Universidad de Granada
Facultad de Farmacia

Departamento de Microbiologia

A s auhs <

1
v
-
m
<
[N

Aplicacion de microorganismos promotores del
crecimiento vegetal con actividad quorum
qguenching frente a estrés biotico y abidtico

Miguel Angel Rodriguez Gonzélez
Tesis Doctoral, 2022

Programa de Doctorado en Biologia Fundamental y de
Sistemas

Directoras de tesis

Dra. Inmaculada Llamas Company Dra. Inmaculada Sampedro Quesada
Catedratica Profesora Titular
Facultad de Farmacia Facultad de Farmacia

Universidad de Granada Universidad de Granada



Universidad de Granada
Facultad de Farmacia
Departamento de Microbiologia

Memoria presentada por el Graduado en
Farmacia D. Miguel Angel Rodriguez Gonzalez
para aspirar al grado de Doctor

Granada, 2022

V°B° de las directoras

Fdo.: Dra. Inmaculada Llamas Company Fdo.: Dra. Inmaculada Sampedro Quesada

Catedratica Profesora Titular
Facultad de Farmacia Facultad de Farmacia
Universidad de Granada Universidad de Granada

El doctorando
Fdo.: Miguel Angel Rodriguez Gonzalez



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Miguel Angel Rodriguez Gonzélez

ISBN: 978-84-1117-254-7

URI: http://hdl.handle.net/10481/73628



http://hdl.handle.net/10481/73628

El doctorando / The doctoral candidate Miguel Angel Rodriguez Gonzalez y las directoras de la
tesis / and the tesis supervisors: Inmaculada Llamas Company e Inmaculada Sampedro
Quesada

Garantizamos, al firmar esta tesis doctoral, que el trabajo ha sido realizado bajo la direccién de
las directoras de la tesis y hasta donde nuestro conocimiento alcanza, en la realizacién del
trabajo, se ha respetado los derechos de otros autores a ser citados, cuando se han utilizado
sus resultados o publicaciones.

/

Guarantee, by signing this doctoral thesis, that the work has been done by the doctoral
candidate under the direction of thesis supervisors and, as far as our knowledge reaches, in the
performance of the work, the rights of other authors to be cited (when their results or
publications have been used) has been respected.

Lugar y fecha / Place and date

Granada, 10 de febrero de 2022

Fdo.: Dra. Inmaculada Llamas Company Fdo.: Dra. Inmaculada Sampedro Quesada

Catedratica Profesora Titular
Facultad de Farmacia Facultad de Farmacia
Universidad de Granada Universidad de Granada

El doctorando
Fdo.: Miguel Angel Rodriguez Gonzalez



Esta tesis doctoral ha sido subvencionada por las siguientes ayudas de la Direccién General
de Investigacion Cientifica y Técnica del Ministerio de Economia, Industria y Competitividad:

Titulo: Alternativa ecoldgica y sostenible para combatir la vibriosis en acuicultura: quorum
sensing versus quorum quenching. AGL2015-68806-R

Investigadores principales: Inmaculada Llamas Company y Fernando Martinez- Checa Barrero
Entidad financiadora: Ministerio de Ciencia e Innovacién. Plan Nacional I+D+l

Titulo: Role of intra- and inter- species signalling via small molecules in microbe-plant-
interactions (infection and symbiosis). RYC-2014-15532

Investigador principal: Inmaculada Sampedro Quesada

Entidad financiadora: Ministerio de Ciencia e Innovacion. Plan Nacional I1+D+l

Asimismo, durante la realizacion de la tesis doctoral, el Doctorando ha disfrutado de las
siguientes becas o contratos:

Contrato: Contrato de investigacidn con cargo a grupo de investigacion
Entidad financiadora: Exopolisacaridos microbianos G09-BIO-188
Duracion: 15/09/2021 - 15/12/2021

Contrato: Contrato de investigacidn con cargo a grupo de investigacion
Entidad financiadora: Exopolisacdridos microbianos G09-BIO-188
Duracion: 15/12/2020 - 14/03/2021

Contrato: Contrato de investigacidn con cargo a grupo de investigacion
Entidad financiadora: Proyecto de Ramodn y Cajal, RYC-2014-15532
Duracién: 31/07/2019 - 31/10/2019

Contrato: Programa Operativo de Empleo Juvenil
Entidad financiadora: Ministerio de Trabajo y Economia Social
Duracion: 31/01/2018 - 30/07/2019

Beca: Movilidad Internacional para Estudiantes de Doctorado

Entidad financiadora: Universidad de Granada

Duracién: 01/09/2021-30/11/2021

Lugar: Institute of Biology (IBL), Universidad de Leiden, Leiden, Paises Bajos

Beca: Transnational Access program EPPN2020 Grants
Entidad financiadora: Proyecto Europeo Horizonte2020
Duracién: 16/01/2021-06/03/2021

Lugar: INRA, Université de Bordeaux, Burdeos, Francia



Parte de los resultados de esta tesis doctoral han sido publicados en revistas indexadas:

Rodriguez, M., Reina, J. C., Sampedro, |., Llamas, |. (2022). Peribacillus castrilensis sp. nov., a
plant-growth promoting and biocontrol species isolated from a river otter in Castril, Granada,
southern Spain. Front Microbiol (En preparacion)

Rodriguez, M., Torres, M., Blanco, L., Béjar, V., Sampedro, I., Llamas, I. (2020). Plant
growth-promoting activity and quorum quenching-mediated biocontrol of bacterial
phytopathogens by Pseudomonas segetis strain P6. Sci Rep, 10(1), 4121. DOI: 10.1038/s41598-
020-61084-1

Rodriguez, M., Reina, J. C., Béjar, V., Llamas, I. (2020). Psychrobacillus vulpis sp. nov., a new
species isolated from faeces of a red fox in Spain. Int J Syst Evol Microbiol, 70(2), 882-888. DOI:
10.1099/ijsem.0.003840

Vega, C., Rodriguez, M., Llamas, I., Béjar, V., Sampedro, |. (2019). Silencing of
phytopathogen communication by the halotolerant PGPR Staphylococcus equorum strain EN21.
Microorganisms, 8 (1). DOI: 10.3390/microorganisms8010042

Rodriguez, M., Reina, J. C., Béjar, V., & Llamas, I. (2019). Paenibacillus lutrae sp. nov., a
chitinolytic species isolated from a river otter in Castril Natural Park, Granada, Spain.
Microorganisms, 7(12), 637. DOI: 10.3390/microorganisms7120637

Del mismo modo, los resultados de la Tesis han sido presentados en las siguientes
comunicaciones orales a Congresos:

Rodriguez, M., Béjar, V., Cassan, C., Decros, G., Flandin, A., Petriacq, P., Gibon, Y., Llamas, .,
Sampedro, |. Metabolomic and enzymatic profiling of tomato plants colonized by three
halotolerant plant growth-promoting strains. XXVIII Congreso de la Sociedad Espafiola de
Microbiologia. Nacional, virtual, 2021

Rodriguez, M., Béjar, V., Llamas, I., Llamas, |. Sampedro, I. Peribacillus sp . N3, Pseudomonas sp
. P6 y Staphylococcus sp . EN21, tres cepas halotolerantes inhibidoras de la virulencia de
fitopatéogenos mediante quorum quenching. XVI Reunién de la Red Nacional de
Microorganismos Extremoéfilos. Nacional, virtual, 2021

Rodriguez, M., Sampedro, I., Blanco, L., del Castillo, J., Béjar, V., Llamas, I., Llamas, |. Aplicacidn
de la cepa P6 de Pseudomonas sp. en la promocién del crecimiento vegetal y en la luche frente
a fitopatdgenos. XXVII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Microbiologia. Nacional,
Malaga, 2019

Rodriguez, M., Sampedro, I., Blanco, L., del Castillo, J., Béjar, V., Llamas, I., Llamas, I. Actividad
quorum quenching y promotora del crecimiento vegetal de la cepa P6 de Pseudomonas sp. I



Congreso Nacional/ IV Jornadas de Investigadores en Formacion Fomentando Ia
interdisciplinariedad (JIFFI). Nacional, Granada, 2019
Asi como las siguientes comunicaciones a Congresos en formato péster:

Castillo, 1., Rodriguez, M., Duran, A., Llamas, I., Sampedro, |. El Saladar de El Margen, ambiente
hipersalino fuente de bacterias con actividad promotora del crecimiento vegetal y capacidad de
biocontrol. XXVIII Congreso de la Sociedad Espafiola de Microbiologia. Nacional, virtual, 2021

Rodriguez, M., Béjar, V., Cassan, C., Decros, G., Flandin, A., Petriacq, P., Gibon, Y., Llamas, .,
Sampedro, |. Deciphering the Pseudomonas syringae pv. tomato biocontrol mechanism of three
halotolerant strains by metabolomic and enzymatic approaches. FEMS-ASM World Microbe.
Internacional, virtual, 2021

Rodriguez, M., Sampedro, I., Béjar, V., Cassan, C., Decros, G., Flandin, A., Petriacq, P., Gibon, Y.,
Llamas, I., Sampedro, I. Promocion del crecimiento vegetal y biocontrol de fitopatdgenos por la
actividad de tres cepas de los géneros Peribacillus, Pseudomonas y Staphylococcus. XXVIII
Congreso de la Sociedad Espafiola de Microbiologia. Virtual, 2021

Rodriguez, M., Béjar, V., Llamas, I., Llamas, |. Sampedro, I. Interferencia en los sistemas quorum
sensing de fitopatdgenos y promocion del crecimiento vegetal por tres cepas halotolerantes. Il
Jornadas de Jévenes Investigadores Facultad de Farmacia. Nacional, Granada, 2020



indice

TNAICE @ FIGUIAS..........evveeececececec ettt s et et et et et st et st et et et et etete s et et esennansnas s s anas 15
INAICE A LADIAS ...ttt aea et a st et s e s s s et et et s s e st et es s s anaee 19
TNOICE ANEXO ...ttt bttt bbb e st et b bttt bbb a ettt s s aeee 20
ADBIEVIATUIAS. ... ..ottt s ettt bt e bt e s bt e sa et s at e et e e bt e beesbeesae e eat e et e enbeenanesareeane 21
RESUMIBN ..ottt e e e e e e e s s e bbb e et e e e s s s s bbbt e e e e e e s e s e nee e s 23
SUMIMAIY ...ttt ettt e e e e e e e bbb et e e e e e e e s e bbb eeeeeeesasanb et aeeeeeasasasbebaeeeeessaassbaaaeeaeessasnsneaaaaesanns 25
INEFOTUCCION ...ttt b e st st e e e b e s bt e s atesate st e e bt e beesbeesaeeenneenreens 28
1. La Revolucién Verde 2.0 0 1a Bio-ReVOIUCION ...........coceiriiiiiiiiiiieiieieeteeeeeeee e 30
2. Larizosfera y los microorganismos rizoSfEriCos ............ccocviiiiiiiiiiicciiec e 31
2.1 FiJacion de@ NItrOZBENO ............uiiiiiiiiie ettt e et e e st e e e e sataeeesabaeeeeansaeeesnnnaeeen 32
2.2 Solubilizacion de fOSFOrO ............cocuiiiiiiiiii e 33
2.3 Produccion de Sideroforos.............cocuoiiiiiiiiiiiiieiie e 33
2.4 Produccion de fitohormoNas.............oouiiiiiiiiiii e e 34
2.5 Produccion de ACC deSamiNasa ...........cceouuiirieeriieeenieeniiieeritee sttt esiteesbeesbeeesabeesbeessseeesbeeesaseenns 35
2.6 Produccion de enzimas hidroliticas............ccoceoeiiiiniiiiiiiiic e 36
2.7 BIOCONTIOL........oiiiiiiiiece ettt ettt et e s bt e e s ab e e st e e sbee e sabeesbeeeenteesbeeenareenas 36
2.8 Colonizacion del tejido VeZetal ..............oooouiiiiieiiee e 36
2.9 Promocidn de la tolerancia al estrés bidtico en la planta: resistencia sistémica inducida....... 38
2.10 Promociodn de la tolerancia al estrés abidticoenlaplanta.............cccocccoeeeeeviiiiieeeecnne, 39
3. SISEEMAS QUOTUM SENSING ...........coevviiiiiiiiiieie ettt ettt e e e s s sttt e e e e e s s s sabbaeeeeeessesssbaaaeeeesesnnns 40
3.1 Autoinductores 0 Moléculas SEMNAl .............cceeviiiiiiiiriiir e 41
3.2 Mecanismos de interferencia en los sistemas qUOruUM Sensing .............cccccceeeeeieeeeccieeeeecnnenn. 42
4. Quorum sensing en fitopatdgenos bacterianos................ccooooviiiiiiciii e 44
4.1 Podredumbre blanda: D. solani, P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum ....... 45
4.2 Fuego bacteriano: Erwinia amylovora ....................ccooecueiiiiiiiie i ecieee e e e e e svae e 46
4.3 Moteado bacteriano: Pseudomonas syringae pv. tomato..............cccccccveeeeciieececciiee e 48
5. Ambientes salinos y aridos como fuente de microorganismos PGP-QQ...............cccccovveeeeciieeeeiieeeeenns 49
(0] <111 4 1Yo 3SR 52
MaAterial Y MEBLOTOS ........oooiiiiiee et e e et e e e st r e e e e bt e e e e abae e e e nbeeeeenrees 58
1. Cepas bacterianas y condiciones de CUltiVO ...............ccooooiiiiiiiiii e 60
2. ESPECIES VEEEEAIES .....coeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e eanatrreeeeaaeeannrrre 61
B PIASMIAOS ...ttt ettt e b e bt sh ettt e bt e ehe e ehe e eate e abe e be e beeabeeeaeeeateetean 61
4. Medios de CUIIVO .......coo.eiiiiiiiii ettt et st st s b e bt e r e sreesaeesaee et s 62
5. ANTIMICIODIANOS. .......coiiiiiie et sttt et s b s se e st e st e e sneesneesnee e 65



6. Moléculas N-acil homoserina 1actonas (AHLS)...........ccccovuieiiiieiiie e s 65

7. Otras SOIUCIONES...........eiiiiiiiiee ettt ettt et s e st e st e s bt e e sat e e s bee e sabeesabeeeseeesabeeesabeesabeesaneeesareeesnnes 65
8. Muestreo y aislamiento de cepas bacterianas ...............ccoooviiiieiiiii e 67
9. Técnicas para el estudio de la promocidn del crecimiento vegetal................cocociiiiiiiiiei e, 67
9.1. Determinacion in vitro de la actividad promotora del crecimiento vegetal .......................... 67
9.2. Determinacion de la tolerancia a la salinidad ..............cccccooiiiiiniiiinie, 68
9.3. Ensayos de bioseguridad ...............coooiiiiiiiiiiici e 68
9.4. Bacterizacion de semillas 0 biopriming ............ccccooooiiiiiniiii e 68
9.5. Ensayos de promocidn del crecimiento in vivo en cdmara de cultivo.............cc.ccoeecvveeeennnnn. 69
9.6. Estudio de la colonizacidn bacteriana..............ccccooiiiiiiiiiii e 70
9.6.1 Ensayos de MOVIlidad ..............cueeiiiiiiiiiiiiiie e e s en 70
9.6.2 ENSayo de qUIMIOTAXIS ........cceiiiiiiiiiiiie ittt e e e e e e et a e e e s arae e e e ataeeeennnaeee s 70
9.6.3 Formacion de biofilm y produccidn de exopolisacaridos...............ccccceeeviiiiiiiiiiicinciiee e, 71
9.6.4 Ensayos de colonizacion Vegetal .................oooouiiiiiiiiiiicecee et 71
9.7. ENsSayos in Vivo €N iNVEIrNAEI0.............cooviuiiiiiiiiiieeciiieeeecitee e esire e e s sire e e s stae e e ssaeaeeessasaeeesnnnaeeees 73
9.7.1. Determinacion de metabolitos primarios .............ccccceeviiiiiiiciiie e 73
9.7.2. Determinacidn de la actividad enzimatica del metabolismo central .................c..ccocoeeene. 76
9.7.3. Analisis del @Stado FeOX .........ccocuiiiiiiiiiiiiiie e 82
9.7.4. Andlisis de hormonas VEgetales.................oooeiiiiiiiiiiicccee et 87
9.8. Determinacion de la tolerancia al estrés hidrico en A. thaliana...................cc.cccocccovvrveennnnnen. 87
10. Técnicas para el estudio de la actividad quorum quenching .....................ccccoceevvvviiiiriiieneinciee e, 89
10.1 Determinacion de la actividad quorum quenching in vitro...................cccccccccoveeeeiiineiecinneennns 89
10.2 Determinacion de la actividad enzimatica quorum quenching.....................c.cccccccouverecrnnnen. 89
10.3 Determinacion de la actividad quorum quenching mediante HPLC-MIS...............cccccoecvveenn. 90
10.4 Localizacién celular de la actividad quorum quenching....................ccccovvviviivieiiiiieeiciiieeeens 90
10.5 Actividad quorum quenching frente a extractos de fitopatogenos..............ccccceevcvveiiicinennns 91
10.6 Actividad quorum quenching en cocultivo con fitopatdgenos .............cccccceecvveeeeciieeicciieeens 91
10.4 Ensayos de inhibicidn de la patogenicidad in vitro en frutos, raices y tubérculos.............. 93
10.5 Ensayos de inhibicidn de la patogenicidad in vivo en plantas de tomate........................... 94
11. TECNICAS MOIECUIAIES.........oiiiieiieieeee ettt st et et be e saeesaresar e s b e neennes 95
11.1 EXtraccion de ADN SE@NOMICO ............oeeeiuiiiiiiiiieeccciieee e ettt e e et e e e ectte e e e eeateeeeetteeeeesseeeesssaeaeaans 95
11.2 Reaccion de amplificacion de ADN en cadena.............cccueeeeeiiiieieciiiie ettt 95
11.3 Electroforesis €n gel de QgaroSa................coooiiiiieiiiiieecccieee ettt e et e e e eette e e e e stre e e e earaeaeeaes 96
11.4 Transformacion de CElUIas..............cocooiiiiiiiiie e 98
R 0o T T =& Tl o T USSP 98
11.6 Secuenciacion, tratamiento y analisis de Secuencias................ccccccveeeeeiiie e 99



11.7 Identificacion taxondmica basada en el gen ARNF 16S.............ccooevereviieecieeriee e 99

11.8 Expresion heteréloga de genes QQ.............coocvireiiiiiiieiiiie et eee e ste e ee e sre e et e e e reeees 99

Y T o Tl oo T T € o S UUPTR 100
13. ANAliSiS @STAAISTICO .....cueiiuiiiiiiie ettt st es 100
(=T 1111 ] o T USSR 102
=T ¥ T 4 =T o PO PP 104
SUMIMAIY ...ttt e ettt e e e e s et b et e e e e e s e e bbb e et eeeeea s ab b b aeaeeeseasannbebaaeeeessasasnsaaaeeeeessasssseaaaaeeenns 106
1. Muestreo en el Saladar de El IMargen. ............ccuvoiiiiiiii ittt ettt e et e e e tte e e s ebte e e e srteeeeennes 108
2. Caracterizacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vitro .................cccceveennnee.. 109
3. Evaluacion de la tolerancia a salinidad ...............cooiiiiiiiiiiiiie e 111
4. Determinacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal invivo ...............ccccccoeevveeennnen. 111

4.1. Bacterizacion de semillas de tomate ............cccooviiiiiiiiiiiiniii e 111

4.2. Ensayo de promocidn del crecimiento en plantasde tomate .................cccccee e, 114
5. Determinacion de la actividad degradadora de AHLs sintéticas...............ccccceeiiiveiiiciiee e, 116
6. Identificacion taxonOmica de 1as CEPAS ...........eivviiiiiiiiiii e e 117
7. Determinacion de la actividad antibacteriana ... 122
8L DHSCUSION ...ttt ettt ettt et e bt e s bt e saeesa bt eab e et e e bt e s bt e saeeeaeeeabeenbeenbeesaeesabesabe e beebeenes 122
(=1 1.{ V] Lo T 2SR 129
RESUIMEBN ...ttt st e e st e e s s et e e s sb et e e s sbaeeessnaeeessaneaeessane 131
SUIMIMAIY ..ottt e e e e e ettt eae e e e e e et eta b e e eeeeeeaae s s asaeeeseetssaaaeeeaesssssanasssseesssesssnnnseeeeesssssnnnnnns 133
1. Analisis de la movilidad bacteriana ..............cocoooiiiiiiiii e 136
2. Evaluacion de la quimiotaxis bacteriana ...............ccccviiiiiiii e 137
3. Analisis de la formacion de biofilm y produccion de exopolisacaridos...............ccccceeeiivieeciiee e, 139
4. Evaluacién de la colonizacién de plantas de tomate in vitro por las bacterias de estudio................ 140

5. Evaluacién de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vivo en plantas de tomate

mediante cultivo €N INVErNAdero..............oouiiiiiiiiiie et 143
5.1 Determinacion de biomasa y contenido en clorofila ................ccccoooeiiiiiniii e, 143
5.2 Analisis del metabolismo central.............cocooiiiiiiiiii e 144
5.3 Determinacion del balance redoX .............cocoeiiiiiiiiniiiiieee e 145
5.4 Evaluacién de la actividad enzimatica del metabolismo central .............ccoccoeiiiiinnininenne 147
5.5 Estudio del perfil hormonalde laplanta ..................cccoiiiiiii e 148
B DHSCUSION ...ttt ettt ettt e b e e bt e e bt e s a e e s ab e et e e be e bt e sbe e eaeeeabeeabeebeesbeeeaeesubesabeebeenbeens 149
(=T 11 V] Lo J RS RP 159
RESUMEBN ...ttt a e s a e e saa s e e san 160
SUMMAIY ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaes 163
1. Ensayos de bioSeGUIIdAd ..................uviiiiiiii i e e e e e e e e e e e e e eananes 165



