realizd mediante t-Test contra el control.

6.4.5. Pared celular de hojas de frutilla.

Se realiz6 el aislamiento de las paredes celulares como RIAs a partir de hojas de plantas
de frutilla controles e inoculadas con HIlI11 y se comparo el contenido de las mismas con hojas
de plantas control. Como resultado, no se observaron diferencias en el contenido de RIAs entre
tratamientos (Figura 6.11 a).

Por otro lado, una vez extraido el almidén de los RIAs, se evalud el crecimiento in vitro del
fitopatdogeno B. cinerea cuando se le suministraron dichas paredes celulares como Unica fuente
de nutrientes. El area de crecimiento del micelio se registro a las 24, 48 y 72 h, observandose
una reduccion significativa del crecimiento del hongo en las paredes celulares aisladas a partir

de hojas inoculadas con HIll11 a las 48 y 72 h respecto a las hojas control (Figura 6.11 b).
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Figura 6.11. Contenido de paredes celulares de hojas de frutilla y crecimiento in vitro de B. cinerea.
(a) Contenido de residuos insolubles en alcohol (RIAs) a partir de hojas de plantas de frutilla control e
inoculadas con HIII11. En (b) se evalué el crecimiento in vitro de B. cinerea en las paredes celulares aisladas
una vez eliminado el almidén. Se midio el crecimiento del micelio a las 24, 48 y 72 h. Las barras representan
la media £ SEM. El analisis estadistico se realizé mediante t-Test para (a) y 2way-ANOVA para (b) (**p <
0,01; ***p < 0,001).
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6.4.6. Evaluacion de la capacidad de los sobrenadantes libres de células de HIli11

para inhibir el crecimiento in vitro de B. cinerea y R. stolonifer.

Con la finalidad de evaluar la posible produccién y liberaciéon al medio de compuestos
antimicrobianos por HIII11, la bacteria se crecio durante 72 h a 28 °C en medio LB liquido. Luego,
el cultivo se centrifugd y filtré para que el mismo quede libre de células. Este sobrenadante filtrado
se mezclo en distintas proporciones con medio APG y se realizo el armado de las placas de Petri
correspondientes. Las mismas se inocularon con un disco de micelio de, por un lado, B. cinerea
y, por el otro, R. stolonifer. Las placas se colocaron a 25 °C y se evaluo el crecimiento de cada
fitopatogeno midiendo el area micelial. Para el caso de R. stolonifer, se evaluo el crecimiento a
las 24 y 48 h (Figura 6.12 a), mientras que para B. cinerea, se tomaron valores a las 24,48 y 72
h (Figura 6.12 b). Se observd una disminucion del crecimiento de R. stolonifer a partir de la
presencia de un 15% del sobrenadante libre de células en el medio en ambos tiempos evaluados,
haciéndose esta diferencia mas marcada respecto al control a medida que aumenta la proporcion
del sobrenadante en el medio (Figura 6.12 a). Con un 50% de sobrenadante presente en el
medio, el crecimiento de R. stolonifer se inhibié un 82,2% a tiempo final (Figura 6.12 a). En el
caso de B. cinerea, se observé una disminucion en el crecimiento con un 5% del sobrenadante
en el medio, con diferencias significativas a las 24 y 48 h (Figura 6.12 b). Para el resto de las
proporciones evaluadas (15, 25 y 50%) se observan diferencias significativas con el control en
todos los tiempos medidos, alcanzando una inhibicion de un 78,7% a tiempo final con 50% de
sobrenadante en el medio (Figura 6.12 b).

En la Figura 6.12 c se ilustra el crecimiento de ambos fitopatdégenos a tiempo final (48 h
para R. stolonifer y 72 h para B. cinerea) en las distintas proporciones de sobrenadante de HIll11

libre de células.
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Figura 6.12. Inhibicion del crecimiento in vitro de fitopatogenos fungicos por accion de compuestos
antimicrobianos sintetizados por HIlI11. A partir de un cultivo de HIlI11 crecido durante 72 h, se tomo el
sobrenadante y se filtrd. A continuacién, se armaron placas conteniendo medio APG y distintas proporciones
del sobrenadante. Las placas se inocularon con un disco de micelio de cada fitopatdgeno, y se evalud el
crecimiento de los mismos a través del tiempo: (a) 24 y 48 h para R. stolonifer, y (b) 24, 48 y 72 h para B.
cinerea. Las barras representan la media + SEM. El analisis estadistico se realizd6 mediante 2way-ANOVA
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). En (c) se ilustra la inhibicion del crecimiento de cada fitopatdgeno a

tiempo final en distintas proporciones de sobrenadante libre de células en el medio de cultivo.

6.4.7. Presencia de genes implicados en la biosintesis de compuestos

antimicrobianos en el genoma de HIll11.

A través de la técnica de PCR a tiempo final con cebadores especificos (seccion 6.3.9) y
utilizando como molde el ADN gendémico de HIII11, se confirmo la presencia de los genes srfA,
que codifica para una surfactina sintetasa (Figura 6.13 a), fenD, que codifica para una fengicina

sintetasa (Figura 6.13 b), bacA, que codifica para una proteina de biosintesis de bacilisina (Figura
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6.13 ¢), bymB, que codifica para bacilomicina L sintetasa B (Figura 6.13 d), e ituD, que codifica

para una iturina A sintetasa D (Figura 6.13 e) en el genoma de Bacillus velezensis HIll11.
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Figura 6.13. Determinacion mediante PCR de la presencia de genes relacionados con la biosintesis
de compuestos antimicrobianos en el genoma de HIlI11. Visualizacion en gel de agarosa 0,8% (p/v) de
fragmentos amplificados mediante PCR de los genes (a) srfA, (b) fenD, (c) bacA, (d) bymB vy (e) ituD

utilizando como molde el ADN gendmico de HIlI11.

6.4.8. Efecto de la aplicacion de sobrenadantes libres de células en la postcosecha de

frutilla.

Se evalud la aplicacion de sobrenadantes libres de células de B. velezensis HIlI11 con la
finalidad de determinar si podrian ejercer un efecto protector contra la infecciéon por B. cinerea
en la postcosecha de frutilla. Para esto, se utilizaron frutillas comerciales en el estadio de
maduracion 85-95% rojo, las cuales se desinfectaron y colocaron en bandejas plasticas. En un
primer ensayo se evaluaron 3 tratamientos: control (H204 estéril), tratamiento con sobrenadante
al 25% vy tratamiento con sobrenadante al 50%. Tras la inoculacién con B. cinerea y posterior
almacenamiento a 20 °C, se evalué el estado de cada fruto y, de acuerdo al grado de infeccion y
lesiones que presentaban, se los clasificd en sin infeccion (aquellos que no presentaban lesiones
0 dafo), grado 1 (dafio o infeccion leve), grado 2 (dafio o infeccion moderada) y grado 3 (dafio o
infeccion avanzada). Como resultado se observd una dependencia significativa entre el
tratamiento de 25% y el grado de infeccion, pero no asi para el de 50% (resultados no
mostrados). De esta manera, se decidié trabajar con la proporcion de 25% de sobrenadante. A
partir de esto, se realizé nuevamente el ensayo utilizando 47 frutos para cada tratamiento (control
y sobrenadante al 25%). Una vez inoculados los frutos con B. cinerea, se almacenaron a 20 °C

durante 5 dias. A este tiempo, se realizo la clasificacion de los frutos y analisis correspondiente
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(Figura 6.14). Notablemente, un 8% de los frutos tratados con el sobrenadante al 25% no
presentaron infeccion alguna, mientras que en el caso de los controles el 100% de los frutos
presento algun grado de infeccién, mostrandose una clara diferencia en la cantidad de frutos
agrupados como grado 1 y 2 entre tratamientos. Los controles presentaron un 28% de frutos
grado 1 contra un 43% para los tratados, mientras que para el grado 2 la proporcion fue de un
53 y un 28% para los controles y tratados con sobrenadante, respectivamente (Figura 6.14 a). El
analisis por Chi-cuadrado arrojo una diferencia estadisticamente significativa entre los
tratamientos, con un P-value de 0,0003. En la Figura 6.14 b, se muestran imagenes de frutillas