2. Evaluacion de la actividad quorum quenching frente a fitopatdgenos..............ccccevcvvevceecvieeeceeennee, 166

3. Caracterizacion de la actividad quorum quenching.......................ccocoovueeiiiiecieeecee e 169
4. Estudio filogenético y estructural de enzimas quorum quenching.....................cccceeeevvvieeccineeeennnen. 170
5. Expresion heterdloga de enzimas quorum quenching .....................cccoueeecceeeeeciiieeeeciieeeeciveeeescveee e 177
B DHSCUSION ...ttt ettt ettt et e e bt e s bt e s at e s ab e e bt et e e bt e sbeesaeeeabeeabeenbeesbeesaeesabesabeebeebeenes 178
(0T 1111 ] o 2 USRS 184
SUMIMAIY ...ttt e ettt e e e e s et b et e e e e e s e e bbb e et eeeeea s ab b b aeaeeeseasannbebaaeeeessasasnsaaaeeeeessasssseaaaaeeenns 188
1. Interferencia en la patogenicidad en plantas de Arabidopsis thaliana.........................ccccccocevveeenn. 190
2. Interferencia en la patogenicidad de la bacteria E. amylovora en peras..............cccccoveeevcveeeeccnnnenn. 193
3. Interferencia en la patogenicidad de D. solani en patatas .............ccccoeoeiiiiiiieeiccccciieeee e, 194
4. Interferencia en la patogenicidad de P. atrosepticum en patatas...............ccccceevvieeiiccieeeccciee e, 195
5. Interferencia en la patogenicidad de P. carotovorum subsp. carotovorum en zanahorias............... 197
6. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de tomate
en cAMara Climatica FItOTrON............oooiiiiiiiice ettt e et e e sab e saeeesbeeenes 198

6.1. Evaluacién de la incidencia y severidad de lainfeccion.................ccooocviiieiiiiiinciiiieee e, 198

6.2. Determinacion de la concentracion de clorofila ..............ccccoeeiiiiiiinincc e, 200

7. Ensayos de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de
tomate en condiciones de INVErNAdero ...............ccooiviiiiiiiiiii i e e 202

7.1. Determinacion de biomasa y contenido en clorofila y de parametros de incidencia y

severidad de 1a INfECCION ............oooiiiii et s s 202
7.2. Analisis de depisitos de CaloSa..............ooociiiiiiiiiiii e e 206
7.3. Analisis del metabolismo central.............c.cooiiiiiiiiiii e 207
7.4. Determinacion del balance redoX ..o 209
7.5. Evaluacién de la actividad enzimatica del metabolismo central ..............c.ccooeiiiiniiniinnne 211
7.6. Estudio del perfil hormonalde laplanta .................cccuii e 213
8. Evaluacion de la tolerancia al estrés hidrico en plantas de A. thaliana.......................ccccoccccvvveenneen. 215
9. DHSCUSION ...ttt ettt e b e b e st s et st e et e bt e s b e e s ae e e et e et e et e e s bt e s neesanesane e neeneenes 220
DiISCUSION BENEIAL...........viiiiiiieie et e e et e e e e bt e e e e s beeeeesbeeeeesnbtaeeeasteeessnseeeeessteeeesnes 232
CONCIUSTONES ...ttt et e bt e bt e s ae e s a b e et e e bt e bt e sbe e saeeeaeeeabeebeenbeesaeesabesabeeabeenbeennes 239
BIBIIOGIafia.......cooieiiiiie et e et e e e et e e e e et e e e e e e ebte e e e eebteeaeebteeaeaattaeaesantaeaeanes 245
Y 1T (o PP 290

13



14



Indice de figuras

Figura 1. Consumo de fertilizantes (A) y de pesticidas (B) expresado segun los distintos paises en el afio
2018 (izquierda) y de manera global en cada continente desde el inicio del siglo XXI (derecha) ............. 31

Figura 2. Actividad promotora del crecimiento vegetal ejercida por cepas bacterianas mediante

MECANISMOS AIrECLOS € INAITECLOS . ciiuviiiiiieiieeciie ettt sbe e e ste e ste e sbee e sabeesbaeesaseesnbeeenaseenns 32
Figura 3. Hormonas vegetales y sus funciones en la planta .......cccceeeeiiiiicciec e 35
Figura 4. Principales tipos de movilidad bacteriana .........cccccveei i e 38

Figura 5. Sistema QS Luxl/LuxR encargado de la regulacién de la expresidn de luminiscencia en A.
L1 ol a1 S TSP RTSPRRUPPRTRI 41

Figura 6. Estructura quimica de algunas AHLs con y sin sustituciones en posicion 3.........cccccceeeecvveeeennen. 42

Figura 7. Principales tipos de enzimas QQ segun su mecanismo de degradacion de las moléculas AHLs.
[ N I VoY 0 s T 1T g 1 = 1 =1 e o - [P PUPR 43

Figura 8. Ciclo de infeccion de las enterobacterias de la podredumbre blanda en patatas.........c........... 46

Figura 9. Ciclo de infeccién de E. amylovora, agente causante del fuego bacteriano, en arboles de la

FAMITIA ROSACE@E. ...eeii ittt e e ettt e e e st e e e e bbe e e esasbaeeesssbeaeeassbeeeesasseeeeasseeesansees 47
Figura 10. Mecanismo de infeccidn de P. syrinage pv. tomato en las hojas de tomate.......c.cccccevveeenneee. 48
Figura 11. Estudio de la colonizacidn de raices de tomate por las cepas seleccionadas.........c..ccveeenneee. 72
Figura 12. Representacion de la actividad de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) ..................... 78

Figura 13. Representaciéon de la actividad de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

dependiente de NADP (NADP-GAPDH) ......coociiiiiieciie ettt te e st e e rtte e s te e staeesateeebaeesaseesataessseesnsaeensneas 79
Figura 14. Representacion esquematica de la determinacién de la actividad de la enzima ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) .........cccueeeiuieeiereeireeeiteeeeteeeeteeeeteeeiteeesteeeseteeeetaeesreeeeseeesareeens 80
Figura 15. Representacion esquematica de la actividad de la enzima invertasa acida .........ccccccccuveeenneee. 81

Figura 16. Representacién esquematica de las reacciones implicadas en la determinacion de ascorbato

reducido (AscH) y ascorbato OXidado (ASC) .....eiiicciieeieiiee ettt eetee e et e e e e ebe e e e e e bae e e e beee e eeanes 83
Figura 17. Representacion esquematica de las reacciones empleadas en la determinacion de glutation
reducido (GSH) Y OXidadO (GSSG)...cccuuiiiiuiieiieeeiee et e steeestte et e st e e stte e ste e e s raeesteeebeeessseesnsaeessseesseeessseenns 83
Figura 18. Representacion esquematica de las reacciones ciclicas necesarias para la determinacion de
YDA e [T NN SRR 84
Figura 19. Representacidon esquematica de la reaccién de formacidn de iones triyodo a partir de yoduro
potasico (KI) y peréxido de hidrogeno (H202) en medio acido. ......cccocueeeeiciiieicciiee et 86
Figura 20. Ensayo de difusidn en placa Petri para la determinacién de quorum quenching. ................... 89
Figura 21. Interferencia en la virulencia de los fitopatégenos mediante cocultivo. ........cccccveviviiieeennnen. 92
Figura 22. Determinacidn de la dosis infectiva en A. thaliana Col-0...........cccceeeieiiiieciiee e 93
Figura 23. Distribucidn de las zonas de muestreo en el Saladar de El Margen ........cccccoveeevcieeeeccieeenns 108
Figura 24. Bacterizacion de semillas de tOmMate ........cocciiiiiiiiiii e e 112

Figura 25. Variacion en el crecimiento de las plantas de tomate inoculadas con las cepas bacterianas de
L1 {0 [To T O T OO OO PP RTOPRTOPRPRPPPRR 115

15



Figura 26. Efectos en el desarrollo foliar y radicular tras el tratamiento por irrigacion radicular con las
cepas EN21 y SN31 en plantas de tOMAte.......ceeei ittt erarrr e e e e e e e ra e e e e e e e 115

Figura 27. Actividad quorum quenching de la cepa P6 frente a AHLS Sintéticas. ......ccccceeevrcveeerrcveennnnns 117

Figura 28. Reconstruccidn filogenética de la cepa N3 y las cepas mas proximas basada en la secuencia
del gen ARNr 16S mediante el algoritmo de mdaximum-likelihood basado en modelo Kimura 2-
[ F =10 1 =N 1 o LSRR 119

Figura 29. Reconstruccion filogenética de la cepa Z8' y las cepas mds préximas basada en la secuencia

del gen ARNr 16S mediante el algoritmo de neighbour-joining .........cccccvvvieiiiiiie e 120
Figura 30. Posicién filogenética de la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa N10" y su relacién con otras
cepas préximas basada en el algoritmo de neighbour-joinNiNg ........cccceeecieeercciii e 121
Figura 31. Determinacidon de la movilidad de tipo swimming en placas de TSB ..........cccceevciveeeeiieeeens 136
Figura 32. Distribucidn de los clusters de genes de movilidad asociados al movimiento flagelar.......... 137

Figura 33. Recuentos del ensayo de quimiotaxis en capilar de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis

NS Y P.SEGELIS PO ... ann 138
Figura 34. Distribucidn de los clusters de genes de quimiotaxis y movilidad.......c..cccoeevveeiiciieeiicinenenns 139
Figura 35. Determinacidn de la produccidn de biofilm en placa microtiter ..........c.cccecvveeivcvuveeseicnennnnns 140

Figura 36. Andlisis de la colonizacidn de raices de tomate por las cepas S. equorum EN21y P. castrilensis

Figura 37. Analisis de la colonizacidn de raices de tomate por la cepa P. segetis P6.........ccoveevrcreeennns 142

Figura 38. Analisis de biomasa y contenido en clorofila de las plantas de tomate irrigadas con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. SEEELIS PB. ......coevciiieiiiiiiiecciee ettt e e saaee s 144

Figura 39. Estudio de compuestos del metabolismo central de hojas de plantas de tomate tratadas con
las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 mediante irrigacion.........ccccecvvveeevcveeennns 145

Figura 40. Caracterizacion del perfil redox de hojas de plantas de tomate tratadas con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 mediante irrigacion ..........cccceeeeecieeeeicieeeeccieee e, 147

Figura 41. Andlisis de la actividad de enzimas del metabolismo central de plantas de tomate tratadas
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. SEZELIS P6........ccccueeeeiiiieeeeiiieee et 148

Figura 42. Determinacién semicuantitativa de fitohormonas en las hojas de las plantas de tomate
irrigadas con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3y P. segetis P6.........cccceeeecieeeiecieeeecciieeeens 149

Figura 43. Ensayo de toxicidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en
NAUPIIOS B A. SAIING. ... e et e e e et e e e e bt e e e e e bbeeeeebteeeeebeeeeeesaseeeaseeeaesassaeananes 165

Figura 44. Actividad quorum quenching en cocultivo de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y
P. segetis P6 y los fitopatdgenos E. amylovora, D. solani, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp.
carotovorum y P. syringae pv. tomato DC3000. ......ccoeeviiiiiiiiiiiiiiee e 166

Figura 45. Efecto de la interferencia de los sistemas quorum sensing de los fitopatégenos D. solani y P.
Syringae pV. tomMato DC3000 .......cciiiiiiiiiiii et e e 167

Figura 46. Determinacién de la localizacidn de la actividad quorum quenching sobre C10-HSL mediante
(YR N o e [l LU R (o T o I = a1 ] - [or- [P SR 169

Figura 47. Identificacién del enzima QQ tipo lactonasa mediante la prueba de la restauracion del anillo
lacténico a pH acido, empleando C10-HSLy C12-HSL cOmMO SUSLIratos......ccccuveeeecieeeeeiieeeeccieeeeesiinee e 170

Figura 48. Determinacidn semicuantitativa de AHLs remanentes por HPLC-MS .........ccccccovciiieeeviineenns 170

16



Figura 49. Reconstruccion filogenética basada en las secuencias de aminoacidos de las enzimas
pertenecientes a las principales familias de acilasas y lactonasas y de las secuencias de las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 empleando el algoritmo de Neighbor-Joinning ......... 172

Figura 50. Alineamiento multiple de la secuencia de las lactonasas de las cepas S. equorum EN21 y P.
castrilensis N3 y las secuencias de las principales lactonasas de la familia de las metalo-B-lactamasas 174

Figura 51. Alineamiento multiple de la secuencia de las acilasas de las cepas P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 y las secuencias de las principales acilasas de la familia de las penicilina G acilasas ............. 175

Figura 52. Analisis estructural in silico de las acilasas y lactonasas de las cepas S. equorum EN21, P.
ot I {1 L= T N I A e YY1 4 o SR 177

Figura 53. Evaluacién de la actividad quorum quenching tras la clonacidn de las acilasas A y B de la cepa
P. SEEELIS PB €N E. COli DHS O ..uviiiiiiiieiciiiee ettt ettt ettt e e e tre e e e et e e e e e btee e e eabteeeesabaeeessntaaeesnssaeaeanns 178

Figura 54. Determinacion de la dosis infectiva de P. carotovorum subsp. carotovorum en plantas de A.
1 g o] 1o Ta ol ©o) O PSP 190

Figura 55. Evaluacion de la interferencia en la patogenicidad en plantas de A. thaliana Col-0 mediante
cocultivos P6 a distintas concentraciones de PatOZENO0 .....cccvcviiiiiciiiie e 191

Figura 56. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en A. thaliana
Col-0 mediante cocultivo con 1a CEPa P. SEGELIS PO .....ccccuuveeiiciiiieeciiie ettt s saree s 191

Figura 57. Micrografias de las hojas de A. thaliana Col-0 procedentes del ensayo de interferencia en la
patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 obtenidas mediante microscopia DIC....................... 192

Figura 58. Micrografias de las hojas de A. thaliana Col-0 procedentes del ensayo de interferencia en la
patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 obtenidas mediante microscopia de fluorescencia.. 192

Figura 59. Determinacion de la concentracidn de clorofila por espectrofotometria en las plantas de A.
thaliana Col-0 tratadas con los monocultivos de las cepas de estudio y los cocultivos de estas con el
patdgeno P. syringae pv. tomato DC3000.........cccccuiieiiiiieeeeiiieeeecteeeeeetteeeeestteeeeeerteeeeseseseessasseeesssssseesanns 193

Figura 60. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de E. amylovora en peras (P. communis cv.
Blanquilla) mediante cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6......... 194

Figura 61. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de D. solani en patatas (S. tuberosum cv.
Monalisa) mediante cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6.......... 195

Figura 62. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de D. solani en patatas (S. tuberosum cv.
Monalisa) mediante cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6.......... 196

Figura 63. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. carotovorum subsp. carotovorum en
zanahorias (D. carota cv. Amsterdam 2) mediante cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P.
CASEIIIENSIS N3 Y P. SEGETIS PB.......eeeeeereee et eeee e ettt e e e s te e e e e tte e e e et e e e s e atae e s eateeesenstaeaeentaeaeennseeeeennsens 198

Figura 64. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de
tomate (S. lycopersicum var. Roma) mediante cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3
AV Y= T=1 L o TP P PP PPPPPPPPPPPPPPPPPRE 200

Figura 65. Determinacidn del peso seco (mg) en plantas de tomate tras la pulverizacion con los mono y
cocultivos de P. syringae pv. tomato DC3000 y las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis

Figura 66. Micrografias de las hojas de tomate procedentes del ensayo de interferencia en la
patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 por parte de la cepa S. equorum EN21..................... 201

Figura 67. Determinacién de la concentracion de clorofila total en plantas de tomate tratadas con los
mono y cocultivos de las cepas de estudio por espectrofotometria........ccocvveeivciiieicciiie e, 201

17



Figura 68. Detalle de la sintomatologia detectada en las plantas de tomate tratadas con el patégeno P.
syringae pv. tomato DC3000 mediante irrigacién previa con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis
NB Y P.SEEELIS PO ..eeeeeiiiiiieiiieee ettt ettt et e e e et r et e e e e e s e s aabeba e e e e e e e s s aaabbtaeeeeeeeaannbteaeeeeeeeaannn 203

Figura 69. Detalle de la sintomatologia detectada en las plantas de tomate tratadas con los cocultivos
entre el patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 y las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
S OEIS P i 204

Figura 70. Analisis de biomasa y contenido en clorofila en las plantas de tomate tras el irrigadas con las
cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3y P. SEEELIS PB......cuveieeiiieieciiiiee et 205

Figura 71. Estudio de depdsitos de calosa en las hojas de tomate procedentes del ensayo de
interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 por irrigacidn previa con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3y P. SEGELIS PB..........eeeeccureeeeiiiieeeiiieeeeeciee e e eireeeesnteeesenraee e esraeseeennes 207

Figura 72. Mapas de calor del analisis del metabolismo central en el biocontrol del patégeno P. syringae
pv. tomato DC3000 por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas
(o LI o] o g - SRS 208

Figura 73. Analisis de la varianza de los resultados de metabolitos en el biocontrol del patdégeno P.
syringae pv. tomato DC3000 por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en
(o] ETaN € Te [ o s o - (ISP PRPROPPRRN 209

Figura 74. Mapas de calor del andlisis del balance redox en el biocontrol del patdgeno P. syringae pv.
tomato DC3000 por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de
L0e] 0= L (OO OT PP OPPPRR PPN 210

Figura 75. Andlisis de la varianza de los resultados de compuestos redox obtenidos tras los tratamientos
por irrigacion previa y mediante cocultivo entre el patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 y las cepas
S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. SEEELIS PO......ccoecuiiiiiiiiiee ettt e e e 211

Figura 76. Analisis de la actividad de enzimas del metabolismo central de las plantas de tomate en el
biocontrol del patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 por parte de las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6 tras los tratamientos por irrigacién previa y mediante cocultivo............ 213

Figura 77. Mapas de calor del andlisis del perfil hormonal en el biocontrol del patégeno P. syringae pv.
tomato DC3000 por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de
L] 4 - 1 f T PSPPSR UPUTPTOPPP 214

Figura 78. Andlisis de la varianza del perfil hormonal tras los tratamientos por irrigacion previa y
mediante cocultivo entre el patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 y las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6. A, andlisis de componentes principales (PCA); B, analisis bivariable entre
cada tratamiento y los distintos compuestos redox analizados. (p < 0,05, N=3-5).....cccccccevvieerieerrveennn 215

Figura 79. Evaluacion de la capacidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6
para tolerar [a Presion NiAriCaA . ... i e et e e e st e e e e s bee e e e sataeeesssraeeeeans 217

Figura 80. Estudio in vitro de la tolerancia a estrés hidrico en plantas de A. thaliana Col-0 mediante la
inoculacidn con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3y P. segetis P6 .......ccccccvveevvcieeeeccieeennns 218

Figura 81. Evaluacion del impacto del estrés hidrico en plantas de A. thaliana Col-0 tras la inoculacién
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. S€getiS P6.......cccccueeeviureieiiiieeeciireee e e esveee 219

18



Indice de tablas

Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en esta tesis y sus principales caracteristicas.........cccceceeevvveeeennen. 60
Tabla 2. Plasmidos empleados en este trabajo y sus principales caracteristicas. .......cccccceevvvveeeeciieeeennen. 62

Tabla 3. Primers empleados en este trabajo, su secuencia y su funcién. Las secuencias de corte de las
enzimas de restriccion se MuUestran SUBIrayadas........ccceccveeeieciieee ettt e et e e e eare e e e enaaeeeeans 97

Tabla 4. Recuento de cepas seleccionadas en base a su morfologia colonial procedentes de los
aislamientos de las muestras de plantas, suelos y aguas en el Saladar de El Margen.........ccccccvveeevunnenn. 109

Tabla 5. Caracterizacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vitro de las cepas
3] =T olol o o F=To - TP RSPSPROPPPRPRO: 110

Tabla 6. Rango de tolerancia salina y concentracién éptima de crecimiento de las cepas bacterianas. 111
Tabla 7. Bacterizacion de semillas de tomate con las distintas CePas........ccceeeecireeeccieeececiee e 113

Tabla 8. Variacion del crecimiento y desarrollo de plantas de tomate tratadas con las cepas bacterianas

mediante irrigacidn radicular y mediante la combinacidn biopriming+irrigacion........ccccccovcvvveeviiieennns 116
Tabla 9. Determinacion de la actividad quorum quenching empleando AHLs sintéticas...........ccceeeneee. 117
Tabla 10. Identificacién taxondmica de las cepas basada en la secuencia del gen ARNr 16S................. 118

Tabla 11. Actividad antibacteriana de las cepas QQ mediante ensayo de difusidn en pocillo frente a los
(o] gT o[ oF | LT Lo Yo - [ e ={=T s o 1PN 122

Tabla 12. Recuentos de epifitos del ensayo de colonizacion de las raices de tomate .......cccceeeeeennnnneeen. 141

Tabla 13. Caracterizacién fenotipica de los cocultivos entre las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3
y P. segetis P6 con los distintos fitopatOgENOS. ......cccccvieiiiiiiiiicee e 168

Tabla 14. Analisis de la virulencia de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de tomate irrigadas
previamente con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 y tras la pulverizacion de
los cocultivos entre cada una de las cepas y €l PatOZENO0.........cccccuviieieciiieecee ettt e saree e 206

Tabla 15. Enzimas y transportadores relacionados con la tolerancia a estrés hidrico localizados en el
genoma de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. .......cccceeecrieeeeiiiee e, 217

Tabla 16. Evaluacidon de la colonizaciéon de las raices de plantas de A. thaliana Col-0 O tras la inoculaciéon
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. SEEELIS PB........ccccueeeeeiiieeeeiiiieee et e e 220

19



indice Anexo

Figura S1. Andlisis de K-medias de los resultados del analisis de compuestos de metabolismo central en
el biocontrol del patégeno P. syringae pv. tomato (Pst) por parte de las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de tOmMate ......c.c.eeeieiiiieicciiie e e 292

Figura S2. Analisis de K-medias de los resultados del analisis de compuestos redox en el biocontrol del
patdgeno P. syringae pv. tomato (Pst) por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 €N Plantas de TOMALE ...ccccuiiii it e e e st e e e st e e e s e nta e e e e nrae e e e nnrees 292

Figura S3. Andlisis de K-medias de los resultados del andlisis de fitohormonas en el biocontrol del
patdgeno P. syringae pv. tomato (Pst) por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 €N Plantas de TOMALE ....ccccuiii i e e e et e e e e abe e e e e abe e e e e nrae e e e nnrees 293

20



Abreviaturas

ABA
AIA
Ap
Asc
AscA
Cm
DHA
ERA
GA3
GABA
GFP
Gm
GSH
GSSG
ISR
JA

Km
LB
Mela
NAD+
NADH
NADP+
NADPH
p/v
PEG
PGP
QQ
Qs
SA
SAR
TSA
TSB
UFC
v/v
X-gal

Acido abscisico

Acido indolacético

Ampicilina

Ascorbato total

Ascorbato reducido

Cloranfenicol

Dihidroascorbato

Exudados radiculares artificiales

Acido giberélico

Acido y-aminobutirico

Proteina verde fluorescente (green flourescent protein)
Gentamicina

Glutation reducido

Glutation oxidado

Resistencia sistémica inducida

Acido jasménico

Kanamicina

Luria-Bertani

Metiljasmonato

Nicotin adenin dinucledtido oxidado

Nicotin adenin dinucleétido reducido
Nicotin adenin dinucledtido fosfato oxidado
Nicotin adenin dinucledtido fosfato reducido
Relacion peso/volumen

Polietilenglicol

Promocién del crecimiento vegetal (Plant growth promoting)
Quorum quenching

Quorum sensing

Acido salicilico

Resistencia sistémica adquirida

Agar de triptona y soja

Caldo de triptona y soja

Unidades formadoras de colonias

Relacion volumen/volumen
5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopirandsido

21



22



Resumen

La industria agricola estd alcanzando una situacion limite debido al desproporcionado uso de
fertilizantes y pesticidas quimicos para aumentar la produccién y combatir los fitopatdgenos.
Ademas, los desafios del cambio climatico generan un entorno hostil para los cultivos por el
incremento de temperatura, de salinidad en el suelo o la sequia.

Numerosos estudios han demostrado los beneficios del uso de bacterias con actividad
promotora del crecimiento vegetal (PGP) en la agricultura en condiciones de estrés bidtico y
abidtico. Por otra parte, existe una evidencia experimental de que los sistemas de comunicacién
quorum sensing (QS) estan muy extendidos entre los microorganismos procariotas, y las moléculas
N-acil homoserina lactonas (AHLs) controlan numerosos factores de virulencia en ellos. En las
ultimas décadas, han sido numerosos los esfuerzos para reducir el uso de fertilizantes quimicos y
antimicrobianos en los campos de cultivo con el fin de evitar la salinizacién de los suelos y la
aparicion de resistencias. Una alternativa a estos nocivos métodos podria ser el uso de cepas
bacterianas que combinen la actividad promotora del crecimiento vegetal y la interferencia en la
virulencia de fitopatégenos mediante quorum quenching (QQ). Con este propdsito, se realizd un
muestreo en el Saladar de El Margen (Granada), para conseguir aislar cepas que, ademas de tener la
capacidad de resistir las condiciones climaticas adversas como la salinidad o la sequia, cumplan con
estas dos caracteristicas.

En primer lugar, el muestreo en plantas, suelos y aguas del Saladar, un ambiente hipersalino y
semiarido tuvo como resultado el aislamiento de 320 cepas en base a su morfologia colonial. Estas
junto con otras 71 cepas previamente aisladas por el grupo BIO 188 de ambientes salinos
conformaron la coleccién de cepas de estudio de esta tesis doctoral. Tras un cribado inicial in vitro
de caracteristicas relacionadas con la promocién del crecimiento vegetal en 391 cepas, se
seleccionaron 14 por su elevado potencial PGP que ademds demostraron una gran tolerancia a la
salinidad. Los ensayos de promocién del crecimiento in vivo mostraron la capacidad de algunas de
actuar positivamente sobre la germinacién y el vigor de semillas de tomate, asi como en el
crecimiento y el desarrollo de la planta. Algunas exhibieron capacidad de interferir en los sistemas
QS mediante una elevada versatilidad en la degradacién enzimatica de AHLs sintéticas. El andlisis
taxondmico permitié identificarlas como miembros de los géneros Bacillus, Cobetia, Paenibacillus,
Peribacillus, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Psychrobacillus y Staphylococcus, siendo tres de
ellas nuevas especies, Psychrobacillus vulpis Z8" (Rodriguez et al., 2019), Paenibacillus lutrae N10"
(Rodriguez et al., 2019) y Peribacillus castrilensis N3T (articulo en preparacién).

En base a su potencial PGP y a su actividad QQ in vitro, se seleccionaron 3 cepas: Staphylococcus
equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 y Pseudomonas segetis P6, todas ellas aisladas de la
rizosfera de la planta haldfila Salicornia hispdnica.

Se determind la interaccion planta-microorganismo a través del estudio de la movilidad, la
quimiotaxis a acido y-aminobutirico (GABA) y exudados radiculares de plantas, asi como la
formacién de biofilm y la produccién de exopolisacdridos, todos ellos factores asociados a la
colonizacion radicular de las plantas. Se demostré una movilidad de tipo swimming y swarming en la
cepa P. castrilensis N3 y de tipo swimming, swarming y twitching en la cepa P. segetis P6. Todas
mostraron atraccion hacia los distintos compuestos y exudados de plantas ensayados, asi como
capacidad de formar biofilm en distintas condiciones de cultivo con o sin suplementaciéon de
exudados de plantas como inductores de la formacién de estas biopeliculas. Unicamente la cepa P.
segetis P6 fue capaz de producir exopolisacdrido. Estos resultados fueron confirmados mediante el
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analisis de genes asociados con la movilidad, la quimiotaxis y la produccién de exopolisacaridos. Un
ensayo de colonizacién radicular in vitro en plantas de tomate finalmente confirmé que estas cepas
realizan una colonizacion eficiente de la raiz de la planta.

Mediante un primer ensayo in vivo en plantas de tomate se demostré un incremento en el peso
de la parte aérea y radicular, asi como un elevado desarrollo de su arquitectura radicular. Estos
efectos positivos son consecuencia de varios factores: un claro impacto en el metabolismo del
nitrégeno de las plantas asociado a un aumento de aminoacidos y proteinas la ausencia de estrés en
la planta, a un incremento de la actividad de enzimas relacionadas con la fijacion de CO, y la
asimilacion de amonio, y al notable incremento de la concentracién de acido indolacético en las
plantas tratadas con las tres cepas, todo ello sin causar estados de estrés en la planta.

En relacién con la actividad frente a fitopatdgenos las tres cepas degradaron las AHL de Dickeya
solani, Erwinia amylovora, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum y Pseudomonas syringae pv. tomato, lo que se tradujo en la interferencia de
determinados rasgos fenotipicos que podrian afectar a su virulencia, como son la movilidad o la
actividad enzimatica. Se identificaron una enzima de tipo lactonasa en la cepa S. equorum EN21, dos
enzimas de tipo acilasa en la cepa P. segetis P6 y una enzima de cada tipo en la cepa P. castrilensis
N3, mostrando todas ellas homologia con otras enzimas QQ previamente descritas. Estos hallazgos
se confirmaron posteriormente por HPLC-MS y mediante el andlisis gendmico y estructural. En el
caso de las acilasas de la cepa P. segetis P6 la actividad fue confirmada mediante una expresién
heterdloga en E. coli DH5a.

Los resultados de la inhibicién de la virulencia en patatas, peras y zanahorias sefialaron la
capacidad de P. segetis P6 de inhibir completamente la virulencia de los fitopatdégenos ensayados,
Por el contrario, S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 dieron lugar a un control parcial de la
infeccidn, salvo en el caso de esta ultima que inhibid totalmente la sintomatologia producida por D.
solani. Con respecto a los ensayos de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato en
plantas de tomate, todas las cepas redujeron la incidencia y la severidad de la infeccidn e
incrementaron la biomasa y la clorofila. El andlisis de metabolitos primarios y de compuestos redox,
de la actividad enzimatica y del perfil de fitohormonas, justificéd estas propiedades.

Por ultimo, se analizo el papel de estas cepas en el crecimiento de las plantas bajo condiciones
de estrés abidtico, en concreto, estrés hidrico y se observaron indicios de la capacidad de estas
cepas para promover el crecimiento de las plantas de A. thaliana en condiciones de sequia al
observar un incremento de la biomasa aérea y radicular con respecto a las plantas control.

A la luz de nuestros resultados podemos afirmar que los ambientes salinos y aridos constituyen
una fuente poco explorada de microrganismos con propiedades interesantes en la industria agricola
constituyendo una alternativa eficaz, segura y respetuosa al uso de fertilizantes y pesticidas
quimicos en los campos de cultivo.
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Summary

Agricultural industry is reaching a limit situation due to the disproportionate use of chemical fertilizers
and pesticides to increase production and fight phytopathogens. In addition, the challenges of climate
change generate a hostile environment for crops by the increase in temperature, soil salinity or drought.

Numerous studies have shown the benefits of using bacteria with plant growth promoting activity (PGP)
in agriculture under biotic and abiotic stress. Moreover, there is experimental evidence that quorum
sensing (QS) communication systems are widespread among prokaryotic microorganisms, and N-
acylhomoserine lactones (AHLs) molecules control numerous virulence factors in them. In recent
decades, there have been numerous efforts to reduce the use of chemical and antimicrobial fertilizers in
crop fields in order to prevent soil salinization and resistance emergence. An alternative to these
harmful methods could be represented by the use of bacterial strains which combine plant growth
promoting activity with the interference in the pathogens virulence by quorum quenching (QQ). For this
purpose, samples were taken from the Saladar de El Margen (Granada), to isolate strains which possess
the ability to resist adverse climatic conditions such as salinity or drought, while meet these two
characteristics.

First, sampling in plants, soil and water from the Saladar, a hypersaline and semi-arid environment
resulted in the isolation of 320 strains based on their colonial morphology. These, together with 71
strains previously isolated by the BIO 188 group from saline environments made up the collection of
study strains of this doctoral thesis. After an initial in vitro screening of characteristics related with plant
growth promotion in 391 strains, 14 were selected for their high PGP potential which also demonstrated
a high tolerance to salinity. In vivo growth promotion assays showed the ability of some to act positively
on the germination and vigour of tomato seeds, as well as in the growth and development of the plant.
Some of them exhibited the ability to interfere with QS systems through high versatility of synthetic AHL
enzymatic degradation. Taxonomic analysis allowed us to identify them as members of the genera
Bacillus, Cobetia, Paenibacillus, Peribacillus, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Psychrobacillus and
Staphylococcus, three of them constituting new species, Psychrobacillus vulpis Z8" (Rodriguez et al.,
2019), Paenibacillus lutrae N10" (Rodriguez et al., 2019) and Peribacillus castrilensis N3 (article in
preparation).

Based on their in vitro PGP potential and QQ activity, 3 strains were selected: Staphylococcus equorum
EN21, Peribacillus castrilensis N3 and Pseudomonas segetis P6, all of them isolated from the rhizosphere
of the halophilic plant Salicornia hispanica.

Plant-microorganism interaction was determined through the study of motility, chemotaxis to y-
aminobutyric acid (GABA) and root exudates, as well as the formation of biofilm and the production of
exopolysaccharides, all factors associated with plant root colonization. Swimming and swarming motility
was demonstrated in P. castrilensis N3 and swimming, swarming and twitching in the P. segetis P6. All
showed attraction to the different compounds and plant root exudates tested, as well as the ability to
form biofilm in different growing conditions with or without supplementation of plant exudates, as
inducers of the formation of these biofilms. By contrast, only P. segetis P6 was able to produce
exopolysaccharide. These results were confirmed by genome mining of genes associated with motility,
chemotaxis, and exopolysaccharide production. An in vitro root colonization trial on tomato plants
finally confirmed that these strains perform efficient colonization of the plant's root.

A first in vivo test in tomato plants demonstrated an increase in the weight of the aerial and root part,
as well as a high development of its root architecture. These positive effects are the result of several
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factors: a clear impact on the nitrogen metabolism of plants related with an increase in amino acids and
proteins, an increase in the activity of enzymes related to CO2 fixation and ammonium assimilation, and
the notable increase in indoleacetic acid concentration in plants treated with these three strains, all this
without causing states of stress in the plant.

In relation to the activity against phytopathogens the three strains degraded Dickeya solani, Erwinia
amylovora, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum and
Pseudomonas syringae pv. tomato AHLs, which translates into the interference of certain phenotypic
traits that could affect their virulence, such as motility or enzymatic activity. A lactonase-type enzyme
was identified in S. equorum EN21, two acylase-type enzymes in P. segetis P6 and one enzyme of each
type in P. castrilensis N3, all of which showed homology with other previously described QQ enzymes.
These findings were subsequently confirmed by HPLC-MS and by genomic and structural analysis. In the
case of acylases of P. segetis P6, the activity was confirmed by a heterologous expression in E. coli DH5a.

Results from the interference of virulence assays in potatoes, pears and carrots indicated the ability of P.
segetis P6 to completely inhibit the virulence of the tested phytopathogens. By contrast, S. equorum
EN21 and P. castrilensis N3 resulted in a partial control of the infection, except for the last strain which
totally inhibited the symptomatology produced by D. solani. Regarding the interference tests on P.
syringae pv. tomato pathogenicity in tomato plants, all strains reduced the incidence and severity of
infection and increased plant biomass and chlorophyll content. An analysis of primary metabolites and
redox compounds, enzymatic activity and phytohormone profiling, justified these properties.

Finally, the role of these strains on growth promotion under abiotic stress, in particular drought stress,
was analysed and we detected clues of the ability of these strains to promote the growth of A. thaliana
plants under drought conditions, what was associated with an increase in aerial and root biomass with
respect to the control plants.

Summarizing our results, we can affirm that saline and arid environments constitute an unexplored
source of microorganisms with interesting properties for the agricultural industry constituting an
effective, safe and eco-friendly alternative to the use of chemical fertilizers and pesticides in crop fields.
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1. La Revolucion Verde 2.0 o la Bio-Revolucidon

A mediados del siglo XX, la agricultura experimentdé una gran revolucidon a nivel mundial que
permitié incrementar la produccidn vegetal y proveer de alimentos a una poblacién que mostraba un
elevado crecimiento en un espacio muy corto de tiempo, a la vez que el excedente de la produccién se
convirtié en un producto de mercado. Esta se conocié como “la Revolucidn Verde” y fue posible gracias
a la implementacién de nuevas técnicas de regadio, de cultivo basadas en el uso de insumos quimicos
(fertilizantes, pesticidas y herbicidas) y en la mejora y seleccion de las variedades de las plantas
empleadas en los campos de cultivo, especialmente de maiz, trigo y arroz (Backer et al., 2018). Esto ha
hecho que la produccién de vegetales, frutas, y raices y tubérculos alcancen valores de 1088,8; 1020,2 y
832,1 millones de toneladas en el afio 2018, respectivamente (FAO, 2020).

A pesar de los beneficios y avances que generd esta revolucion, el cultivo intensivo, junto al uso
indiscriminado de fertilizantes y pesticidas de origen quimico han provocado una severa degradacion del
suelo de cultivo por salinizacidon y acidificacion de éste, una elevada contaminacién de las aguas
subterraneas, asi como una intensa pérdida de biodiversidad de la microbiota presente en el suelo y la
aparicion o seleccion de cepas resistentes (Mishra et al., 2020; Van Vu et al., 2019). Actualmente, el uso
de estos insumos estd alcanzando niveles limite con un consumo anual de 188,2 y 4,12 millones de
toneladas de fertilizantes y de pesticidas, respectivamente, en una superficie de 4826,6 millones de
hectdreas a nivel mundial (Fig. 1) (FAO, 2020). A causa de esto, a mediados de la primera década del
siglo XXI se produjo una desaceleracién en la produccion de alimentos de origen vegetal con respecto al
constante crecimiento de la poblacidn, que se estima que alcanzard los 9.800 millones de habitantes en
el afio 2050, lo que unido a los desafios que plantea el cambio climatico (salinizacién, sequia y
desertificacidon, erosidon y disminucion del terreno de cultivo por un incremento del nivel del mar)
suponen un nuevo reto para la industria agricola en las proximas décadas, haciendo necesaria una
nueva revolucién (Benbi, 2017; Pingali, 2012).

Si bien la industria apuesta por una segunda revolucion basada en la modificacidn o edicién genética
de las especies de cultivo para aumentar su productividad y/o su resistencia a los fitopatdgenos, esta
tecnologia es aun incipiente y afronta férreas restricciones legislativas, especialmente en la Unidn
Europea, por lo que no constituye una posible solucién a corto plazo (Ledford, 2019; Mallapaty, 2019).
En cambio, hace décadas que se inicid el estudio de ciertos microorganismos que actlan como
bioestimulantes y agentes de biocontrol en los campos de cultivo y que se conocen como
microorganismos promotores del crecimiento vegetal (PGPM, Plant Growth Promoting
Microorganisms). Estos constituyen una excelente alternativa al uso de fertilizantes y pesticidas de
origen quimico, y llevan décadas empleandose en la agricultura orgdnica, aunque esta Unicamente
constituye el 1% del total en la actualidad. Es por ello que muchos autores apuestan por estos
microorganismos como los protagonistas de la segunda revolucidn en la industria agricola, ya conocida
como “la Revolucion Verde 2.0” o “la Bio-Revolucion” (Timmusk et al., 2017; Vacheron et al., 2015; Zaidi
et al., 2019).
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Figura 1. Consumo de fertilizantes (A) y de pesticidas (B) expresado segun los distintos paises en el afio 2018 (izquierda) y de
manera global en cada continente desde el inicio del siglo XXI (derecha). Los graficos indican el aporte de cada continente al
consumo total y se expresa en porcentaje. Imagenes y graficos adaptados de FAO, 2020.

2. La rizosfera y los microorganismos rizosféricos

En las Ultimas décadas, cada vez son mas los estudios que analizan la implicacidn de la microbiota
presente en los campos de cultivo en la productividad y salud de las plantas, especialmente en la zona
influenciada por los exudados de las raices de las plantas, lo que se conoce como rizosfera (Hartmann et
al., 2009). La rizosfera es la porcién de tierra adyacente a las raices y cuya composicidon se ve afectada
por la liberacién de exudados ricos en azlcares, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas y enzimas que
secretan estas (Badri et al., 2009). En este ambiente, las bacterias son los microorganismos
predominantes. Asi, por cada gramo de suelo se estiman valores de 10% - 10° bacterias, 10® — 108
arqueas, 107 — 10® actinomicetos, 10°— 10° hongos, 10°— 10° algas, 10%— 10° protozoos y 10 nematodos
(Rughoft et al., 2016). Ademas de ser las mas abundantes, su diversidad metabdlica y su capacidad para
usar distintos sustratos como fuentes de energia, hacen de las bacterias unos interesantes aliados para
las plantas. Asi, se han denominado bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, Plant Growth
Promoting Bacteria) a aquellas cepas que tienen un impacto positivo en el crecimiento, la productividad
y/o en la resistencia a enfermedades de las plantas y condiciones ambientales adversas (Prasad et al.,
2019). En respuesta a esto, se estima que las plantas invierten un 20% del carbono fijado en el
mantenimiento de la microbiota rizosférica mediante la liberacidon de exudados (Philippot et al., 2013;
Stringlis et al., 2018).

Multitud de estudios han demostrado la actividad PGP de cepas pertenecientes principalmente a los
géneros Azospirillum, Azorhizobium, Bacillus, Burkholderia, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium vy
Serratia (Khatoon et al., 2020). Estas cepas ejercen sus efectos beneficiosos mediante mecanismos
directos e indirectos (Fig. 2). Entre los primeros se encuentra la fijacidon de nitrégeno, la solubilizacion de
fosforo, la produccién de fitohormonas o de la enzima acido 1-aminociclopropanoico (ACC) desaminasa,
mientras que los mecanismos indirectos estan relacionados con la produccidon de sideréforos, de
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enzimas liticas, la induccion de la resistencia sistémica de la planta o el biocontrol de patégenos (Ahmad
et al., 2008; Bharti et al., 2016; Weyens et al., 2009).

Solubilizacién Produccién de
de fosfatos enzimas

Produccién de T Produccién de
fitohormonas ™ sideréforos

Fijacién de
nitrégeno

Induccién de resistencia
sistémica
Produccién de

ACC desaminasa BIoGoRTol

Figura 2. Actividad promotora del crecimiento vegetal ejercida por cepas bacterianas mediante mecanismos directos e
indirectos. ACC, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico.