con los distintos grados de infeccion.
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Figura 6.14. Efecto del sobrenadante libre de células en la infeccién por B. cinerea en la postcosecha
de frutilla. (a) Porcentajes de frutos control y tratados con el sobrenadante de HIll11 al 25% a los 5 dpi con
B. cinerea. Los frutos se clasificaron segun los danos presentados en sin infectar (sin presencia de area
necratica y/o micelio), grado 1 (dafio leve), grado 2 (dafio moderado) y grado 3 (dafio avanzado). En (b) se
muestra una imagen representativa de los diferentes dafos (sin infectar, grado 1, 2 y 3) causados por B.

cinerea. Los resultados se analizaron mediante Chi-cuadrado con a = 0,05 y 1 grado de libertad.

En paralelo a la evaluacion del crecimiento in vivo de B. cinerea, se estudio el efecto de la
aplicacion de 25% de sobrenadante libre de células de HIlI11 en la aparicion espontanea de
podredumbres y la pérdida de peso fresco durante el almacenamiento postcosecha de frutilla.
Los frutos se almacenaron a 20 °C durante 5 dias. Como resultado, un 54% de los frutos tratados
con 25% de sobrenadante no presentaron podredumbres, mientras que en el caso de los frutos

control un 42% no se vieron afectados (Figura 6.15 a). Si bien esta diferencia no fue
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estadisticamente significativa, se observd una tendencia de una menor aparicion de
podredumbres espontaneas tras el tratamiento con el sobrenadante (Figura 6.15 a).

En lo que respecta a la pérdida de peso fresco, no se observaron diferencias entre los
frutos control y tratados con 25% de sobrenadante libre de células a través del tiempo,
mostrandose porcentajes practicamente iguales entre ambos tratamientos a los 5 dias de

almacenamiento (Figura 6.15 b).
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Figura 6.15. Efecto del sobrenadante libre de células en la apariciéon espontanea de podredumbres en
la postcosecha de frutilla. (a) Porcentajes de frutos que presentaron podredumbres (P) y sin
podredumbres (S/P) control y tratados con 25% de sobrenadante de HIll11 luego de un almacenamiento de
5 dias a 20 °C. Analisis mediante Chi-cuadrado con a = 0,05 utilizando test de Fisher. (b) Pérdida de peso
fresco de los frutos control y tratados con sobrenadante de HIll11 al 25% durante el almacenamiento a 20

°C. El analisis estadistico se realizé mediante 2way-ANOVA.

6.5. DISCUSION

El uso de fungicidas de sintesis quimica es la estrategia mas utilizada para el control de
patégenos fungicos tanto en la pre- como en la postcosecha de frutilla, como asi también de
muchos otros frutos (Dukare et al., 2019; Wang et al., 2021). Como se menciond a lo largo de
esta Tesis, los efectos negativos del uso de agroquimicos han conducido a diversas
investigaciones en la busqueda de alternativas, entre ellas el uso de bacterias promotoras del
crecimiento vegetal y/o biocontroladoras de enfermedades. En el cultivo de frutilla, la aplicacion
de PGPBs podria mejorar el crecimiento de la planta, el rendimiento, aumentar la vida util del
fruto, preservar su textura y calidad (Gupta & Kaushal, 2017). Se han reportado estudios donde
la aplicacion de PGPBs durante la precosecha ha resultado en un estimulo del crecimiento de
plantas de frutilla, en el aumento en el rendimiento y calidad de los frutos (Badar et al., 2022),
como asi también una mejora en la respuesta de las plantas a infecciones por diferentes
patégenos (Abd-El-Kareem et al., 2022). Otros trabajos, en los cuales analizaron la aplicacion de
PGPBs durante la postcosecha de los frutos, han destacado que la sintesis de compuestos
antifungicos por las bacterias es un importante mecanismo para la reduccién de la incidencia de
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patdgenos como B. cinerea (de Moura et al., 2021; Guinebretiere et al., 2000; Wang et al., 2021)
y Colletotrichum fragariae (Li et al., 2021), como asi también la induccion de respuestas de
defensa en los frutos (Yu et al., 2021). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se llevo a cabo la
inoculacion de plantas de frutilla (var. ‘San Andreas’) con la bacteria Bacillus velezensis HIlI11,y
posteriormente se cosecharon frutos en estadio apto para consumo y hojas para su analisis.