2.1 Fijacion de nitrégeno

El nitrégeno es imprescindible para la sintesis de una elevada diversidad de biomoléculas y juega un
papel importante en diversos procesos fisiolégicos de las plantas (Leghari et al., 2016). Segun las
estimaciones, la cantidad de nitrégeno total de la geosfera es de 10 toneladas. Sin embargo, sélo el 2%
puede ser utilizado directamente por las plantas, ya que estas pueden asimilarlo en forma de nitrato y
amonio, principalmente, y menos comun, en forma de aminoacidos, oligopéptidos, nucleétidos o urea
(Stevens, 2019; Subba Rao et al.,, 2017). En cambio, la disponibilidad de nitrégeno aumenta
considerablemente cuando interviene la actividad microbiana a través de tres procesos: mineralizacién,
nitrificacion y fijacion (Kemmitt et al., 2008).

La fijacion de nitrogeno gaseoso (N,) es el mecanismo mas frecuente y relevante en el dominio
Bacteria. Los microorganismos diazotrofos son aquellos que llevan a cabo esta fijacion basada en la
transformacion del nitrégeno en dos moléculas de amonio, y su posterior reduccién a amonio, mediante
la actividad de la enzima nitrogenasa.

Las bacterias diazotrofas se clasifican en dos grandes grupos: simbidticas y de vida libre. Las
primeras se caracterizan por la formacién de estructuras especializadas en la fijaciéon de nitrégeno y
estan principalmente representadas por especies de la familia Rhizobiaceae asociadas a plantas
leguminosas, asi como especies de los géneros Azospirillum, Azoarcus y Herbaspirillum asociadas a
cereales, y especies del género Frankia, simbidticas de ciertas dicotiledéneas (Andrews & Andrews,
2017). Por otra parte, se encuentran los diazotrofos de vida libre, descritos principalmente como
miembros de los géneros Acetobacter, Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia,
Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Phyllobacterium, Pseudomonas,
Serratia y Streptomyces (Santoyo et al., 2021).
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2.2 Solubilizacion de fosforo

El fésforo es un elemento indispensable para el crecimiento y desarrollo vegetal que esta implicado
en la mayoria de los procesos metabdlicos como son la fotosintesis, la respiracién o la sintesis de
macromoléculas (Khan et al., 2010). Ademds, interviene en la resistencia a enfermedades, influye en la
floracion y en la maduracion de semillas, y estimula el desarrollo del sistema radicular (Heydari et al.,
2019).

Si bien el fésforo es un elemento muy abundante en el suelo, entre el 95% y el 99% se encuentra en
forma insoluble, mientras que el restante se halla en forma de ortofosfato, siendo facilmente asimilable
por las plantas (Alori et al., 2017). Entre las formas insolubles, se distinguen dos tipos de fésforo: su
forma inorganica (Pi), que corresponde al 35-70% del fésforo insoluble total, y se encuentra como
fosfato di y tricdlcico e hidroxiapatita, formando parte de las rocas sedimentarias, igneas y metamaorficas
(Guignard et al., 2017). El restante se presenta como fésforo organico (Po) representado principalmente
por el acido fitico (Tang et al., 2018; Tiessen, 2008).

Diversas cepas PGP han demostrado su capacidad para aumentar la biodisponibilidad del fésforo
presente en el suelo mediante dos mecanismos:

= Solubilizacién quimica

Se trata de un proceso que afecta a las formas inorganicas de fésforo y estd mediado por la
excrecion de acidos organicos producidos por el metabolismo bacteriano, principalmente el
acido glucdnico, aunque también son importantes el acido lactico, isovalérico, acético, succinico,
citrico u oxalico (Naraian & Kumari, 2017). Estos acidos promueven el intercambio de los
cationes presentes en el fosfato por protones, transformandolos en compuesto solubles. Esta
solubilizacion se ha descrito en diversas especies PGP de los géneros Achromobacter,
Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Cladosporium, Enterobacter,
Erwinia, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Bradyrhizobium y Rhizobium (de Boer et
al., 2019).

= Solubilizacién enzimatica

La solubilizaciéon enzimatica, también conocida como mineralizacion, es una forma de
solubilizacion mediada por enzimas bacterianas y que afecta a los complejos organicos de
fosforo presentes en el suelo. Estas enzimas catalizan la conversion de esos complejos en formas
de fésforo inorganico mediante hidrélisis. Entre ellas destacan las fosfatasas no especificas
(acida y alcalina), la fitasa, cuyo sustrato es el acido fitico, y las fosfonatasas y C-P liasas, que
actuan sobre los fosfonatos (Alori et al., 2017; Sharma et al., 2012). Esta solubilizacién se ha
descrito en numerosas especies PGP de los géneros Arthrobacter, Bacillus, Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Phyllobacterium, Proteus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus y
Serratia (Farias et al., 2018; M. Kumar et al., 2016; Safdarian et al., 2019).

2.3 Produccion de sideroforos

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre y un metal esencial en las
plantas puesto que interviene en la sintesis de la clorofila y del ADN, forma parte de diversas enzimas e
interviene en el cloroplasto a nivel estructural y funcional. En cambio, es dificilmente asimilable por las
plantas puesto que, en presencia de oxigeno se encuentra como ion férrico (Fe*®) formando parte de
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hidréxidos (Fe(OH)s) y de oxohidroxidos (FeO(OH)), compuestos altamente insolubles (Hider & Kong,
2010; Rout & Sahoo, 2015; D.-J. Zhang et al., 2018).

Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular (200-2000 Da) que contienen grupos
hidroxilo y/o carbonilo capaces de quelar el ion férrico con una elevada afinidad. Posteriormente estos
complejos siderdforo-Fe*® son interiorizados en la célula mediante un complejo sistema de transporte
activo. Aunque algunas gramineas producen y excretan fitosideréforos derivados del dcido muginéico
(Masuda et al., 2019), existe una elevada diversidad de cepas PGP con la capacidad para producir estas
macromoléculas. Estas cepas pertenecen a los géneros Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus, Clostridium,
Enterobacter, Geobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia, Staphylococcus vy Streptomyces,
principalmente (Ali & Vidhale, 2013; Hesse et al., 2018; Pahari et al., 2017).

Adicionalmente, la produccién de estos sideréforos por parte de las cepas PGP también estd
implicada en la competicién con otros microorganismos presentes en el suelo por un elemento
indispensable como es el hierro, constituyendo asi un método de biocontrol de patdgenos (Kour et al.,
2019).

2.4 Produccion de fitohormonas

Otro de los mecanismos por los cuales las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
interaccionan con las plantas es mediante la sintesis de fitohormonas y sus andlogos estructurales que
promueven el crecimiento de las plantas y/o su tolerancia a estrés bidtico y abidtico (Fig. 3) (Cassan et
al., 2014; Shigenaga & Argueso, 2016). En base a su estructura y funciones en la planta, las fitohormonas
se clasifican en cinco grupos clasicos: auxinas, giberelinas, citoquininas, etileno y acido abscisico. Esta
clasificacion se ha ampliado en las Ultimas décadas con la incorporacién de brasinoesteroides,
jasmonatos, acido salicilico y estrigolactonas (Lau & Deng, 2010; Tran & Pal, 2014). Entre ellas, cuatro
son producidas por las bacterias PGP: auxinas, giberelinas, citoquininas y acido abscisico.

Auxinas

Las auxinas son una familia de moléculas derivadas del triptéfano que desempefian funciones en
diversos procesos fisioldgicos de la planta, como la elongacidn celular, la divisidn y procesos de
diferenciacién, promoviendo el crecimiento de la planta con especial incidencia en la raiz y en la
arquitectura de esta, incrementando la formacion de pelos radicales (Nascimento et al., 2020; F.
Zhang et al., 2018). Entre los compuestos que forman esta familia, el acido indolacético (AIA) es el
mas representativo y se estima que el 80% de las bacterias PGP tiene la capacidad de sintetizar esta
fitohormona (Kim et al., 2011; Spaepen & Vanderleyden, 2011; Spaepen et al., 2007). Entre ellas, esta
produccién se ha descrito en cepas de los géneros Acidovorax, Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus,
Chryseobacterium, Enterobacter, Methylobacterium, Mycobacterium, Ochrobactrum, Pantoea,
Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas (Eida et al., 2018; Saad et al., 2020; Tabassum et
al., 2017; Tsolakidou et al., 2019).

Giberelinas

Las giberelinas son un grupo de hormonas involucradas en diversos procesos relacionados con el
desarrollo y el crecimiento de la planta tanto en condiciones normales como en situaciones de estrés
(Goswami et al., 2016). Intervienen en la germinacién de semillas, la floracidn, el crecimiento del
tallo y la maduracién de frutos (Martins et al.,, 2019). En condiciones de estrés estas hormonas
regulan los niveles de antioxidantes y la peroxidacién de lipidos de membrana. La produccion de
estas hormonas estd mas restringida y se detecté en cepas PGP de los géneros Acetobacter,
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Azospirillum, Bacillus, Burkholderia y Herbaspirillum (Nagel et al., 2018; Nett, Contreras, et al., 2017;
Nett, Montanares, et al., 2017).

Citoquininas

Las citoquinas son hormonas producidas por cepas PGP que promueven el crecimiento de la
planta interviniendo en la division celular, el retraso de la senescencia y el crecimiento de las hojas y
las raices, asi como en la respuesta a condiciones de estrés abiotico (Zircher & Miiller, 2016). Por
ello, la produccién y liberacion de estas fitohormonas a la rizosfera por cepas de los géneros
Arthrobacter, Bacillus, Azospirillum, Azotobacter, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium vy
Stenotrophomonas, favorece el crecimiento de las plantas afectadas (Glick, 2012; Naz et al., 2009;
Park et al., 2017; Selvakumar et al., 2018).

Acido abscisico

Por ultimo, el acido abscisico interviene en la inhibicidn de la germinacidn de semillas, induce
estados de senescencia y la abscisién de hojas y frutos. A pesar de sus efectos negativos en el
crecimiento de la planta, juega un papel fundamental en la tolerancia al estrés abidtico mediante la
activacion de mecanismos que promueven la tolerancia al estrés, siendo el mas importante el cierre
estomatico. Por ello, las cepas capaces de producir esta hormona suponen un interesante aliado en
ambientes y condiciones hostiles (Munemasa et al., 2015; Sah et al., 2016). La produccién de estas
hormonas por bacterias PGP es relativamente escasa y se ha detectado en cepas de los géneros
Azospirillum, Achromobacter, Bacillus, Brevibacterium, Lysinibacillus, Pseudomonas y Rhizobium
(Cohen et al., 2015; Egamberdieva et al., 2017; Park et al., 2017; Tiwari et al., 2016).
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Figura 3. Hormonas vegetales y sus funciones en la planta. Imagen adaptada de Kathoon et al. (2020).

2.5 Produccion de ACC desaminasa

El etileno, una de las cinco hormonas clasicas, promueve el crecimiento en las plantas interviniendo

en procesos como la germinacidn de semillas y el desarrollo de las raices (Fig. 3) (Hassan et al., 2017).
Sin embargo, también ejerce un papel muy importante en condiciones de estrés bidtico y abidtico, en
las que su concentracién se ve incrementada originando efectos negativos en la planta como la
inhibicion de la elongacién radicular o la defoliacidon, dando lugar a un estado de senescencia en la
planta (Bhattacharyya & Jha, 2012; Brijesh Singh et al., 2019; Hassan et al., 2017). La sintesis de esta
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hormonas se lleva a cabo a partir del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), sustrato que
difunde a la rizosfera a través de las raices. Es ahi donde ciertas cepas bacterianas con la capacidad de
producir la enzima ACC desaminasa degradan este compuesto a a-cetobutirato y amonio, reduciendo
asi la produccion de etileno y constituyendo una fuente de carbono y nitrégeno en la rizosfera (Glick et
al., 1998; Orozco-Mosqueda et al., 2020). Esta actividad ha sido descrita en multitud de géneros como
Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Burkholderia, Citrobacter, Enterobacter, Micrococcus,
Pseudomonas, Ralstonia y Serratia (Acufia et al., 2019; Barnawal et al., 2014; Duan et al., 2013; Lee et
al., 2020; Orozco-Mosqueda et al., 2020) y es especialmente relevante en situaciones de estrés bidtico y
abidtico, pues permiten a la planta desarrollarse reduciendo el impacto del etileno.

2.6 Produccion de enzimas hidroliticas

La produccion de enzimas hidroliticas que exhiben ciertas bacterias PGP es un recurso valioso en la
rizosfera como mecanismo de supervivencia, asi como en las interacciones planta-microorganismo
dentro de los mecanismos indirectos de promocion del crecimiento vegetal. Asi, la produccidon de
enzimas como amilasa, celulasa, lecitinasa, lipasa, pectinasa, proteasa y quitinasa aumentan la
capacidad de las bacterias PGP para utilizar diversos sustratos presentes en los exudados de la planta 'y
detritos celulares, empledndolos como fuente de energia, lo que favorece su establecimiento en la
rizosfera (Behera et al., 2017). Por otra parte, la produccién de estas enzimas por las cepas PGP otorga
una ventaja en la competicién por la colonizacidn de la rizosfera y promueven el crecimiento de la
planta mediante el biocontrol de fitopatdgenos fungicos y bacterianos (Oleniska et al., 2020; Siqueira et
al., 2020). Esta actividad es especialmente abundante y diversa en especies de los géneros Bacillus y
Pseudomonas (Arora et al., 2008, Kumar et al., 2010), aunque también cepas de los géneros
Azospirillum, Frankia, Klebsiella, Paenibacillus, Rhizobium, Serratia o Yersinia han demostrado tener
actividad en este aspecto (Compant et al., 2019; Expdsito et al., 2017; Schlatter et al., 2017).

2.7 Biocontrol

A parte de la produccién de sideréforos y enzimas liticas, entre los mecanismos implicados en la
competencia con otros microorganismos presentes en la rizosfera, ciertas bacterias PGP sintetizan
compuestos antimicrobianos que les permiten establecerse en la rizosfera desplazando a otros
competidores (Fira et al., 2018). Entre los compuestos con actividad antagonista sintetizados por las
bacterias PGP se encuentran los antibidticos, antifungicos, bacteriocinas, biosurfactantes, cianuro de
hidréogeno (HCN) y compuestos organicos volatiles (COVs) (H. Wang et al., 2021). En este ambito
predominan especies de los géneros Bacillus y Pseudomonas con la produccién de un amplio repertorio
de compuestos de todos los grupos descritos (Huang et al., 2018; Mazurier et al., 2009; Rai et al., 2017;
Ramette et al., 2011; Upadhyay & Srivastava, 2011; Xu et al., 2013).

2.8 Colonizacién del tejido vegetal

Como se indicd previamente, la rizosfera constituye un entorno rico en azlcares, aminoacidos,
acidos organicos, vitaminas y proteinas generado por la liberacidon de exudados por parte de las raices
de las plantas (Badri et al., 2009). Esta regidn alberga alrededor de 10'! células microbianas por gramo,
pertenecientes a mas de 30.000 especies bacterianas distintas (Mendes et al., 2011). Si bien no existe un
consenso sobre la necesidad de que las cepas colonicen la planta para ser consideradas PGP, este
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fendmeno favorece el establecimiento de una relacion mas estrecha y persistente entre la planta y la
bacteria. En base a la bibliografia existente, la colonizacidn radicular depende de la movilidad de las
cepas, la quimiotaxis a compuestos presentes en los exudados radiculares y la formacién de biofilms y la
produccién de exopolisacaridos (Al-Ali et al., 2018; Allard-Massicotte et al., 2016; Fan et al., 2018).

Movilidad y quimiotaxis

Para sobrevivir y prosperar en la rizosfera, las rizobacterias necesitan moverse en gradientes
quimicos hacia lugares donde su metabolismo es dptimo. Por su parte, los exudados de las raices
difieren en cantidad y composicidn que dependen de diferentes factores, como la especie de planta, el
desarrollo de esta y las condiciones ambientales del suelo (Carvalhais et al., 2013; Chaparro et al., 2014
Kong et al.,, 2021; Monchgesang et al.,, 2016). Asi, las plantas tienen la capacidad de reclutar el
microbioma de la rizosfera en funcién de sus necesidades mediante la liberacién de compuestos
atrayentes o repelentes para determinadas cepas bacterianas (Bardy et al., 2017).

La quimiotaxis es la habilidad para percibir estimulos quimicos y coordinar el movimiento hacia
ellos respondiendo a gradientes de concentracidn, una caracteristica ampliamente descrita en bacterias
(Bakker et al., 2020; Sampedro et al., 2015). En este reconocimiento juegan un papel fundamental los
quimiorreceptores, representados por las proteinas aceptoras de grupos metilo (MCPs, Methyl-
Accepting Chemotaxis Proteins), que actian como receptores de membrana encargados de reconocer el
estimulo y desencadenar la respuesta quimiotactica (Feng et al., 2021; Scharf et al., 2016).

Entre los distintos tipos movilidad descritos en las bacterias, la movilidad de tipo swimming ha sido la
mas estudiada en estas (Nakamura & Minamino, 2019). Este tipo de movilidad se produce en células
independientes en medios liquidos mediante la rotacion del flagelo que da lugar a un movimiento en
tres dimensiones. Sin embargo, en la naturaleza, las bacterias se encuentran unidas a superficies sélidas,
por lo que estas usan mecanismos de movilidad en superficies. Entre ellos destacan la movilidad de tipo
swarming, twitching, gliding vy sliding (Wadhwa & Berg, 2021) (Fig. 4).

La movilidad de tipo swarming es un tipo de movimiento en masa sobre superficies hUmedas y en
medios ricos mediante flagelos, y estd asociada a la produccion de osmolitos y/o surfactantes por parte
de la bacteria que disminuyen la tension superficial del medio favoreciendo la movilidad (Kearns, 2010;
Partridge & Harshey, 2013). Otros tipos de desplazamiento en superficies estan representados por la
movilidad de tipo twitching mediado por la extensidn y retraccion de pili de tipo IV que permiten a la
bacteria “reptar” a través de superficies (Berry & Pelicic, 2015; Maier & Wong, 2015), o la movilidad de
tipo gliding asociada a complejos de adhesion focal que permiten a la bacteria moverse lentamente a
través de la superficie (Lauber et al., 2018; Shrivastava et al., 2016). Finalmente, la movilidad de tipo
sliding estd mediada por las fuerzas de empuje que ejerce el crecimiento de la colonia desde el interior,
aunque requiere la produccién de surfactantes para reducir la tension superficial (Holscher & Kovacs,
2017; Shrout, 2015).
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Figura 4. Principales tipos de movilidad bacteriana. Imagen adaptada de (Kearns, 2010).

Formacidn de biofilm y produccién de exopolisacaridos

Una vez que las bacterias han alcanzado las raices de las plantas guiadas por gradientes
guimiotacticos de los exudados radiculares, la formacidn de biofilm en la superficie de estas favorece la
colonizacion. El biofilm o biopelicula es una estructura formada por una matriz de exopolisacaridos,
proteinas, lipidos y células bacterianas, que favorece la adhesion a distintas superficies (Danhorn &
Fuqua, 2007; Zboralski & Filion, 2020). Estos biofilms permiten establecer una relacién mas estrecha
entre la planta y las cepas PGP, y proveen de proteccidén a las raices frente a diversos tipos de estrés
bidtico y abidtico (Banerjee et al., 2019).

2.9 Promocidn de la tolerancia al estrés biético en la planta: resistencia sistémica inducida

Al igual que otros organismos, las plantas poseen sistemas inmunoldgicos que las protegen de
distintos tipos de patégenos. Este sistema se basa en el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns) mediante receptores
localizados en la membrana celular, conocidos como receptores de reconocimiento de patrones (PRRs,
Pattern Recognition Receptors). Asi, tras el reconocimiento de estos patrones se desencadena una
respuesta inmune (PTI, PAMP-Triggered Immunity) que da lugar a la activacién de sistemas de defensa
celular en la planta relacionadas con la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o la
deposicidn de calosa en la pared (Pieterse et al., 2014; Zehra et al., 2021).

A pesar de que este sistema es efectivo de forma inicial, muchos patégenos han desarrollado
estrategias para evadir la respuesta inmune mediante la inhibicidon de los sistemas de sefializacién de
esta o incluso impidiendo por completo su deteccidn inicial por los PRRs (Bardoel et al., 2011; de Jonge
et al., 2010).

En respuesta a esta evasion de la primera linea de defensa, las plantas activan una segunda linea
gue se inicia por el reconocimiento de efectores de la virulencia de los patégenos dando lugar a lo que
se conoce como inmunidad desencadenada por efectores (ETI, Effector-Triggered Immunity) cuyo
resultado es la muerte celular en la zona de infeccidn como un mecanismo para evitar la diseminacion
de la infeccién. Por otra parte, la activacién de ambas lineas de defensa a nivel local promueve la
produccién de compuestos mensajeros y hormonas que dan lugar a la induccién de cierto grado de
resistencia en el resto de los tejidos de las plantas, lo que se conoce como resistencia sistémica
adquirida (SAR, systemic acquired resistance) (Dempsey & Klessig, 2012; Dodds & Rathjen, 2010;
Shoresh et al., 2006). Las vias de sefializacion en SAR estan reguladas por la hormona acido salicilico con
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la consecuente activacion de genes relacionados con la patogénesis (PR, pathogenesis related) que
codifican proteinas con actividad antimicrobiana (van Loon et al., 2006). La activacidn de estos genes PR,
a su vez estd coordinada por factores transcripcionales “NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED
GENES 1” (NPR1) (Ton et al., 2002).

Algo parecido se ha observado en plantas expuestas a determinados microorganismos mutualistas
como las bacterias y micorrizas PGP por via radicular. Estos microorganismos son capaces de estimular
una resistencia sistémica en planta denominada resistencia sistémica inducida (ISR, Induced Systemic
Resistance) (Knoester et al.,, 1999; Pozo et al.,, 2008) Aunque los mecanismos de ambos tipos de
resistencia son muy similares, la activacion de la ISR se caracteriza por un incremento en los niveles de
acido jasmonico (JA) y etileno (ET), aunque también se han detectado ciertas interacciones
microorganismo PGP-planta que cursan con la activacién de la via del acido salicilico (SA) (Rabbee et al.,
2019; Tjamos et al., 2005; Ton et al., 2002). Por otra parte, la intervencién de NPR1 es un rasgo comun
en ambas modalidades de resistencia, aunque en el caso de la ISR no tiene como fin la produccién de
PR, siempre y cuando la resistencia venga mediada por la via JA/ET (Hossain et al., 2008; Segarra et al.,
2009).

La investigacion de este tipo de resistencia inducida por microorganismos PGP ha determinado que
no solo el reconocimiento de patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs, Microbe-
Associated Molecular Patterns) la promueve, sino también distintos compuestos producidos por estos,
denominados inductores o elicitores. Los inductores son muy variados e incluyen lipopolisacaridos,
AHLs, COVs, sideroforos y surfactantes (Pieterse et al., 2014).

Entre las respuestas de defensa celular que se desencadenan como consecuencia de la activacién
del ISR mediante PGPR, se encuentra la cascada oxidativa y la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno como el H,0,, el refuerzo de paredes celulares mediante la acumulacién de depésitos de calosa,
la acumulacidon de enzimas de defensa como la fenilalanina amonio liasa (PPA) o la polifenol oxidasa
(PPO) y la produccion de metabolitos secundarios como fenoles o malondialdehido (MDA) (Chowdhury
et al., 2015; Nie et al., 2017).

2.10 Promociodn de la tolerancia al estrés abiético en la planta

A parte del estrés bidtico que suponen las infecciones microbianas que afectan a las plantas, estas
afrontan diversos desafios en un mundo cada vez mds cambiante climaticamente hablando. Entre los
distintos tipos de estrés abidtico que afectan a las plantas, la sequia y la salinidad son los mas frecuentes
y los que mas pérdidas causan en la agricultura (Santoyo et al., 2021). Ambos tipos de estrés comparten
una caida en el potencial hidrico que dificulta la captacion de agua en la planta y originan cambios
fisiolégicos y bioquimicos, desencadenando asi una disminucion del crecimiento y de la produccién en
las plantas. Entre ellos destaca la disminucién de la tasa fotosintética, el cierre estomatico, una
disminucién del contenido relativo de agua (RWC, Relative Water Content) y un incremento del estrés
oxidativo (Noman et al., 2018).

En este aspecto, determinadas cepas PGP de los géneros Acinetobacter, Azospirillum, Bacillus,
Klebsiella, Pseudomonas y Rhizobium, entre otros, han demostrado su capacidad para reducir los dafios
causados por el estrés osmético mediante diversos mecanismos (Cura et al., 2017; Gururani et al., 2013;
S. S. Vurukonda et al., 2016).

Por un lado, se encuentran los mecanismos de las cepas PGP relacionados con la nutricidn vegetal,
previamente descritos en esta seccidon, como la solubilizacién de nutrientes, la fijacién de nitrégeno y la

39



produccién de siderdforos, que promueven el crecimiento de la planta. Ademas, esta bien descrito que
las cepas PGP pueden alterar el perfil hormonal de las plantas bajo estrés mediante la produccién de
auxinas, acido abscisico, citoquininas y de la enzima ACC desaminasa (Arora & Jha, 2019; S. S. K. P.
Vurukonda et al., 2016). Estas modificaciones hormonales dan lugar a un incremento del crecimiento y
desarrollo de las raices que favorece una mayor superficie de absorcién de nutrientes y agua (Dimkpa et
al.,, 2009); la induccion del cierre estomatico que reduce la transpiraciéon y las pérdidas de agua
(Barnawal et al., 2017; Bresson et al., 2013), asi como una disminucion del efecto inhibitorio que ejercen
niveles elevados de etileno en el crecimiento de la planta (Saikia et al., 2018).

Por otra parte, algunas cepas PGP ejercen su efecto en la tolerancia a estrés osmodtico mediante la
produccién de osmolitos o solutos compatibles, compuestos de bajo peso molecular como aminoécidos,
azucares o alcoholes, entre los que destacan la prolina, la glicina betaina y la trehalosa (El-Shawa et al.,
2020; Hafez et al., 2020). Estos compuestos incrementan su concentracién en el citoplasma de las
células vegetales y bacterianas como una respuesta al estrés osmotico. Sin embargo, se ha descrito que
determinadas cepas PGP tienen la habilidad de sobre producir y excretar estos compuestos al medio
externo para ser captados por las raices de las plantas y mejorar su potencial hidrico (Abdelaal et al.,
2020; Roychoudhury & Banerjee, 2016). Asimismo, la formacion de biofilms y produccion de
exopolisacaridos por parte de estas bacterias mutualistas constituyen mecanismos implicados en la
tolerancia al estrés osmoético, pues protegen a la raiz de la presiéon osmatica producida por la salinidad o
la sequia. Ademas, la estructura de esos exopolisacdridos confiere una elevada capacidad para retener
agua, lo que mejora la hidratacion de las raices y las protege del medio externo (Abdelaal et al., 2021;
Etesami & Maheshwari, 2018; Naseem & Bano, 2014).

3. Sistemas quorum sensing

Los sistemas quorum sensing (QS) son un mecanismo de comunicacién dependiente de densidad
celular mediante el cual las bacterias detectan la poblacidon circundante para regular la expresidn génica.
Esta comunicacidon se lleva a cabo mediante la produccién y excrecion de moléculas sefiales o
autoinductores (Al) al medio externo, de tal forma que cuando estas alcanzan una concentracién
determinada, se produce su reconocimiento e incorporacion en la célula bacteriana promoviendo o
reprimiendo la expresiéon de determinados genes (Fuqua et al., 1994; Gonzdlez & Keshavan, 2006;
Jayaraman & Wood, 2008). Este sistema de deteccién del entorno permite a las bacterias coordinar su
actividad, actuando en conjunto y reduciendo los costes derivados de activar una determinada actividad
cuando el entorno no es favorable.

Este mecanismo de comunicacién fue descrito por primera vez en la bacteria luminiscente Aliivibrio
fischeri que establece una relacion mutualista con el calamar hawaiano (Euprymna scolopes) y que tiene
como resultado la expresién de la enzima luciferasa, encargada de la produccion de la luminiscencia de
esta bacteria (Ruby, 1996).

De manera general, estos sistemas se componen de dos genes: uno que codifica la enzima sintasa,
encargada de la sintesis de las moléculas seial, y el otro es un regulador transcripcional, que actua
como receptor de las moléculas y regula la expresién de los genes diana.

Si tenemos en cuenta el sistema QS modelo de A. fischeri, en situaciones de baja densidad celular, la
sintasa, denominada Luxl, da lugar a la produccién de autoinductores que difunden a través de la
membrana siguiendo gradientes de concentracién. Conforme la comunidad bacteriana crece, la
concentracién extracelular del autoinductor se incrementa hasta alcanzar un valor limite que conduce a
su reconocimiento por parte del regulador transcripcional LuxR. Seguidamente se forma un complejo Al-
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LuxR que se activa e induce la expresion bidireccional del operdn lux cuyo resultado es la sintesis de la
luciferasa, enzima encargada de la produccidon de luminiscencia en A. fischeri (Fig. 5). Esta activacion
simultadnea a ambos lados del operdn no solo da lugar a la expresidon de los genes implicados en la
luminiscencia y la sintesis de autoinductores, sino que ademas amplifica la capacidad de respuesta al
inducir una mayor produccién de receptores LuxR (Fuqua et al., 2001).
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Figura 5. Sistema QS LuxI/LuxR encargado de la regulacion de la expresién de luminiscencia en A. fischeri.

Si bien el sistema de QS de A. fischeri fue el primero en describirse en 1994, en las siguientes
décadas la bibliografia disponible en este tema ha tenido un crecimiento exponencial, demostrando la
presencia de estos sistemas en especies bacterianas que habitan nichos ecoldgicos muy diversos; desde
patdgenos humanos, vegetales y animales, asi como microorganismos extremdéfilos, simbiontes y
mutualistas de distintos organismos, en los que regulan funciones como la luminiscencia, estados de
competencia, movilidad, la produccién de antibidticos, la formacion de biofilm y produccién de
exopolisacaridos, la esporulacidn o la produccidn de factores de virulencia (Montgomery et al., 2013;
Wu & Luo, 2021). Posteriormente, se detallaran las funciones que cumplen los sistemas QS de varios
fitopatdgenos relevantes en agricultura.

3.1 Autoinductores o moléculas sefial

La investigacion de los sistemas QS ha permitido la identificacion de la naturaleza quimica de las
moléculas sefial. Asi, en bacterias gram positivas, los péptidos autoinductores (AIP, Autolnducer
Peptides) regulan los sistemas QS (Papenfort & Bassler, 2016) como se ha descrito en algunas especies
de los géneros Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Listeria, Staphylococcus o Streptococcus (Koul et al.,
2016; Monnet et al., 2016).

En el caso de las bacterias gram negativas, las moléculas sefial predominantes son de tipo N-
acilhomoserina lactonas (AHLs), descritas en multitud de especies de los géneros Acidothiobacillus,
Acinetobacter, Burkholderia, Dickeya, Escherichia, Pectobacterium, Pseudomonas, Vibrio, o Yersinia
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(Koul et al., 2016; Schuster et al., 2013). Por otra parte, existe un “lenguaje” comun en los sistemas QS
de bacterias gram negativas y positivas mediado por moléculas de tipo furanosil-borato diéster (Al-2)
(Chen et al., 2002). Ademas de estas tres familias de autoinductores ampliamente distribuidas, se ha
descrito la implicacion de otras muchas moléculas en los sistemas QS. Entre ellas, acidos grasos, también
conocidos como factor de sefial difusible (DSF), en cepas de Burkholderia, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas y Xylella (Flavier et al., 1997; L. Zhou et al., 2017), cetonas en especies de los géneros
Legionella y Vibrio (Tiaden & Hilbi, 2012); o quinolonas y dicetopiperacinas en Pseudomonas aeruginosa
(Heeb et al., 2011; Pesci et al., 1999).

Puesto que la temdtica de esta tesis se basa en el estudio de los sistemas QS de fitopatdgenos gram
negativos, nos centraremos en las moléculas de tipo AHL.

Las moléculas de tipo AHL tienen una estructura quimica anfipatica formada por un anillo lacténico,
como grupo hidréfilo, y una parte hidréfoba correspondiente a un acido graso cuya longitud de cadena
varia entre 4 y 18 dtomos de carbono (Fig. 6). Esta cadena hidrocarbonada puede presentar dobles
enlaces y distintos tipos de sustituciones de tipo hidroxilo u oxo, generalmente en la posiciéon 3, que
aumentan la diversidad de esta familia de moléculas sefial (Fuqua et al., 2001). La sintesis de estas se
lleva a cabo en el interior de la célula bacteriana mediante la actividad de la sintasa (Luxl) a partir de S-
adenosil metionina (SAM) y una proteina transportadora de grupos acilo (ACP) (Fig. 6) (LaSarre &
Federle, 2013). En cuanto al transporte de estas moléculas en la célula, se realiza mediante difusion
pasiva a través de las membranas para aquellas moléculas con una cadena hidrocarbonada de 8 o
menos atomos, mientras que las AHLs de mayor tamano emplean un transporte activo mediante
bombas de flujo (Fuqua et al., 2001; Minagawa et al., 2012).
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Figura 6. Estructura quimica de algunas AHLs con y sin sustituciones en posicion 3. Imagen adaptada de (Kumari et al., 2008).

3.2 Mecanismos de interferencia en los sistemas quorum sensing

Teniendo en cuenta la ventaja competitiva que supone la expresién de determinadas funciones
mediante sistemas QS, algunas bacterias han desarrollado la capacidad de interferir en estos como un
mecanismo de competencia. Ademas, esta interferencia juega un papel importante en la
autorregulacion de los sistemas QS una vez que estos han cumplido su funciéon (Koul & Kalia, 2017).

En funcion de la intervencion o no de enzimas, la interferencia en los sistemas QS se clasifica en dos

grupos: inhibicion del quorum sensing (QSIl) y degradacidén enzimatica de autoinductores o quorum
quenching (QQ) (Bhardwaj et al., 2013; Kalia et al., 2019).
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Por su parte, se ha descrito que la interferencia de los sistemas QS puede llevarse a cabo mediante
cuatro mecanismos: la inhibicién de la sintesis de las moléculas sefial, el secuestro de las moléculas
sefial, la inhibicién del transporte de las moléculas sefal, la inhibicion de la unién entre las moléculas
sefial y el receptor (Chung et al., 2011; Fuqua et al., 2001; Manefield et al., 2002). Aunque en los ultimos
afios, estos mecanismos de interferencia de los sistemas QS estan siendo altamente investigados por su
potencial en el control de patdgenos, en este trabajo nos centraremos en los mecanismos de
interferencia de QS mediados por la degradacién enzimdtica de las moléculas sefal de tipo AHL o
quorum quenching (QQ).

QQ es el mecanismo de interferencia del QS mas estudiado y se basa en la degradacién o
modificacién enzimatica de las moléculas sefial, impidiendo que estas sean reconocidas por el regulador
transcripcional y con ello, no se active la expresion génica (Grandclement et al., 2016). En funcion de su
mecanismo de accidn, se han descrito varios tipos de enzimas degradadoras de moléculas sefial de tipo
AHL: lactonasas, acilasas y oxidorreductasas (Fetzner, 2015).

Las lactonasas producen la apertura del anillo lacténico de las moléculas AHL dando lugar a una
cadena acil-homoserina. Esta reaccidn es reversible en condiciones de pH acido (Yates et al., 2002). Las
acilasas catalizan la hidrodlisis del enlace amido de la molécula AHL, liberando una molécula de acido
graso y la homoserina lactona. Por Ultimo, las oxidorreductasas modifican las moléculas AHLs mediante
la oxidacion o reduccién del acido graso lateral, originando cambios estructurales que disminuyen la
afinidad con el receptor o impiden su reconocimiento (Fig. 7) (Dong et al., 2007; Uroz et al., 2009).
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Figura 7. Principales tipos de enzimas QQ segln su mecanismo de degradacién de las moléculas AHLs. HSL, homoserina lactona.
Imagen adaptada de (Chen et al., 2013).

Lactonasas

Las lactonasas fueron las primeras enzimas QQ en ser descubiertas (Y. H. Dong et al.,, 2000) y
muestran una elevada capacidad para degradar AHLs de distinta longitud, con o sin sustituciones en el
tercer carbono (Fetzner, 2015). En su mayoria, estas enzimas pertenecen a la familia de las metalo-p-
lactamasas (MBL) y tienen un centro activo rico en histidina (HxHXDH-H-D-H) cuya asociacién con dos
iones de zinc es imprescindible para la actividad catalitica de las mismas (Kim et al., 2005; Wang et al.,
2004).

También existen otras familias de lactonasas menos ricas en representantes con actividad QQ, como las
fosfotriesterasas (PLL) identificadas principalmente en arqueas (Bergonzi et al., 2018; Bzdrenga et al.,
2017); las paraoxonasas (PON), enzimas encargadas de la detoxificaciéon hepatica en mamiferos que
muestran actividad QQ y han sido identificadas en bacterias (Bar-Rogovsky et al., 2013) o un pequefio
grupo de a/B-hidrolasas con actividad degradadora de moléculas AHLs. Recientemente, una nueva

43



familia de lactonasas, las isocorismatasas, con un Unico representante, HqiA, fue descrita en nuestro
laboratorio por (Torres et al., 2017) tras el rastreo de una libreria metagendmica construida a partir de
una muestra de suelo salino.

Acilasas

En cuanto a las enzimas acilasas, la primera descripcidon relacionada con su actividad QQ fue
contemporanea a la de la primera lactonasa (Leadbetter & Greenberg, 2000). La mayoria de ellas
pertenecen a la superfamilia de las N-terminal nucledfilo (Ntn) hidrolasas, cuya actividad se debe a un
ataque nucleofilico sobre el enlace amido (Bokhove et al., 2010). Dependiendo del tipo de aminodcido
encargado de este ataque en el centro activo de la enzima, hay dos grandes familias: las penicilina G
acilasas (PGAs), que contienen serina como nucledfilo, y las penicilina V acilasas (PVAs), con cisteina
como nucledfilo (Mukheriji et al., 2014; Sunder et al., 2017). Tanto las PGAs como las PVAs han sido
nombradas asi por su actividad B-lactamasa sobre la bencilpenicilina y la fenoximetilpenicilina,
respectivamente (Sio & Quax, 2004). Por otra parte, también se ha descubierto la enzima QQ AiiO,
perteneciente a otra familia de acilasas con homologia estructural con a/B-hidrolasas (Przepiora et al.,
2022).

Oxidorreductasas

Por ultimo, las enzimas oxidorreductasas catalizan la modificacién de la cadena lateral de las moléculas
AHLs impidiendo asi su reconocimiento por parte de los receptores. Ademas de su escasa
representacién, en su mayoria han sido descritas mediante andlisis metagendmicos (Jiang et al., 2019).

4. Quorum sensing en fitopatégenos bacterianos

En 2012, (Mansfield et al., 2012) realizaron una encuesta sobre los fitopatdgenos bacterianos con
mayor importancia a nivel cientifico y econdmico entre especialistas en fitopatologia. Tras 458
votaciones de la comunidad internacional, los 10 fitopatégenos mas votados por orden de relevancia
fueron los siguientes:

Pseudomonas syringae pvs.

Ralstonia solanacearum

Agrobacterium tumefaciens

Xanthomonas oryzae pv. oryzae

Xanthomonas campestris pvs

Xanthomonas axonopodis pvs

Erwinia amylovora

Xylella fastidiosa

Dickeya solaniy D. dadantii

10. Pectobacterium atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum.

OO NSIU AWM PR

Ademas de su relevancia agricola, la implicacién de sistemas QS en la expresién de la virulencia de
estos fitopatdégenos ha sido ampliamente estudiada. Sin embargo, entre ellos, Unicamente A.
tumefaciens, D. solani, E. amylovora, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum y algunos de
los patovares de P. syringae emplean AHLs como moléculas sefal (Crépin et al., 2012a; Farias et al.,
2019; Pique et al.,, 2015). Generalmente estos sistemas QS controlan la movilidad, la expresién de
factores de virulencia y la colonizacién del hospedador (Baltenneck et al., 2021).
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4.1 Podredumbre blanda: D. solani, P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum

D. solani, P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum son bacterias gram negativas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae que forman parte del grupo denominado enterobacterias
de la podredumbre blanda (SRE, Soft Rot Enterobacteriae).

Estos tres patdgenos son conocidos desde 1917, época en la que se agrupaban en el género Erwinia
como E. chrysanthemi, E. carotovora subsp. atroseptica y E. carotovora subsp. carotovora. Con el auge
del andlisis del gen ARNr 16S, se transfirieron al género Pectobacterium (Hauben et al., 1998) como P.
chrysanthemi, P. carotovorum subsp. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum. Unos afios
después, el andlisis gendmico de la subespecie P. carotovorum subsp. atroseptica hizo que se elevara a
la categoria de especie, como P. atrosepticum (Gardan et al., 2003), mientras que el analisis genémico
de P. chrysanthemi permitié identificar seis especies diferentes que fueron transferidas a un nuevo
género, el género Dickeya: D. zeae, D. dadantii, D. chrysanthemi, D. dieffenbachiae, D. dianthicola y D.
paradisiaca (Samson et al., 2005). Ademas, D. solani constituye una especie de reciente aislamiento y
descripcién taxonémica (Jan M van der Wolf et al., 2014).

D. solani, P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum tienen como principales
hospedadores a plantas solandceas y algunas plantas ornamentales, afectando especialmente a la
planta y a los tubérculos de patata (Solanum tuberosum L.), mientras que P. c. subsp. carotovorum tiene
un rango de hospedadores mas amplio, infectando ademas a zanahoria (Daucus carota L.), pepino
(Cucumis sativus L.), pimiento (Capsicum annuum L.) y lechuga (Lactuca sativa L.) (Gardan et al., 2003;
Hauben et al., 1998; Jan M van der Wolf et al., 2014).

Actualmente, estos tres patdgenos son especialmente relevantes por la devastacién y las pérdidas
econdmicas que producen en los cultivos de patata. Mientras que las especies de Pectobacterium tienen
una distribucién global, D. solani ha sido aislada Unicamente en Europa e Israel, siendo responsable de
mermas del 2 al 10% de la produccién anual, lo que se traduce en una pérdida de 46 millones de euros
anuales (Dupuis et al., 2021).

D. solani, P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum son patdgenos necroétrofos que
producen una sintomatologia conocida como pie negro de la patata, cuando afectan al tejido vascular, y
podredumbre blanda, cuando lo hacen en los tubérculos. La sintomatologia producida es tan similar que
impide distinguir al agente causal a simple vista y se caracteriza por una maceracién del tejido de color
crema que se torna negra en presencia de aire, conocida como podredumbre blanda de la patata. Con el
tiempo, el patégeno alcanza los vasos de la planta y se distribuye de manera ascendente causando un
marchitamiento oscuro, conocido como pie negro, lo que provoca un colapso del tallo y la planta
termina muriendo (van der Wolf & De Boer, 2007).