El sabor unico de la frutilla es muy apreciado por los consumidores. Los acidos organicos
junto con los azucares son componentes claves del sabor de la frutilla, y la relacion de
acidos/azucares es usada frecuentemente como indice de la calidad del fruto (Manning, 1993).
En frutilla, asi como en otras especies, el sabor o flavor esta definido por la respuesta perceptual
por parte de los consumidores al gusto, aroma y sensacion tactil de los frutos (Fan et al., 2021;
Schwieterman et al., 2014). De esta manera, la caracterizacion de los azucares y acidos
organicos, pigmentos, turgencia y compuestos volatiles, que provocan los sentidos del gusto, la
vision, la sensacion tactil y el olfato, respectivamente, en el desarrollo del sabor, resultan de
interés.

En este trabajo de Tesis, se analizaron algunos de los parametros de calidad relacionados
con el sentido del gusto en frutos provenientes de plantas inoculadas con B. velezensis HIlI11y
plantas control. Como resultado no se observaron variaciones en el pH, acidez titulable, contenido
de solidos solubles y azucares totales entre ambos tratamientos (Figura 6.1), evidenciando que
estos parametros de calidad no se verian afectados por la aplicacidon precosecha de esta bacteria.
En un trabajo postcosecha, Wang et al. (2021) demostraron que la aplicacion de Bacillus
halotolerans cepa KLBC XJ-5 en frutilla fue capaz de ejercer control bioldgico contra Botrytis
cinerea, sin generar cambios en parametros relacionados con el gusto del fruto, como la acidez
titulable y el contenido de sdlidos solubles.

Otro parametro de calidad como el color rojo de las frutillas maduras, esta relacionado con
el contenido de antocianinas, y la cuantificacion de estos compuestos suele utilizarse como un
marcador del progreso de la maduracion (Morales-Delgado et al., 2014). En el presente trabajo
de Tesis, el tratamiento con HIll11 no produjo cambios en el contenido de antocianinas respecto
a los frutos control (Figura 6.2 a). Asimismo, un alto contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides aporta al fruto de frutilla propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, y constituye
un atributo de calidad apreciado por los consumidores (Basu et al., 2014; Pap et al., 2021).
Ademas, se conoce que estos metabolitos secundarios protegen a la planta frente a distintas
condiciones de estrés funcionando como moléculas de sefalizacion o como agentes
antimicrobianos (Yu et al., 2021). Un resultado muy interesante obtenido en el presente trabajo
de Tesis, evidencio que los frutos provenientes de plantas inoculadas con B. velezensis HIlI11
presentaron un contenido significativamente mayor de compuestos fenolicos y flavonoides totales
en comparacion con los frutos de plantas control (Figura 6.2 b-c). De manera similar, el
tratamiento de plantas de frutila con Paraburkholderia fungorum BRRh-4 'y Bacillus

amyloliquefaciens BChi1 aumento significativamente el contenido de flavonoides, fendlicos y
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antocianinas en los frutos en comparacion con el control (Rahman et al., 2018). Por otro lado,
también se ha visto que tratamientos postcosecha de frutillas con PGPBs o BCAs fueron capaces
de incrementar el contenido de fenoles totales, flavonoides o compuestos relacionados en los
frutos (Hassan et al., 2021; Wang et al., 2021).