En cuanto al ciclo de infeccion (Fig. 8), las tres cepas coinciden y este se inicia normalmente con
semillas de patata contaminadas con el patégeno de manera asintomatica. Durante la siembra, las
heridas provocadas en los tubérculos provocan el inicio de la infeccidon dando lugar a la aparicién de la
podredumbre blanda y continua hasta el desarrollo del pie negro. Ademas, los insectos, las lluvias y el
agua de riego son potenciales vectores para la dispersién a plantas cercanas. Igualmente, en muchos
casos los despojos de plantas y de tubérculos contaminados son abandonados en los campos de cultivo
constituyendo el nicho idéneo para la supervivencia del patégeno durante el invierno. Por ultimo, los
dafios producidos en las patatas durante la recolecta son los responsables de la activacién de la
infeccidn postcosecha que causa grandes pérdidas en el almacenamiento (Charkowski et al., 2012;
Golanowska & tojkowska, 2016; Pérombelon, 2002).
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Figura 8. Ciclo de infeccidén de las enterobacterias de la podredumbre blanda en patatas. Fotografias adaptadas del Consejo
para el Desarrollo de la Agricultura y la Horticultura (AHDB, Agriculture and Horticulture Development Board) en Coventry
(Reino Unido).

La patogenicidad de estas enterobacterias se basa en la produccién de enzimas degradadoras de la
pared celular (PCWDEs, plant wall cell degrading enzymes), como pectinasas, celulasas, hemicelulasas y
metaloproteasas (Charkowski et al.,, 2012; Pérombelon, 2002; Potrykus et al., 2014). Ademas,
intervienen otros factores de virulencia como la producciéon de sideréforos y de exopolisacdrido, la
movilidad y la quimiotaxis (Davidsson et al., 2013; Faure & Dessaux, 2007; Lee et al., 2013; Pollumaa et
al., 2012).

En el caso de D. solani, se ha demostrado que la expresion de PCWDEs, la produccién de sideréforos
y de exopolisacéridos, y la movilidad estan reguladas por el sistema de QS ExpR/Expl con la intervencion
de C6-HSL, 3-0O-C6-HSL y 3-0-C8-HSL (Crépin et al., 2012a; Potrykus et al., 2014; Potrykus et al., 2018;
Przepiora et al., 2022). Por su parte, un estudio demostré que los sistemas QS de P. atrosepticumy P. c.
subsp. carotovorum regulan la expresién del 26% de su genoma (Liu et al., 2008) entre los que se
encuentran los encargados de la produccion de PCWDEs, la formacién de biofilm y la produccién de
otros factores esenciales en la virulencia de estos patégenos. Estos presentan un sistema QS de tipo
ExpR/Expl mediado por las AHLs 3-oxo-C6-HSL y 3-oxo-C8-HSL (Baltenneck et al., 2021; Crépin et al.,
2012a; Latour et al., 2007).

4.2 Fuego bacteriano: Erwinia amylovora

Erwinia amylovora es una bacteria gram negativa perteneciente a la familia Enterobacteriaceae que
genera la infeccidn en arboles frutales conocida como en fuego bacteriano.

Sus hospedadores principales son plantas de la familia Rosaceae entre las que destacan el manzano
(Malus domestica L.) y el peral (Pyrus communis, L.). Es un patégeno no obligado que puede afectar a
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hojas, flores, frutos y partes lefiosas causando necrosis y un marchitamiento negro, caracteristico de la
enfermedad. Por otra parte, en las etapas activas de la infeccidn es comun detectar un exudado
bacteriano (Gusberti et al., 2015).

Desde su identificacidon en el Reino Unido en 1957 como agente causante del fuego bacteriano se ha
distribuido rdpidamente por toda Europa, siendo el principal patégeno que afecta a los arboles frutales,
causando pérdidas de 35 millones de euros desde 1989 a 2003, ya que el Unico tratamiento descrito
como efectivo para esta infeccién son la tetraciclina y la estreptomicina, aunque la legislacion europea
no permite su uso (Chatterjee, 2001; Santander et al., 2012).

El ciclo de infeccidn de E. amylovora comienza con una inoculacién primaria en heridas de los arboles
causadas por herramientas infectadas o bien patégenos que sobreviven durante el invierno en los
tumores latentes originados infecciones previas. En primavera, el patégeno se reactiva dando lugar a
una elevada produccidon del caracteristico exudado de este patdégeno, que contiene una elevada
cantidad de células bacterianas. Este puede ser dispersado a las flores de otros arboles mediante
insectos atraidos por los exudados causando la infeccidn floral epifitica (Fig. 9). En este punto, la
infeccion puede transmitirse a otras flores mediante insectos polinizadores y causar la infeccién floral
que da lugar a la muerte de las flores. Por otra parte, las flores infectadas pueden ser lavadas por la
lluvia desplazando al patdgeno a las hojas, las ramas y los frutos, en los que este puede penetrar
causando la infeccidn foliar y frutal. En este caso, la diseminacion del patégeno por la planta causa una
infeccidn sistémica que termina por secarse y morir (Din et al., 2007).
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Figura 9. Ciclo de infeccién de E. amylovora, agente causante del fuego bacteriano, en arboles de la familia Rosaceae.
Fotografias adaptadas de (A¢imovi¢ & Meredith, 2017).

La patogenicidad de E. amylovora ha sido ampliamente estudiada y se debe a la expresion de
factores de virulencia como son la produccidn de los exopolisacéridos amilovorano y levano, sideréforos
y metaloproteasas, la formacién de biofilm y la movilidad (Kachadourian et al., 2004; Koczan et al., 2011;
Mann et al., 2013; Vrancken et al., 2013). Por otra parte, se ha demostrado que parte de su virulencia
estad regulada mediante sistemas QS de tipo EamR/Eaml, con la produccidn de C6-HSL y 3-oxo-C6-HSL
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(Molina et al., 2005; Vittorio Venturi et al., 2004). Aunque se desconoce el alcance que tienen los
sistemas QS en la regulacidon de la virulencia de E. amylovora, ha quedado demostrada su implicacién en
la regulacidn de la formacidn de biofilm y la produccién de los exopolisacaridos amilovorano y levano,
ambos factores imprescindibles en la patogenicidad (Koczan et al., 2009; Piqué et al., 2015).

4.3 Moteado bacteriano: Pseudomonas syringae pv. tomato

Pseudomonas syringae pv. tomato es una bacteria gram negativa perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae y es el agente causal del moteado del tomate (Solanum lycopersicum L.), que afecta
tanto al tejido vegetal como a los frutos.

Los sintomas caracteristicos de esta infeccidn son lesiones necrdticas de color marrén oscuro
rodeadas de un halo clorético distribuidas en las hojas, tallos y frutos de la planta. El desarrollo de la
enfermedad puede resultar en una clorosis generalizada, seguida de desecacién y muerte de la planta
(Preston, 2000).

P. syringae pv. tomato es un patdgeno hemibiotrofo que habita distintos ambientes con presencia
de agua dulce, asi como en las superficies de las hojas de forma epifita, las semillas, restos vegetales
infectados o en el suelo. Una vez que alcanza las hojas de un hospedador compatible, se multiplica en
superficie y aprovecha la apertura estomatica o heridas por agentes climaticos e insectos para penetrar
en la planta. Una vez en el apoplasto, se multiplica sin causar dafios a la planta, hasta que la poblacidon
es suficiente y se activa la produccion de numerosos compuestos que interfieren en la respuesta
inmunitaria y el metabolismo de la planta (Fig. 10) (Melotto et al., 2006; X. F. Xin & S. Y. He, 2013).

Figura 10. Mecanismo de infeccion de P. syringae pv. tomato en las hojas de tomate. Imagen adaptada de Xin y He (2013).

P. syringae pv. tomato pertenece al complejo Pseudomonas syringae formado por mas de 50
patovares que afectan a distintos hospedadores de importancia agricola (Berge et al., 2014). La mayoria
de estos patovares han sido ampliamente estudiados y constituyen modelos de gran valor de la
interaccion patdgeno-hospedador a nivel molecular, como es el caso de la cepa Pto DC3000, resistente a
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ampicilina que ademas de plantas de tomate, es capaz de infectar a la planta modelo de A. thaliana Col-
0, asi como causar reacciones de hipersensibilidad (HR) en hospedadores ampliamente empleados en la
investigacion (Preston, 2000; X.-F. Xin & S. Y. He, 2013).

Este patdgeno posee gran cantidad de factores de virulencia, como el sistema de secrecién de tipo
3 (T3SS), esencial para la virulencia; la produccién de fitotoxinas; movilidad de tipo swimming vy
swarming, y la produccién sideréforos, surfactantes y exopolisacaridos; que le permiten evadir los
sistemas de defensa de la planta y establecer la infeccién (Djami-Tchatchou et al., 2022; Lindeberg et al.,
2012; Nogales et al., 2015; Wei & Collmer, 2018).

En cuanto a la regulacidn de la virulencia mediada por sistemas QS, se ha detectado el sistema de
QS Psyl/PsyR en diversos patovares de P. syringae, entre los que se encuentra el que afecta al tomate
(Morohoshi, Oshima, et al., 2020), aunque algunos autores descartan la intervencién de dicho sistema
en la virulencia de este patégeno (Elasri et al., 2001; Nakatsu et al., 2019). Sin embargo, en los ultimos
afos estan surgiendo cada vez mds estudios que confirman la produccion de AHLs y el control de al
menos parte de su virulencia mediante sistemas QS (Newman et al., 2008; Passera et al., 2019).

5. Ambientes salinos y aridos como fuente de microorganismos PGP-QQ

Una gran parte de la superficie terrestre estd formada por tierras aridas, semidridas y salinas. La
vida en estas regiones supone un desafio por las duras condiciones ambientales con limitaciones de
agua, altos niveles de radiacidn solar, una elevada salinidad en el suelo y la deficiencia de nutrientes,
qgue tienen graves consecuencias en el crecimiento y la supervivencia de las plantas (Alsharif et al.,
2020).

En los ultimos afios, las plantas que crecen en este tipo de ambientes extremos han atraido un
mayor interés, ya que la comunidad microbiana asociada a estas desempefia un papel fundamental en la
adaptacion a las condiciones extremas (Redman et al., 2002; Yuan et al., 2016). Por ello, las plantas
haldfitas constituyen nichos poco explorados en los que habitan microorganismos adaptados a
ambientes extremos y que podrian suponer una fuente de biofertilizantes y agentes de control bioldgico
en la industria agricola (Norton et al., 2016). Entre las propiedades de estos microrganismos se
encuentran la mejora de la fertilidad del suelo, el aumento de la tolerancia de las plantas agricolas a
diversos tipos de estrés ambientales y de la productividad de los cultivos, constituyendo ademas una
opcién respetuosa para el medio ambiente (Alsharif et al., 2020; Ramawat, 2009). Recientemente, la
investigacion del papel de estas cepas en la promocién del crecimiento y la tolerancia al estrés abidtico
ha dado sus frutos demostrando que estas juegan un papel fundamental tanto en haléfitos como en
otras plantas de interés agricola. Asi, algunas de las cepas que colonizan la rizosfera de Arthrocnemum
macrostachyum ejercen un papel indispensable en la tolerancia a la salinidad de esta planta (Navarro-
Torre et al., 2017); las rizobacterias aisladas de Salicornia strobilacea promueven su crecimiento
mediante distintos mecanismos (Marasco et al., 2016); diversas especies aisladas de la rizosfera de
Salicornia europaea han demostrado su capacidad promotora del crecimiento en plantas de cafia de
azucar (Etesami & Maheshwari, 2018; N. Zhou et al., 2017) o bien, cepas de Pseudomonas aisladas de la
rizosfera de Suaeda salsa promueven la tolerancia al estrés hidrico en plantas de pepino y arroz (Yuan et
al., 2016).

Por otra parte, aunque la interferencia de los sistemas QS es un mecanismo descrito en
microorganismos que habitan los ambientes marinos, poco se sabe de este fendmeno en habitats
salinos y aridos (Torres et al., 2019). Debido a la escasez de nutrientes y al amplio rango de factores
estresantes de estos ambientes, la actividad QQ puede constituir una ventaja competitiva para los
microorganismos que alli habitan a la hora de colonizar la rizosfera de las plantas.
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Por ello, algunos autores proponen que las plantas de los ambientes aridos y salinos pueden ser
nichos perfectos para estudiar la diversidad bacteriana con la intencidn de seleccionar bacterias con
caracteristicas Unicas para mejorar el crecimiento y la resistencia al estrés bidtico y abidtico de las
plantas en la industria agricola, y con ello, el rendimiento de una manera ecolégica y sostenible con el
medio ambiente (Albdaiwi et al., 2019; Mukhtar et al., 2020a; Szymanska et al., 2018).
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Objetivos
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La industria agricola esta alcanzando una situacion limite debido al uso excesivo de fertilizantes
quimicos y de pesticidas. Por ello, la Uniéon Europea estd promoviendo el desarrollo de nuevas
estrategias de biocontrol que sean mas efectivas, no contaminantes y que eviten la aparicion de
resistencias a los tratamientos en los patdgenos y la degradaciéon del suelo de cultivo. Numerosos
estudios han demostrado los beneficios del uso de bacterias con actividad promotora del crecimiento
vegetal en la agricultura. Por otra parte, existe una evidencia experimental de que los sistemas de
comunicacion quorum sensing estan muy extendidos entre los organismos procariotas, entre los que se
incluyen los fitopatégenos, y de que las moléculas N- acil homoserina lactona controlan numerosos
factores de virulencia en ellos. El grupo de investigacién Exopolisacaridos Microbianos (BIO-188) tiene
una gran trayectoria en el estudio de los mecanismos de interferencia de la comunicacién bacteriana,
entre ellos quorum quenching, y su uso como nueva estrategia en la lucha contra los patégenos.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es la utilizacidon in vivo de bacterias procedentes de
ambientes extremos con actividades promotoras del crecimiento vegetal y quorum quenching en la
lucha contra fitopatdgenos de interés general y en la tolerancia al estrés hidrico.

Para ello, en esta investigacion se abordaran los siguientes objetivos especificos:

1. Seleccionar cepas bacterianas procedentes de distintos ambientes extremos en base a su
actividad promotora del crecimiento vegetal y actividad quorum quenching.

2. Evaluar la actividad promotora del crecimiento vegetal in vivo de las cepas seleccionadas
empleando plantas de interés agricola.

3. Determinar la capacidad de las bacterias seleccionadas para interferir en los sistemas quorum
sensing de diferentes fitopatdégenos y atenuar su virulencia.

4. Analizar la actividad quorum quenching in vivo de las cepas seleccionadas, asi como la actividad
promotora del crecimiento vegetal en condiciones de estrés bidtico y abidtico.
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Objectives

Agricultural industry is reaching a limit situation due to the excessive intake of chemical fertilizers
and pesticides. For this reason, European Union is promoting the development of new, more effective
and non-polluting biocontrol strategies, which avoid the resistance emergence in pathogens and the soil
degradation. Numerous studies have shown the benefits of bacterial strains which possess plant
growth-promoting activity. On the other hand, there is experimental evidence that quorum sensing (QS)
communication systems are widespread among prokaryotic organisms, including phytopathogens, and
that N-acylhomoserine lactone (AHLs) control numerous virulence factors in them. The Research Group
Microbial Exopolysaccharides (BIO 188) has a long history in the study of the mechanisms of of the
bacterial communication interference, including quorum quenching (QQ), and its use as a new strategy
for fighting pathogens.

The main objective of this Doctoral Thesis is the in vivo use of bacteria isolated from extreme
environments possessing plant growth-promoting and quorum quenching activities for fighting
agricultural phytopathogens, as well as promoting drought stress tolerance.

To this end, this research will address the following specific objectives:

1. Select bacterial strains from different extreme environments based on their plant growth-
promoting and quorum quenching activities.

2. Evaluate the in vivo plant growth-promoting activity of the selected strains using agriculturally
relevant plants species.

3. Determine the ability of the selected bacteria to interfere with different phytopathogens
guorum sensing systems and attenuate their virulence.

4. Analyse the in vivo quorum quenching activity of the selected strains, as well as plant growth-
promoting activity under biotic and abiotic stress.
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Material y métodos
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1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas empleadas en esta tesis se recogen en la siguiente tabla (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas bacterianas empleadas en esta tesis y sus principales caracteristicas.

Cepa

Caracteristicas

Referencia

Escherichia coli DH5a
E. coliHB101

E. coli S17 X\ pir

E. coli SM10 A pir

E. coli XL1-Blue

relAl, lacZAM15, supE44, thi-1

SmR, recA, hsdRM, strA, pro, leu, thi

SmR, recAl, A pir, thi, pro

KmR, thi-1, thr, leu, tonA, lacY, supE, recA, \ pir
supE44, recAl, hsdR17, gyrA4e6, thi, relAl, lac-F’

(Woodcock et al., 1989)
(Hanahan, 1983)

(Miller & Mekalanos, 1988)
(Miller & Mekalanos, 1988)
(Hanahan, 1983)

Chromobacterium violaceum CV026
C. violaceum VIRO7

Agrobacterium tumefaciens NTL4 (pZLR4)

Biosensor, Km®, cvil::mini-Tn5, AHL
Biosensor, KmR®, cvil, AHL

Biosensor, GmR, traG::lacZ, AHL

(McClean et al., 1997)
(Morohoshi et al., 2008)
(Shaw et al., 1997)

Dickeya solani LMG 259937

Erwinia amylovora CECT 2227
Pectobacterium atrosepticum CECT 3147
P. carotovorum subsp. carotovorum CECT 2257

Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

Patdogeno de plantas

Patdogeno de plantas
Patdogeno de plantas
Patdogeno de plantas

Patdogeno de plantas

(Jan M van der Wolf et al.,
2014)

(Hauben et al., 1998)
(Gardan et al., 2003)
(Hauben et al., 1998)
(Whalen et al., 1991)

Coleccion de 71 cepas

Coleccion de 320 cepas

Aisladas de distintos ambientes hipersalinos y de
heces de zorro rojo (Vulpes vulpes) y de nutria (Lutra
lutra)

Aisladas del Saladar de El Margen

Coleccién BIO-188

Este trabajo
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Las condiciones de cultivo para las cepas empleadas en este estudio se describen a
continuacién. Las cepas de E. coli, C. violaceum y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) se cultivaron en
medio LB. Para el crecimiento de esta ultima se adicioné 2,5 mM CaCl; - 2H,0 y 2,5 mM MgSO;, -
7H,0 (LB/MC). Por su parte, los fitopatdgenos y las cepas aisladas para su estudio en este trabajo se
cultivaron en medio TSB, salvo aquellos aislados procedentes de ambientes oligotréficos, que se
cultivaron en medio TSBd. Todas las cepas se incubaron a 28°C con una agitacidon de 120 rpm,
excepto las cepas de E. coli que se incubaron a 37°C.

La conservacién a largo plazo se realizé mediante criopreservacién a -80°C empleando glicerol al
30% (v/v), mientras que la conservacion a corto plazo se llevd a cabo por resiembras en medio
solido. En el caso de las cepas fitopatdgenas se partid de réplicas criopreservadas con el fin de evitar
alteraciones en la virulencia.

2. Especies vegetales

Las especies vegetales empleadas en este trabajo como sistema de experimentacién fueron la
planta modelo Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0) en el caso de los ensayos in vitro, y
plantas de tomate Solanum lycopersicum L. var. Roma para los ensayos in vitro e in vivo en cdmara
de cultivo de plantas Fitotron®. En el caso de los ensayos en invernadero, se adquirieron plantones
de tomate (S. lycopersicum L.) var. Mina con un mes de crecimiento vy libres de pesticidas.

Las semillas de ambas especies se esterilizaron en superficie como se describe a continuacién y
posteriormente se almacenaron a 4°C durante 72 horas con el fin de sincronizar y homogeneizar la
germinacion (estratificacion).

A. thaliana Col-0: las semillas se esterilizaron en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL con 500 pL
de etanol 70% (v/v) y SDS al 0,1% (p/v) durante 5 minutos con agitacion en vértex. Posteriormente,
se retird el etanol y se afiadieron 500 uL de lejia comercial al 50% (v/v) en agua destilada y SDS al
0,1% (p/v) durante 20 minutos en agitacién. Finalmente, se retird la lejia y se realizaron cuatro
lavados con agua destilada estéril. Las semillas se mantuvieron en imbibicién en agua estéril durante
1,5 horas.

S. lycopersicum L.: las semillas se esterilizaron en tubos de centrifuga de 15 mL con 10 mL de
lejia comercial al 50% (v/v) en agua durante 15 minutos, tras los que se realizaron cuatro lavados
con agua destilada estéril. Posteriormente se sumergieron en 10 mL de perdxido de hidrégeno al 7%
(v/v) durante 15 minutos, seguido de cuatro lavados con agua destilada estéril. Las semillas se
mantuvieron en imbibicidén en agua estéril durante 1,5 horas.

3. Plasmidos

Los plasmidos empleados en este estudio con fines de expresién y clonacion de genes se
describen a continuacién (Tabla 2).
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Tabla 2. Plasmidos empleados en este trabajo y sus principales caracteristicas.

Vector Caracteristicas Referencia
pBK-miniTn7-gfpl  Km®, CmR, cat, bla, gfp, mob* (Koch et al., 2001)
pGEM-T ApR, vector de clonacién de productos de PCR Promega
pPGEX-4T-2 ApR, vector de clonacién y expresion Novagen
Cm®, mob*, ori-ColE1, RK2-tra, vector auxiliarenla  (Figurski &
pRK600 e L
movilizacién Helinski, 1979)
Ap®, mob*, tnsABCDE, ori-R6K, vector donador de
pUX-BF13 P (Bao et al., 1991)

la Tn7 transposasa

4, Medios de cultivo

A continuacion, se detalla la composicion de los medios de cultivo empleados en el aislamiento,
crecimiento y mantenimiento de las cepas bacterianas empleadas en este estudio. Estos se
esterilizaron en autoclave a 121°Cy 1 atmdsfera de presidon durante 20 minutos. En los casos en que
fue necesario, el pH de los medios se ajustd a 7 (+ 0,2) usando soluciones de NaOH 1M o de HCI 1M.
Los medios se solidificaron por la adicion de agar bacterioldgico al 1,5% (p/v) previamente a la
esterilizacion.

Agar de triptona y soja (TSA). Medio deshidratado (Difco®) para el aislamiento y mantenimiento
de las cepas bacterianas.

Caldo de triptona y soja (TSB). Medio deshidratado (Difco®) empleado para el cultivo de cepas
bacterianas.

Agar de triptona y soja diluido (TSAd). Medio deshidratado empleado en el aislamiento y
mantenimiento de cepas bacterianas procedentes de ambientes oligotréficos. Su composicidon se
basa en una dilucién de medio TSB al 10% (v/v).

Caldo de triptona y soja diluido (TSBd). Medio deshidratado empleado en el cultivo de cepas
bacterianas procedentes de ambientes oligotréficos. Su composicion se basa en una dilucién de
medio TSB al 10% (v/v) de la cantidad recomendada por el fabricante.

Agar citrato de Simmons (SCA) (Simmons, 1926). Medio diferencial deshidratado (Beckton
Dickinson, BD®) empleado en la seleccidon de cepas con capacidad para usar el citrato como fuente
de carbono.

Medio AB (Chilton et al., 1974). Medio de cultivo de A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) empleado
para deteccién de moléculas AHL. Posteriormente a la esterilizacion, se adiciond D-manitol (2 g/L),
previamente esterilizado por filtracion, y X-gal (80 pg/mL). Su composicién se describe a
continuacién:

Tampon fosfato 20X ...........cc......... 50 mL
Solucion de sales 20X ................... 50 mL
ABAC ettt 15g
Agua destilada c.s.p...cceeeerennnnnns 1000 mL

62



La composicién del tampdn fosfato 20X se detalla a continuacién:

K2HP O .o 60 g
NaH2PO4 coveeeieeieeeeceecece e 20g
Agua destilada €.5.p. oceerciiiieiiienn, 1000 mL

Asi como la composicién de la solucidn de sales 20X:

NHACT oot eeeeene 20,0g
CaCly 2H20 i, 02g
MgS04 -7TH 0., 6,0g
KCI et neaene 30g
FES04 7TH20 i 0,05g
Agua destilada C.5.p. ccoeeeeriieeeeen, 1000 mL

Medio Luria-Bertani (LB). Medio deshidratado (Difco®) para el cultivo de A. tumefaciens NTL4,
C. violaceum CV026, C. violaceum VIR07 y E. coli.

Medio MY (Quesada et al.,, 1993). Medio de cultivo empleado en la determinacién de la
formacién de biofilms. También se empleé como medio selectivo para los recuentos de los
cocultivos a una concentracién de NaCl del 5% (p/v). La composicidn que se detalla a continuacion
esta referida a un 1% (p/v) de NaCl.

D-GlUCOSA....vveeeeiieee et 10g
Proteosa peptona......cccccevveviiiiiiiiieieeeennns 5g
Extractode malta ......cccceeevveeeeineecnen. 3g
Extracto de levadura ......ccccccvvvevenieenennnne. 3g
NACl . 10g
Agua destilada €.5.p. .cceeeeeirieeennen. 1000 mL

La caracterizacidn in vitro de la actividad promotora del crecimiento vegetal de las cepas
bacterianas analizadas en este estudio se realizé6 empleando los siguientes medios de cultivo:

Gelatina nutritiva (Uttley & Collins, 1993). Medio deshidratado (Difco®) empleado en la
deteccidon de enzimas proteoliticas.

Medio libre de nitrégeno (Burk) (Poonguzhali et al., 2006). Medio de cultivo sin fuente de
nitréogeno para la deteccion de la produccidn de nitrogenasa.

[ P 2 © VT 0,2¢g
O] 2O 0,8g
MgS04 - 7TH20 ..o, 0,2¢g
CaS04 - 2H20 oiiviiiiieeee e, 01g
Na:MOgs -2H20 ..o, 1,2 mg
FeSO4 -7H20 e, 1,4 mg
Y- Tor: | {0 LY- [P 20,0g
Agua destilada c.s.p. .ccovveeeeeeennes 1000 mL
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Medio acido 1-aminociclopropano (ACC) desaminasa (Poonguzhali et al.,, 2006). Medio
empleado para la deteccion de la enzima ACC desaminasa. Se preparé suplementando ACC 1 M,
previamente esterilizado por filtracién, al medio Burk sélido hasta una concentracién final de 3 mM,
una vez que éste se esterilizé en autoclave.

Medio agar sangre (Uttley & Collins, 1993). Medio comercial (Beckton Dickinson, BD®)
empleado para la determinacion de la actividad hemolitica.

Medio cromoazurol sulfonato (CAS) (Schwyn & Neilands, 1987). Medio empleado para la
deteccion de la produccion de sideréforos.

Cromoazurol sulfonato (CAS) ......ccovveeveveeeieeeieeicireeeee e 0,6g
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTMAB) .......ccccouuuee..... 03¢g
Acido piperazina-N,N’-bis(2-etanosulfénico) (PIPES) .............. 03¢g
FeCls -6H,0 1 mM en HCI 10 MM v 10 mL
A Bl e e e e e e e e e e as 150¢
Agua destilada C.5.P. wiviiiciiieiiieee e 1000 mL

Medio DNasa (Jeffries et al., 1957). Medio deshidratado (Difco®) empleado para determinar la
degradacion de ADN.

Medio fosfatasa acida (Pikovskaya, 1984). Medio de cultivo para la determinacién de la
solubilizacion de fosfato inorganico mediante la enzima fosfatasa acida. El pH de este medio de
ajusté a 7,5.

D-GlUCOSA...cceieerieeeeiiee ettt 5g
MECLS ittt 2,5g
MESO4 -7TH20 oot 01lg
KC ettt 0,1lg
(NHZ)NO3 ettt 20¢g
Cag(PO4)2 ................................................... 2,5 g
ABAI e 150¢g
Agua destilada C.5.p..ceeeevreeeeciieeee, 1000 mL

Medio fosfatasa alcalina (Baird-Parker, 1963). Medio de cultivo empleado para la deteccion de
la produccion de la enzima fosfatasa alcalina. Se preparé afiadiendo fosfato de fenolftaleina al 1%
(p/v), previamente esterilizada por filtracion, al medio TSA hasta una concentracion final de 0,01%
(p/v), una vez que éste se esterilizé en autoclave.

Medio TSA almidon (Uttley & Collins, 1993). Medio usado en la determinacion de la produccidn
la enzima amilasa. Se preparo suplementando almidén al 1% (p/v) al medio TSA.

Medio TSA caseina (Uttley & Collins, 1993). Medio empleado para la evaluacién de la hidrdlisis
de la caseina por parte de la enzima caseinasa. Su preparacion se llevd a cabo esterilizando el medio
TSA con el 50% (v/v) de agua y posteriormente se afiadid el 50% (v/v) restante con leche desnatada
pasteurizada.

Medio TSA celulosa (Villalba LS, 2004). Medio usado para la detecciéon de la hidrélisis de la
celulosa. Se preparé afiadiendo un 1% (p/v) de celulosa microcristalina al medio base TSA.
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Medio TSA quitina (Castro et al., 2011). Medio de cultivo empleado para evaluar la hidrdlisis de
la quitina. Se prepard afiadiendo un 1% (p/v) de quitina coloidal al medio TSA.

Medio TSA Tween® 20 (Mourey & Kilbertus, 1976). Medio empleado para la deteccion de
esterasas usando Tween® 20 (monolaurato de polioxietilensorbitano) como sustrato. Para ello se
afiadio un 1% (v/v) de Tween® 20y 0,1 g/L de CaCl, al medio TSA.

Medio TSA Tween® 80 (Mourey & Kilbertus, 1976). Medio empleado para la deteccion de
lipasas usando Tween® 80 (monooleato de polioxietilensorbitano) como sustrato. Para ello se
afiadio un 1% (v/v) de Tween® 80y 0,1 g/L de CaCl, al medio TSA.

Medio Murashige y Skoog (Murashige & Skoog, 1962). Medio mineral deshidratado (MP
Biomedicals®) empleado en el cultivo in vitro de Arabidopsis y tomate. Se adiciond sacarosa al 50%
(p/v), previamente esterilizada por filtracién, hasta una concentracién final de 0,25% (p/v). Para la
obtencidn de medios semisélidos, se afiadié agar al 0,3% vy al 0,8 % (p/v).

5. Antimicrobianos

Las soluciones de antimicrobianos (Sigma-Aldrich®) se prepararon en agua bidestilada estéril,
excepto en el caso del cloranfenicol, que se disolvid en etanol absoluto. Dichas soluciones se
esterilizaron por filtracion y se conservaron a -20°C hasta su uso.

Cuando fue necesario, los antimicrobianos se adicionaron a los medios de cultivo para obtener
las siguientes concentraciones finales: ampicilina (Ap) 100 pg/mL, cloranfenicol (Cm) 30 pg/mL,
gentamicina (Gm) 50 pg/mL y kanamicina (Km) 50 pg/mL.

6. Moléculas N-acil homoserina lactonas (AHLs)

Las moléculas AHLs sintéticas (Sigma-Aldrich®) adicionadas a los medios fueron las siguientes: N-
butanoil-DL-homoserina lactona (C4-HSL), N-hexanoil-DL-homoserina lactona (C6-HSL), N-3-
oxohexanoil-DL-homoserina lactona (3-O-C6-HSL), N-octanoil-DL-homoserina lactona (C8-HSL), N-3-
oxooctanoil-DL-homoserina lactona (3-0-C8-HSL), N-decanoil-DL-homoserina lactona (C10-HSL), N-
3-hidroxidecanoil-DL-homoserina lactona (3-OH-C10-HSL), N-dodecanoil-DL-homoserina lactona
(C12-HSL) y N-3-oxododecanoil-DL-homoserina lactona (3-O-C12-HSL). Las soluciones stock de cada
compuesto se disolvieron en metanol 70% (v/v) y se prepararon a 10 mM. Posteriormente se
utilizaron a una concentracién final de 10 uM o 25 puM.

7. Otras soluciones

Tampon fosfato (PB). Soluciéon tamponada empleada para la rehidratacién del tejido vegetal en
los ensayos de depdsitos de calosa. Se prepard a una concentracidon 0,07 M de Na;HPO, ajustando el
pH a 9 mediante la adicién de una disolucion de NaH,PO,4 0,06M.

Tampon fosfato salino (PBS). Solucién tampdn utilizada en la determinacién de la localizacidn
celular de enzimas quorum quenching, asi como en el montaje de muestras para microscopia de
fluorescencia. Su composicidn se detalla a continuacion. El pH de esta solucidn se ajusté a 6,5.
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Agua destilada c.s.p....cccvveeennnen. 1000 mL

Tampon Tris-acetato-EDTA (TAE). Solucion tampdn empleada en la preparacion y electroforesis
de geles de agarosa. Se prepard una solucidn 1X en agua bidestilada a partir de una soluciéon TAE
50X (Panreac) cuya composicion se basa en tris(hidroximetillaminometano (Tris) 2M, acido acético
1M y acido etilendiamianotetraacético (EDTA) 0,05M a pH 8,5.

Tampon de quimiotaxis (BC). Solucién tampdn empleada en los ensayos cuantitativos de
guimiotaxis. Se prepard acorde a la siguiente composicién y posteriormente se esterilizé por
filtracion.

[ P 2 © VT 2,78
G110 VT 53g
Glicerol 50% (P/V) .coveeveeveeseesrenvenne. 1mL
EDTA oo e ee s e seseenenn 5,8 mg
Agua destilada c.5.p..cceecerveeernnnenn. 1000 mL

Solucion mineral Hewitt (Hewitt, 1952). Solucién nutritiva mineral para plantas. Su composicién
se detalla a continuacion:

KNO3 o 0,3¢g
Ca(NO3)2 eeevreeeieeecieecee e 1,4¢g
MgS04 -7TH 0. O4¢g
EDTA-F& (1) eeeeeeeeeeeeeee e 30 mg
MnNSOs “4H20 e 2,2 mg
CuSO4 -5H20 i, 0,24mg
ZNnSO4 - 7TH20 e 0,29 mg
HgBOg ................................................. 18,6 mg
NazMoOy :2H20 ...veeeiiiieiiieeeeeees 0,03 mg
(NH4)sM07024 -4H30 ..o, 0,03 mg
NaH2P04 .................................................. 0,2 g
Agua destilada C.5.p. .ueeeeecieeeiiiieeees 1000 mL

Solucion salina citrada (SSC). Soluciéon empleada en la resuspensién de ADN gendémico tras su
extraccién. Su composicién se basa en NaCl 0,15M vy citrato sédico 0,015M en agua bidestilada. El
pH se ajusté a 7.

EDTA salino. Solucién empleada en la extraccion de ADN gendmico como inhibidora de
ADNasas. Su composicidn se basa en NaCl 0,15M y 4acido etilendiaminotetraacético 0,1M en agua
bidestilada. El pH se ajusté a 8.

Reactivo de Salkowski. Solucién empleada en la determinaciéon de la produccidon de acido
indolacético. Su composicion se basa en 1 mL de FeCls 0,5M y 49 mL de 4cido perclérico al 35%
(p/v). Este reactivo es de preparacion extemporanea y debe protegerse de la luz.

X-gal. La solucién de 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopirandsido (X-gal) se prepard a una

concentracion final de 20 mg/mL utilizando N,N- dimetilformamida como disolvente, y se conservo a
-20°C.
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8. Muestreo y aislamiento de cepas bacterianas

En este estudio se realizd un aislamiento de cepas bacterianas a partir de muestras recolectadas
en el Saladar de EI Margen, Cullar, Granada (37°38'50.6"N 2°37'22.2"W), un criptohumedal salino y
semidrido con una surgencia de agua en la estacién lluviosa.

El muestreo se realizé en el mes de febrero de 2019 y se tomaron muestras de agua, suelo y
plantas en recipientes estériles y se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su procesamiento. Para
el aislamiento de cepas se emplearon placas de TSAd suplementadas con NaCl al 2% y al 5% (p/v).
Las muestras de agua se sembraron en las placas tras realizar diluciones seriadas (10° — 10%). Para
las muestras de suelo, se tomd 1 g de éste, se suspendieron en 9 mL de solucién salina 0,9% (p/v)
estéril, se dispersaron por sonicacién y se sembraron en placa tras realizar diluciones seriadas.

En el caso de las muestras de plantas, se aisld la microbiota enddfita y epifita de las raices y de la
parte aérea. Para el aislamiento de epifitos, las plantas se lavaron con agua destilada estéril y se
depositaron en placas, mientras que, en el caso de los endéfitos, las plantas se lavaron con agua
destilada estéril y se sumergieron en etanol 70% (v/v) durante 5 minutos. Posteriormente, se
lavaron en agua destilada estéril y se cortaron fragmentos de 5 mm de la parte aérea y radicular,
gue se depositaron en las placas.

Las placas se incubaron a 28°C durante 7 dias y se seleccionaron un grupo de 320 aislados en
funcidn de las diferentes morfologias coloniales. Posteriormente, se aislaron nuevamente en placas
de TSAd con la correspondiente concentracién de NacCl.

9. Técnicas para el estudio de la promocion del crecimiento vegetal

9.1. Determinacion in vitro de la actividad promotora del crecimiento vegetal

Con el fin evaluar el potencial promotor del crecimiento vegetal de las cepas de estudio, éstas se
sometieron a una bateria de pruebas metabdlicas in vitro. Se evalud la hidrélisis de ADN, almidén,
caseina, celulosa, gelatina y quitina, la produccién de ACC-desaminasa, esterasa, fosfatasas acida y
alcalina, lecitinasa, lipasas, nitrogenasa, sideréforos, surfactantes y de acido indolacético (IAA),
empleando los medios de cultivo previamente descritos en el apartado 4. Para ello, se partié de un
cultivo de 24 horas de cada cepa en medio TSB y se sembraron 20 uL de éste en las placas
correspondientes. El resultado se determind tras 7 dias de incubacion a 28°C, salvo en el caso de la
produccién de siderdforos, que se evalud transcurridas 24 horas.

En el caso de las pruebas de ACC-desaminasa y nitrogenasa, el crecimiento en los medios de
cultivo es indicativo de un resultado positivo. La presencia de un halo alrededor del crecimiento
bacteriano se considerd un resultado positivo para las pruebas de caseina, celulosa, hemdlisis,
fosfatasa acida y lecitinasa. De igual modo, en el caso de la prueba de amilasa, DNAsa, fosfatasa
alcalina y sideréforos, se obtuvieron los resultados tras la adiciéon de lugol, HCl 1M, amoniaco 30%
(v/v) y una sobrecapa de medio CAS, respectivamente. La presencia de un precipitado en forma de
cristales préximo al crecimiento bacteriano indicd un resultado positivo para la produccién de
esterasas y lipasas.

Por ultimo, la produccién de IAA por parte de las cepas se evalto siguiendo el protocolo descrito
por (Goswami et al., 2016) tras 5 dias de cultivo a 28°C y 120 rpm en medio TSB suplementado con
500 mg/L de L-triptéfano. Estos cultivos se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos y se

67



transfirieron 2 mL del sobrenadante a tubos de cristal. Posteriormente, se afiadieron 100 uL de
acido ortofosfoérico (HCIO4) y 4 mL del reactivo de Salkowski, se agitd en vértex y se incubd en
oscuridad a temperatura ambiente durante 25 minutos. Finalmente, se midid la absorbancia a 530
nm. Para la cuantificacidn se realizd una curva patrén de IAA (0-100 pg/mL) en medio TSB.

9.2. Determinacion de la tolerancia a la salinidad

El rango de salinidad tolerado por las cepas, asi como su valor éptimo de crecimiento se
evaluaron en tubos de medio TSB con distintas concentraciones de NaCl: 0,5%, 2%, 5%, 7,5%, 12,5%,
15% y 25% (p/v) y se incubaron a 28°C y 120 rpm durante 5 dias. El crecimiento se analizd por
espectrofotometria a 600 nm.

9.3. Ensayos de bioseguridad

Con el objetivo de evaluar la bioseguridad de las cepas seleccionadas, se realizd un ensayo con
nauplios de Artemia salina y un ensayo de bioluminiscencia con Aliivibrio fischeri para determinar su
posible toxicidad.

En el caso del ensayo en A. salina (Rajabi et al., 2015), se eclosionaron los quistes (JBL Artemio
Pur) en agua de mar estéril (salinidad 36 g/L, pH 7,3), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
dispusieron 20 nauplios por placa Petri con 20 mL de agua de mar estéril y se afiadieron 10 uL de
una suspensién de células de cada cepa en agua de mar estéril, a las que previamente se les
realizaron dos lavados. Finalmente se incubaron a 25°C durante 96 horas, haciendo recuentos cada
24 horas. Se realizaron tres réplicas de cada tratamiento, empleando como control negativo,
solucidn salina estéril y como control positivo, una suspension de células de Vibrio coralliilyticus, un
patdgeno de crustaceos.

En el caso del ensayo de bioluminiscencia con A. fischeri, se realizé empleando el kit Microtox®
(Onorati & Mecozzi, 2004) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se evalud la toxicidad de un
cultivo de 8 horas de cada cepa seleccionada en medio TSB, asi como del sobrenadante de éste
obtenido tras centrifugar a 9.000 rpm durante 20 minutos. Estos ensayos se realizaron en
colaboracién con la Dr. Clementina Pozo del Instituto Universitario de Investigacidn del Agua
(Universidad de Granada).

9.4. Bacterizacion de semillas o biopriming

La influencia de las cepas bacterianas en el proceso de germinacidn de las semillas de tomate (S.
lycopersicum L. var. Roma) se evalué mediante un ensayo de bacterizacidon de semillas o biopriming,
siguiendo el protocolo descrito por (Mahmood et al., 2016). Para ello, se esterilizaron 30 semillas
por cada tratamiento siguiendo el protocolo previamente descrito en el apartado 2 y se
mantuvieron en imbibicién en agua destilada estéril durante 1 hora.

Por otra parte, las células bacterianas procedentes de cultivos de 18 horas en medio TSB, se
lavaron dos veces con agua destilada estéril y finalmente se realizé una suspensién de 10° UFC/mL.
Las semillas estériles se afadieron a la suspensidn bacteriana y se incubd a 28°Cy 120 rpm durante
1 hora. Posteriormente se elimind la suspensidon bacteriana mediante pipeteo y las semillas se
dispusieron en placas Petri con papel de filtro esterilizado y humedecido con 5 mL de agua destilada
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estéril y se incubaron a 28°C durante 4 dias en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se midié el
porcentaje de germinacion y la longitud de cada plantula, con el fin de calcular el indice de vigor (l.).