En el capitulo anterior se observé que plantas de A. thaliana inoculadas con B. velezensis
HIII11 presentaban modificaciones en el contenido de distintos polisacaridos de la pared celular,
como asi también expresion diferencial de genes vinculados con el metabolismo de los mismos
en comparacion con plantas control (secciones 5.4.7.3, 5.4.7.4 y 5.4.7.5), sugiriendo una
influencia de la bacteria en el refuerzo de la pared celular de hojas de Arabidopsis. Por lo tanto,
en el presente capitulo, se decidid evaluar si B. velezensis HIII11 podria generar un efecto similar
en el metabolismo de la pared celular de frutos de frutilla cosechados de plantas inoculadas con
la bacteria. Si bien, no se observaron diferencias en el contenido de pared celular total entre los
tratamientos (Figura 6.3), cuando se evaluo6 la hidratacion in vitro de las paredes de frutos de
plantas inoculadas con HIlI11 se evidencié una menor altura de RIA hidratado en comparacion
con los RIAs de frutos control (Figura 6.4). En nuestro Laboratorio, se realizé el primer reporte
de la hidratacion in vitro de los RIAs a lo largo de la maduracion del fruto de frutilla y se observo
que a medida que avanzan los estadios de maduracion, aumenta la hidratacion de las paredes
celulares (Langer et al., 2018). Este aumento ha sido asociado con una mayor solubilizacion de
pectinas, la hidrdlisis de cadenas laterales y la pérdida de la red celulosa-hemicelulosas
(Brummell, 2006; Redgwell et al., 1997a, 1997b). A su vez, cuando se evaluo el crecimiento in
vitro de B. cinerea y R. stolonifer en un medio que contenia los RIAs, se observé que B. cinerea
crecid significativamente menos en las paredes celulares aisladas de los frutos de plantas
inoculadas con HIll11 respecto al control (Figura 6.5 a). Esto podria deberse a modificaciones en
estructura y composicion de la pared celular, que hacen que la misma sea menos susceptible a
la degradacion por enzimas hidroliticas del fitopatdgeno. Si bien, no hubo diferencias para el caso
de R. stolonifer, se observo una tendencia de retraso en el crecimiento de este patdogeno en los
RIAs de frutos tratados en comparacion con el control (Figura 6.5 b). Estos resultados, junto con
el resultado de hidratacion, sugieren cambios en la estructura de la pared celular en los frutos
tras el tratamiento con B. velezensis HIlI11. Resultados similares se observaron en frutos en los
cuales la composicion y estructura de la pared celular fue modificada por distintos estimulos
abioticos como tratamientos térmicos, con soluciones de CaClz y un inhibidor de la percepcion
de la hormona etileno (Langer et al., 2018, 2019, 2022; Villarreal et al., 2016).

Cuando se procedi6 a la obtencion de cada una de las fracciones que constituyen la pared
celular de los frutos provenientes de plantas inoculadas con B. velezensis HIII11 y control, no se
observaron diferencias en el contenido de acido galacturdnico de pectinas totales ni tampoco en
las fracciones correspondientes a PSA, PSE y PSH (Figura 6.6 a, b, ¢ y d). Sin embargo, el
analisis de la expresion relativa de genes relacionados con el metabolismo de pectinas mostré un

aumento en la expresion de los genes FaPME1 y una disminucion en la expresion de FaPLB
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(Figura 6.6 e y g) en frutos HIIl11 en comparacién con el control, sin cambios en la expresion de
FaPG1y FaPLC (Figura 6.6 f y h). Como se mencion6 en la seccion 2.8.5, la actividad pectin
metilesterasa constituye un punto clave de control tanto para el desensamblaje y como el
ensamblaje de la red de pectinas en la pared celular primaria y lamina media (Pelloux et al., 2007).
Los resultados obtenidos en este trabajo respecto a la regulacion positiva en la expresion de
FaPME1 en frutos de plantas tratadas con HIll11 y el hecho de que no se observaran cambios en
la expresion de FaPG1 entre los tratamientos, podria conducir a un refuerzo de las uniones de
poliurénidos demetilados a través de puentes de calcio y posiblemente a pectinas menos
depolimerizadas. Un resultado similar se obtuvo en las hojas de A. thaliana inoculadas con B.
velezensis HIlI11 (Figura 5.10). A su vez, la expresion disminuida y sin alteracion de FaPLB y
FaPLC, respectivamente, en los frutos tratados con HIll11 refuerzan esta sugerencia, ya que estos
genes estan involucrados en el desensamblaje de las pectinas, junto con FaPG1 (Benitez-Burraco
et al., 2003; Quesada et al., 2009).

En el presente trabajo se encontré que el contenido de azlcares neutros en pectinas
totales fue significativamente mayor en los frutos inoculados con HIlI11 en comparacion con los
frutos control (Figura 6.7 a). La pérdida de azucares neutros de las cadenas laterales que se
produce durante la maduracion de frutilla es un proceso catalizado por enzimas tales como B-
galactosidasas y a-arabinofuranosidasas (Paniagua et al., 2016; Rosli et al, 2009).
Particularmente, la regulacion antisentido del gen FaBGal4 dio lugar a plantas de frutilla
transgénicas con frutos mas firmes que los de plantas del tipo salvaje (Paniagua et al., 2016). Los
autores informaron ademas que los frutos antisentido presentaron un mayor contenido de
residuos de galactosa que las plantas salvajes y sugieren que una menor pérdida de residuos de
galactosa de las cadenas laterales de la pared celular resultaria en una reduccion de la porosidad
de esta estructura obstruyendo el acceso de otras enzimas que degradan la pared, tales como
PGs o PLs, conduciendo a una reduccion del ablandamiento del fruto. De manera interesante, en
este trabajo de Tesis, la expresion relativa del gen FafGal4 (y FaAral) se vio disminuida de
manera significativa en los frutos HIlI11 respecto a los frutos controles (Figura 6.7 b y d).
Asimismo, estos resultados coinciden con una menor hidratacion in vitro de las paredes celulares
de frutos de plantas inoculadas con HIII11 respecto al control (Figura 6.4), sugiriendo una menor
porosidad de las paredes de frutos HIlI11.

Respecto a las fracciones de hemicelulosas y celulosa, las mismas no se vieron
modificadas por el tratamiento con B. velezensis HIll11, si bien en promedio la cantidad de
hemicelulosa fue mayor en frutos HIll11 (Figura 6.8 a y b). En lo que respecta al analisis mediante
PCR en tiempo real de genes relacionados con el metabolismo de hemicelulosas se observo una
reduccion significativa de la expresion relativa de FaExp5 (Figura 6.8 d). Las expansinas
conforman un grupo de proteinas estructurales que participan en la relajacion de la pared celular,
y la expresion de genes de expansinas se asocio con el desarrollo y la maduracion de la frutilla
(Civello et al., 1999; Dotto et al., 2006, seccion 2.8.5).
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Como se menciono en la seccidn 2.8.5, dentro de la familia de las XTHs algunas de estas
proteinas pueden presentar actividad xiloglucano endohidrolasa (XEH), actividad xiloglucano
endotransglicosilasa (XET), o ambas, generando diferentes efectos en la pared celular (EkIof &
Brumer, 2010). En frutilla, se reportd el clonado y caracterizacién de un gen que codifica una
proteina putativa que poseeria tanto actividad hidrolasa como transglicosilasa (FaXTHZ2) y un gen
que codifica una proteina putativa que tendria actividad transglicosilasa exclusiva (FaXTHT)
(Nardi et al., 2014). En el presente trabajo, se observo que los frutos de plantas de frutilla
inoculadas con B. velezensis HIlI11 presentaron una regulacion positiva de FaXTH2 (Figura 6.8
f), mientras que la expresion de FaXTH1 no vario respecto al control (Figura 6.8 e). Dada la
posible naturaleza dual de FaXTH2, y los resultados obtenidos en cuanto a la hidratacion y
crecimiento in vitro de fitopatdgenos en las paredes celulares de frutos provenientes de plantas
inoculadas con HIll11, no se descarta la posibilidad de que la enzima codificada por este gen esté
actuando preferentemente como endotransglicosilasa catalizando la escision y ligadura no
hidrolitica de las cadenas de xiloglucano.

Los frutos de frutilla (tanto los aquenios como el receptaculo) actuan como verdaderos
sumideros de los fotosintatos generados en las hojas de la planta madre (Miyoshi et al., 2017).
De esta manera, la salud de las hojas es fundamental para un correcto desarrollo y maduracion
de los frutos, por lo que la aplicacion de tratamientos precosecha que sean capaces de ejercer
un control bioldgico resultan de gran interés. En este sentido, en el presente trabajo de Tesis, se
detectd una restriccion significativa en el crecimiento de B. cinerea en las hojas de plantas
inoculadas con HIlI11 en comparacion con el control (Figura 6.9). Cuando se aislaron las paredes
celulares de las hojas, si bien no se observo diferencia en el contenido total de las mismas entre
tratadas y control (Figura 6.11 a), el crecimiento in vitro de B. cinerea fue significativamente
menor en los RIAs aislados de hojas de plantas inoculadas con B. velezensis HIlI11 (Figura 6.11
b), sugiriendo una menor accesibilidad del fitopatdgeno a estas paredes celulares en
comparacion con las de hojas control. En otros trabajos realizados en nuestro Laboratorio se
aislaron las paredes celulares de hojas y frutos de plantas de frutilla del cultivar ‘San Andreas’
tratadas semanalmente durante 4 meses con el biopreparado de uso agroecoldgico Supermagro
(el cual posee una carga de bacterias cultivables de 4,5 x 10* UFC ml') y se observo que a las
48 h el crecimiento in vitro de B. cinerea en dichas paredes fue significativamente menor en
comparacion con las plantas control (Burges et al., 2023; Nadler et al., 2024). Tomados en
conjunto, estos resultados sugieren que la aplicacion precosecha de PGPBs individuales o de
biopreparados, podrian inducir modificaciones en la pared celular de hojas y frutos de frutilla que
las harian menos accesibles a las enzimas hidroliticas de fitopatdégenos.

Finalmente, cabe destacar que la sintesis y liberacion de diferentes compuestos
antimicrobianos por el género Bacillus ha sido ampliamente estudiada y constituye un poderoso
mecanismo mediante el cual la bacteria puede inhibir a un importante nimero de fitopatégenos
(Caulier et al., 2019; Fira et al., 2018; Ongena & Jacques, 2007; Zhang et al., 2023). A su vez, la
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aplicacion de dichos compuestos podria utilizarse como una estrategia para el control de
enfermedades en plantas (Caulier et al., 2019), y la aplicacion de los sobrenadantes bacterianos
filtrados es una practica utilizada para evaluar los efectos de los mismos. En este sentido, Chen
et al. (2019) evaluaron los efectos inhibitorios de sobrenadantes filtrados de B. amyloliquefaciens
RS-25, B. licheniformis MG-4, B. subtilis Z-14, y B. subtilis Pnf-4 contra B. cinerea tanto in vitro
como en la postcosecha de frutilla, tomate y uva. Los resultados mostraron porcentajes de
reduccion de enfermedad que van desde un 55 hasta un 79% en los casos de frutilla y tomate,
respectivamente, mientras que en uva la reduccion de la enfermedad fue mayor a un 80% con
los sobrenadantes de las cepas Pnf-4, MG-4 y RS-25, y de tan solo un 12% con Z-14. En este
trabajo de Tesis, se evaluo en primer lugar el efecto del sobrenadante libre de células de HIII11
en la inhibicion del crecimiento in vitro de B. cinerea y R. stolonifer a distintas proporciones (5,
15, 25 y 50%). Se observé un aumento progresivo de la inhibicion del crecimiento de los
fitopatdégenos a medida que aumentaba la proporciéon de sobrenadante en el medio, alcanzando
con un 25% de sobrenadante una inhibicion del 66 y 59% de R. stolonifer y B. cinerea,
respectivamente (Figura 6.12). Otros autores informaron que, los compuestos antimicrobianos,
especificamente lipopéptidos sintetizados por la cepa Bacillus XT1 CECT 8661 lograron retrasar
el crecimiento in vitro de B. cinerea, mientras que, durante la postcosecha de uva, frutilla y tomate,
redujeron la incidencia de la enfermedad en los frutos en un 100, 12 y 50%, respectivamente
(Toral et al.,, 2018). El mismo grupo de investigacion identificé dentro de ese conjunto de
lipopéptidos a los compuestos bacilomicina D, fengicina A y B, y surfactina. Asi, durante el
desarrollo de esta Tesis, se decidié investigar la presencia de genes que codifican para proteinas
importantes en la biosintesis de los compuestos antimicrobianos en el genoma de B. velezensis
HIII11. Como resultado, utilizando oligonucleétidos especificos y a través de la técnica de PCR a
tiempo final se lograron identificar genes que codifican para la sintesis de surfactina, fengicina,
bacilisina, bacilomicina e iturina (Figura 6.13). Wang et al. (2021) reportaron que B. halotolerans
KLBC XJ-5 logro controlar a B. cinerea en la postcosecha de frutillas, y la presencia en su genoma
de genes implicados en la biosintesis de multiples tipos de antibidticos condujo a los autores a
suponer que la sintesis de estos compuestos por KLBC XJ-5 seria uno de los mecanismos
implicados en el control de este fitopatdgeno. En este trabajo de Tesis, la aplicacion postcosecha
de los sobrenadantes libres de células de HIlI11 en una proporciéon del 25% logré reducir o
retrasar la infeccion por B. cinerea en frutillas maduras (Figura 6.14). A su vez, el tratamiento
mostré una tendencia en reducir la aparicion de podredumbres espontaneas (tanto de origen
fungico como bacteriano) durante el almacenamiento postcosecha de frutilla (Figura 6.15). Estos
resultados sugieren que la sintesis de distintos compuestos antimicrobianos constituiria otro
mecanismo, junto con los ya identificados en este trabajo de Tesis, mediante el cual Bacillus
velezensis HIlI11 podria ejercer control bioldégico hacia patégenos necrétrofos, preservando, a su

vez, la calidad de los frutos.
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6.6. CONCLUSIONES

e Lainoculacion de plantas de frutilla con Bacillus velezensis HIlI11 no ocasioné cambios
en parametros de calidad vinculados con el desarrollo del gusto y color del fruto.

e El tratamiento precosecha con HIII11 rindid frutos con una mayor acumulacion de
compuestos fendlicos y flavonoides respecto a los controles.

e B. velezensis HIlI11 influye en el metabolismo de la pared celular de frutos de frutilla,
principalmente modulando la expresion de genes como FaPME1, FaPLB, FaAral,
FaBGal4, FaExp5 'y FaXTHZ2, y modificando el contenido de cadenas laterales de la misma.

e Lainoculacion con B. velezensis HIlI11 restringio el crecimiento in vivo de B. cinerea en
hojas de plantas de frutilla, e in vitro cuando se le suministraron las paredes celulares
aisladas de las hojas y de los frutos en comparacion con el control, resultados que
sugieren un potencial como controlador biologico de HIll11.

e B. velezensis HIll11 podria sintetizar y liberar al medio compuestos antimicrobianos con
capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de B. cinerea y R. stolonifer.

e La aplicacion postcosecha del sobrenadante libre de células de HIlI11 logré retrasar la

enfermedad causada por B. cinerea en frutillas maduras.
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7. CONCLUSION GENERAL

Tomados en conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis doctoral,
refuerzan la idea de que bacterias beneficiosas como Bacillus velezensis HIll11, pueden
desempefar un papel clave en la promocion del crecimiento vegetal y el control bioldgico de
patégenos en cultivos de interés comercial.

A través de diversos mecanismos, se reveld que HIll11 es capaz de inducir respuestas de
defensa en las plantas y por otra parte preservaria la integridad de la pared celular vegetal,
ademas de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos como Botrytis cinerea y Rizhopus stolonifer.
Se comprobd que la aplicacion precosecha de HIlI11 en plantas de frutilla no altera parametros
de calidad importantes del fruto, y favorece la acumulacion de metabolitos con propiedades
antioxidantes como compuestos fendlicos y flavonoides.

Asimismo, los sobrenadantes libres de células de HIIl11 revelaron propiedades
antimicrobianas, y su aplicacion postcosecha en frutillas maduras retrasé el desarrollo de
enfermedades fungicas.

De esta manera, podemos concluir que, la bacteria Bacillus velezensis HIlI11 tiene un
potencial como alternativa sostenible al uso de fungicidas de sintesis quimica en el manejo de
enfermedades a campo y posiblemente en la preservacion postcosecha de un producto

frutihorticola de relevancia mundial como la frutilla.
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