Iv = Longitud promedio x Porcetaje de germinacién

Se realizaron tres réplicas por tratamiento utilizando semillas incubadas en agua destilada
estéril como control negativo.

9.5. Ensayos de promocidn del crecimiento in vivo en camara de cultivo

Con el propésito de evaluar la actividad promotora del crecimiento vegetal in vivo de las cepas
seleccionadas, se realizaron ensayos en plantas de tomate (S. lycopersicum L. var. Roma) en
condiciones de laboratorio. En este ensayo se realizaron dos enfoques: un tratamiento basado en la
irrigacién radicular de las plantas con una suspension de las cepas y otro tratamiento basado en la
actividad combinada de la bacterizacidn de semillas y su posterior irrigacién radicular con una
suspension bacteriana.

Los ensayos se llevaron a cabo en macetas con una capacidad de 1,5 L de vermiculita
esterilizada como sustrato. En cada recipiente se sembraron 50 semillas de tomate esterilizadas
siguiendo el protocolo antes descrito. En el caso del ensayo de bacterizacién combinado con
irrigacion radicular, las semillas se trataron con una suspensién bacteriana como se describe en la
seccion anterior. Una vez que las plantas alcanzaron 5 cm, se procedid a aplicar el primer
tratamiento mediante irrigaciéon con 5 mL de una suspension bacteriana (10° UFC/mL) procedente
de un cultivo de 24 horas en medio TSB. Para preparar estas suspensiones, se centrifugaron los
cultivos a 9.000 rpm durante 5 minutos y se realizaron dos lavados con agua destilada estéril. Se
realizé un total de cuatro tratamientos a lo largo de un mes, y transcurrido este tiempo, se
recolectaron las plantas para su analisis. Durante el tiempo que duré el experimento, las plantas se
mantuvieron en una camara climatica para el crecimiento de plantas Fitotron®, con una humedad
relativa (HR) del 60%, una temperatura de 25°C y un fotoperiodo de dia largo (luz:oscuridad, 16:8
horas).

Los experimentos se llevaron a cabo en duplicado (100 plantas en total) y como controles, se
emplearon plantas procedentes de semillas incubadas con agua destilada estéril, en el caso de los
ensayos de bacterizacidén e irrigacidn radicular, y posteriormente, se regaron con 5 mL de agua
destilada estéril. Una parte del material vegetal recolectado se destind a la determinacion de la
biomasa de la parte aérea y radicular, y otra parte a la determinacién de la concentraciéon de
clorofila y la visualizacién de depésitos de calosa.

Determinacidn de la biomasa. Se recolectaron 50 plantas de cada tratamiento y se determind la
longitud de la parte aérea y radicular. Posteriormente, se secaron en un horno ventilado a 70°C
durante 72 horas y se determind el peso seco de ambas partes.

Cuantificacion de clorofila. Con el fin de evaluar el estado fotosintético de las plantas, se realizd
una determinacion de clorofila A (Chl,), clorofila B (Chly) y clorofila total (Chly) mediante
espectrofotometria siguiendo los protocolos descritos por Arnon (Arnon, 1949) y por Lichtenthaler
(Lichtenthaler, 1987). Para ello se tomaron 0,1 g de la parte aérea y se trituraron en nitrégeno
liquido. Posteriormente se realizé una extraccion con 2 mL (Vex) de acetona al 80% (v/v) en tubos de
vidrio sellados durante 24 horas en oscuridad y se midié la absorbancia del sobrenadante a 645, 646
y 663 nm empleando cubetas de cuarzo tras centrifugar las muestras a 12.000 rpm durante 10
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minutos. La concentracién de clorofila (mg/g de peso fresco) se calculé mediante las siguientes
féormulas:

Arnon (1949) Lichtenthaler (1987)
(~2,69 X Agas + 12,70 X Aggz) X Vex (=1,93 X Agag +11,93 X Agg3) X Vex
Chl, = Chl, =
1000 x W 1000 x W
(22,90 X Agys — 4,68 X Aggz) X Vex (20,36 X Agag — 5,50 X Aggz) X Vex
Chlb = Chlb =
1000 X W 1000 x W
(20,21 X Agas + 8,02 X Agg3) X Vex (18,43% Agag + 6,43 X Agp3) X Vex
Cth = Cth =
1000 x W 1000 x W

Depdsitos de calosa. Para determinar el impacto de las cepas bacterianas en los sistemas de
defensa de las plantas de tomate, concretamente en el mecanismo de la resistencia sistémica
inducida (ISR), se analizé la presencia de depdsitos de calosa en las hojas siguiendo el protocolo
descrito por (Scalschi et al., 2015). Para ello, se recolecté una muestra representativa de cada
tratamiento y se elimind la clorofila mediante una decoloracion con etanol 96% (v/v), renovandolo
cuando se mostraba saturado de pigmentos. Seguidamente, las hojas se rehidrataron con tampdn
fosfato (PB) 0,07M durante 30 minutos. Se retiré el tampdn y las hojas se tifieron con una disolucion
de azul de metileno al 0,05% (p/v) en PB durante 30 minutos. Posteriormente, se retird el colorante,
se afnadié una disolucidn de azul de metileno al 0,5% (p/v) en PB y se mantuvieron en tincidn en
oscuridad durante 5 dias. Los depdsitos de calosa se observaron mediante microscopia de
epifluorescencia con filtro ultravioleta (380nm) tras montar las muestras con el envés hacia abajo
entre cubre y porta, empleando azul de metileno al 0,05% (p/v) como medio de montaje.

9.6. Estudio de la colonizacion bacteriana
9.6.1 Ensayos de movilidad

La movilidad de las cepas seleccionadas se determind en medio TSB empleando distintas
concentraciones de agar (p/v): 0,3% (swimming), 0,5% (swarming) y 1% (twitching). Para ello se
partié de un cultivo de 24 horas en medio TSB.

En el caso del ensayo en medio sélido para determinar la movilidad de tipo swimming, se
inocularon 2 pl del cultivo en la capa intermedia del medio de cultivo. La inoculacién se realizé en
superficie para el ensayo de determinacion de movilidad tipo swarming, mientras que para el
analisis de la movilidad tipo twitching, el inéculo se deposité en el fondo, entre la placa Petri y el
medio de cultivo. Tras 24 horas de incubacidn a 28°C se evalud la presencia o ausencia y el tipo de
movilidad de las cepas.

9.6.2 Ensayo de quimiotaxis

La quimiotaxis de las cepas seleccionadas se evaluo frente a exudados de plantas: de tomate (S.
lycopersicum L.) var Mina, de Salicornia hispanica y de A. thaliana, asi como &acido y-aminobutirico
(GABA) y casaminodcidos (CA). Los exudados de plantas de obtuvieron tras someter a agitacién las
raices de éstas en 100 mL de agua bidestilada estéril a 4°C durante 24 horas. En el caso del GABA y
de los casaminodcidos, se prepararon disoluciones al 1,3% y al 10% (p/v) en agua bidestilada estéril,
respectivamente. Tanto los exudados como estas disoluciones se esterilizaron por filtracién y se
conservaron a -20°C hasta su uso.
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El ensayo de quimiotaxis cuantitativo (Reyes-Darias et al., 2016) se realizé en placas microtiter
de 96 pocillos empleando microcapilares con 1 uL de cada compuesto a analizar. Se empled un
cultivo de 24 horas en medio TSB de cada cepa, al que se le realizaron dos lavados con tampdn de
quimiotaxis (BC) tras centrifugar y posteriormente se resuspendié en el mismo volumen de éste. Se
afiadieron por pocillo 150 uL de la suspensién bacteriana diluida 1:300 en BC. Los capilares se
dispusieron en los pocillos mediante adaptadores de silicona y se incubé a temperatura ambiente
durante 1 hora. Tras el periodo de incubacién se extrajeron los capilares, se lavaron
superficialmente con agua destilada estéril y su contenido se extrajo mediante centrifugacion en 99
puL de BC. Finalmente se realizaron diluciones seriadas en BC y se realizd un recuento en placa de
unidades formadoras de colonias por capilar. Con fines comparativos y como tratamiento control se
utilizaron capilares cargados con 1 pL de BC. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado
empleando 8 réplicas por compuesto a ensayar.

9.6.3 Formacion de biofilm y produccion de exopolisacaridos

La formacion de biofilm se evalué mediante el ensayo con cristal violeta en placas microtiter de
96 pocillos (O'Toole, 2011) empleando distintos medios de cultivo con y sin suplementacién de
GABA, exudados de tomate, de salicornia y de arabidopsis a varias concentraciones, como
inductores de la formacion de biofilm. Los medios ensayados fueron TSB, LB y MY y la
suplementacién de los compuestos y exudados se realizé al 10% o 20% (v/v).

El ensayo se llevé a cabo partiendo de un cultivo de 24 horas de las cepas en medio TSB. Estas se
sembraron al 1% (v/v) en pocillos con 100 plL de los diferentes medios de cultivo ensayados y se
incubaron a 28°C sin agitacién durante 72 horas. Se midid la densidad dptica a 600 nm y se procedio
a la tincidn con cristal violeta. Para ello se retird el cultivo, se afadieron 150 plL de cristal violeta al
1% (p/v) y se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se eliminé el colorante y se
realizaron cinco lavados con agua destilada. Posteriormente se resuspendieron las células que
forman el biofilm con 300 uL de etanol 96% (v/v) y se midié la absorbancia a 540 nm.

Adicionalmente se cuantificd la produccién de exopolisacaridos (EPS) en 1 L de un cultivo de
cada cepa en medio TSB incubado a 28°C y 120 rpm durante 5 dias siguiendo el protocolo descrito
por (Quesada et al., 1993). Los cultivos se centrifugaron a 9.000 rpm durante 10 minutos, el pellet
bacteriano se resuspendié en 10 mL de agua destilada estéril y se congeld a -80°C para su posterior
liofilizacidn. Al sobrenadante se le afiadio 2 volimenes de etanol 96% (v/v) frio y se dejé durante 24
horas en refrigeracidon. Posteriormente, se centrifugd a 9.000 rpm durante 20 minutos y el
precipitado se disolvié en 10 mL de agua destilada estéril. Finalmente, se congeld a -80°C para su
posterior liofilizacién. Una vez obtenidos ambos liofilizados, se calculé el rendimiento de la
produccién de EPS en relacidn con la biomasa.

9.6.4 Ensayos de colonizacién vegetal

La capacidad de las cepas seleccionadas para colonizar el tejido vegetal se evalué de forma
cuantitativa en plantas de tomate empleando medio MS liquido suplementado con 2,5 g/L de
sacarosa, como soporte liquido, y el mismo medio solidificado mediante la adicién de agar al 0,5%
(p/v), como soporte semisdlido. Para ello, se esterilizaron las semillas de tomate siguiendo el
protocolo previamente descrito en el aparta 2 de esta seccidn. En ambos casos, las semillas se
inocularon con una suspension bacteriana (10° UFC/mL) de cada cepa en agua destilada procedentes
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de un cultivo de 24 horas en medio TSB, al que se le realizaron dos lavados con agua destilada
estéril.

En los ensayos en soporte semisdlido, las semillas se incubaron en esta suspensidn a 28°Cy 120
rom durante 1 hora y, posteriormente, se dispusieron en placas cuadradas de 12x12 cm. Estas se
incubaron a 21°C en oscuridad durante 48 horas y se trasladaron a un invernadero a 25°C con un
fotoperiodo de dia largo (luz:oscuridad, 16:8 horas) durante 7 dias (Fig. 11A). En el caso de los
ensayos en soporte liquido, se afadi6 1 mL de medio MS al 0,8% (p/v) de agar sobre un
portaobjetos estéril y una vez que éste solidificd, se depositd una semilla. Posteriormente, esta se
cubrié con 1 mL del mismo medio y cada portaobjetos se introdujo verticalmente en un tubo de
centrifuga de 50 mL que contenia 15 mL de medio MS suplementado con 2,5 g/L de sacarosa y un
1% (v/v) de la suspensién de cada cepa previamente descrita. Igualmente, los tubos se incubaron a
21°C en oscuridad durante 48 horas y posteriormente se trasladaron a un invernadero en las
mismas condiciones que el ensayo anterior durante 7 dias (Fig. 11B).

Transcurridos 7 dias, las plantas de ambos ensayos se separaron cuidadosamente de sus
respectivos soportes y se sumergieron 3 veces en agua destilada estéril para eliminar las células no
adheridas a la raiz. Se analizé la colonizacién epifita y enddfita de las cepas mediante dilucidn
seriada y recuentos en placa, tras triturar las raices en un mortero. Para los recuentos de enddfitos,
las plantas se desinfectaron en superficie empleando etanol 70% (v/v) durante 1 minuto, seguido de
lejia comercial al 2% (v/v) en agua durante 3 minutos y en etanol 70% (v/v) durante 30 segundos,
para finalmente realizar tres lavados con agua destilada estéril. Para los recuentos de epifitos, las
raices se trituraron sin desinfeccién y se calculd su valor por diferencia con el recuento de endéfitos.

TTTTT

7 dias

10° UFC/mL MS 0,5% + sacarosa MS 0,5% + sacarosa

MS + sacarosa MS + sacarosa
+107 UFC/mL + 107 UFC/mL

Figura 11. Estudio de la colonizacion de raices de tomate por las cepas seleccionadas. A, ensayo en placa empleando un
soporte semisdlido; B, ensayo en tubo de centrifuga empleando un soporte liquido. MS, medio Murashige y Skoog.

Una vez determinado el grado de colonizacion de las cepas de estudio, esta se analizd
cualitativamente mediante microscopia de contraste por interferencia diferencial (DIC, Differential
Interference Contrast) y de contraste de fases (PC, Phase Contrast) entre porta y cubre, empleando
glicerol al 70% (v/v) como medio de montaje en un microscopio LEICA DM5500B. En el caso de la
cepa P. segetis P6, ademas, se evalud la colonizacidon empleando la cepa marcada con GFP mediante
microscopia de fluorescencia a 488 nm y mediante microscopia confocal laser de barrido (CLS,
Confocal Laser Scanning) empleando un microscopio invertido Nikon EclipseTi-E.
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9.7. Ensayos in vivo en invernadero

Con el fin de evaluar la efectividad in vivo de las cepas seleccionadas en el cultivo de tomate, se
realizd un ensayo en invernadero en las instalaciones de la Estacién Experimental del Zaidin del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (EEZ-CSIC) en Granada, empleando plantones de
tomate (S. lycopersicum L. var. Roma) libres de pesticidas suministrados por Saliplant S.L. (Santa Fe,
Granada).

Los plantones de tomate se trasplantaron individualmente en macetas de 0,6 L empleando
turba esterilizada como sustrato. Tras una semana de cultivo, se realizaron los tratamientos basados
en la irrigacién radicular con 5 mL de una suspensidon bacteriana en agua destilada estéril
procedente de un cultivo de 24 horas en medio TSB, tras realizar dos lavados en agua destilada
estéril. Se emplearon 12 plantones para cada tratamiento y este se aplicd semanalmente durante un
mes. Las plantas se mantuvieron en el invernadero durante todo el experimento en condiciones
controladas con un fotoperiodo de dia largo (luz:oscuridad, 16:8 horas), a una temperatura de 25°C
de dia y 20°C de noche, humedad relativa 60-80% y una luminosidad de 250 microsiemens/cm?/sg. A
lo largo de todo el ensayo, las plantas se regaron con 150 mL de solucién nutritiva Hewitt, y con
agua segun demanda del cultivo. Como control negativo se emplearon 12 plantones de tomate
regados con agua destilada estéril.

Una vez finalizado el experimento, se recolectaron las plantas y se dividieron en dos bloques,
uno se empled para la determinacion de la longitud y peso seco de la parte aérea y radicular,
mientras que en el otro bloque se recolectaron Unicamente las hojas y se trituraron en nitrégeno
liguido y se almacenaron tanto a -80°C, como material fresco, como liofilizadas. Posteriormente, el
material vegetal recolectado se empledé en la determinacién de metabolitos primarios, de la
actividad del metabolismo central, del balance redox y del contenido en hormonas vegetales. Estas
mediciones se realizaron en la plataforma de fenotipado metabdlico (High Throughput Metabolic
phenotyping platform, HiTMe) del Instituto Nacional de Investigaciones Agrarias, Alimentarias y
Ambientales (INRAE) de Burdeos (Francia) en colaboracidon con los doctores Yves Gibon y Pierre
Petridcg. El protocolo seguido para estas determinaciones se describe a continuacion.

9.7.1. Determinacion de metabolitos primarios

Con el fin de evaluar el efecto que produjeron los distintos tratamientos en el metabolismo de
las plantas de tomate se realizé una determinacidn de clorofila, aminodcidos totales, carbohidratos
(glucosa, fructosa y sacarosa), principales acidos organicos (malato y citrato), polifenoles, proteinas
y almidén.

Obtencion de extractos de metabolitos a partir de material fresco. Para el estudio de los

metabolitos se emplearon 5 réplicas por cada una de las técnicas de cada tratamiento de 20 (+3)
mg de material fresco y se sometieron a una extracciéon etandlica de metabolitos. Para ello se
afiadieron 250 pL de etanol 80% (v/v) en acido 4-(2-hidroxietil)piperazinetanosulfénico
(HEPES)/KOH 10mM a pH 6 y se incubé a 80°C durante 20 minutos. Posteriormente se
centrifugaron las muestras a 14.000 rpm y 4°C durante 5 minutos. El sobrenadante (S1) se transfirio
a un tubo nuevo. El pellet resultante se resuspendié en 150 pL de etanol 80% (v/v) en HEPES/KOH
10mM a pH 6 y se incubd a 80°C durante 20 minutos. Se centrifugd en las mismas condiciones y el
sobrenadante se mezcld con el obtenido previamente (S1+S2). Finalmente, el pellet se resuspendié
en 250 pL de etanol 50% (v/v) en HEPES/KOH 10mM a pH 6 y se incubd a 80°C durante 20 minutos.
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Se centrifugd en las mismas condiciones y el sobrenadante se mezcld con los obtenidos
previamente (S1+52+S3). El pellet se conservé a -20°C para su uso posteriormente.

El extracto total se empled en la determinacion de clorofila, carbohidratos (sacarosa, fructosa y
glucosa), aminodcidos totales, acidos organicos (malato y citrato) y polifenoles, mientras que el
pellet resultante se empled en la determinacién de almidén y de proteinas totales. En todo
momento, los extractos se mantuvieron en hielo y protegidos de la luz para evitar la degradacién
de metabolitos sensibles. Como control de la extraccion y de las posteriores determinaciones se
empled un estdndar de hojas de tomate cuya concentracién de metabolitos fue previamente
determinada por el laboratorio de la plataforma HitMe, ademds de los blancos control sin muestra
vegetal. Una vez obtenidos los valores de cada pardmetro se normalizaron empleando el peso de
muestra.

Clorofila. La cuantificacidn de clorofila se realizé segun el protocolo descrito previamente en el
apartado 9.5

Aminoacidos. El contenido en aminodcidos totales de las muestras se llevé a cabo mediante
espectrofotometria de fluorescencia siguiendo el protocolo descrito por (Bantan-Polak et al., 2001).
El ensayo se realizd en placas microtiter afiadiendo los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal.........ccoceeeeeciieeiccieeeenns 3uL
Tampdn NazB407 0,1 M (PH 8) oo 15 uL
Fluorescamina 0,1 % en acetonitrilo ........cccceeeennnn.. 90 pL
Agua destilada .....cccveeeeeciiiieeee e 100 plL

Toda la reaccidon se llevéd a cabo en oscuridad por la fotosensibilidad del compuesto
fluorescamina y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos, midiendo la DO en un
espectrofotometro de fluorescencia (405 nm de excitacidn y 485 nm de emision). La cuantificacion
de aminoacidos totales se realizé empleando una curva patrén de glutamato (0, 100, 200, 400 y 800
M) en etanol 70% (v/v) en HEPES/KOH 10mM a pH 6.

Carbohidratos. El contenido de glucosa, fructosa y sacarosa se determind mediante
espectrofotometria a través de la formaciéon de NADPH tras la adicidn secuencial de las enzimas
hexoquinasa (HK), fosfoglucosa isomerasa (PGl) e invertasa (Inv), respectivamente (E. Luna et al.,
2020) El ensayo se realizé en placas microtiter afiadiendo los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal ........cccoocveiiiciee i 40 L
Tampon HEPES/KOH 0,1M, MgCl23mM (PH 7) cvveveeceeeieeeeeeeeee, 147 uL
ATP 100 MM et e et e e e e e e e ae e e e e e eaaeanen 6 uL
N YN L o] Y S 6 uL
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (750 U/mL) en HEPES/KOH............... 1uL

Tras ello, se midio la DO a 340 nm y 37°C (1 medida/min durante 2 horas) hasta que la medida
se estabilizd (aprox. 15 minutos). Fue entonces cuando se afiadieron secuencialmente las enzimas
en cada pocillo y se midié la DO hasta que se establecid antes de afadir la siguiente enzima:

HK (900 U/mL en tampdn HEPES/KOH).......ccveeuveee.. 1uL
PGI (1.000U/mL en tampdn HEPES/KOH) .................. 1puL
Inv (30.000 U/mL en tampdn HEPES/KOH]) ................ 1pul
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La concentracidon de cada carbohidrato se determind mediante la variacion de la DO (ADO)
asociada a la formacién de NADPH tras la adicidn de cada enzima, aplicando la siguiente férmula:

pumol NADPH= ADO/2,85*6,22

Acidos orgénicos. La actividad del ciclo de los acidos tricarboxilicos de las plantas se evalud
mediante la determinacién de citrato y malato. En el caso del citrato, la determinacién se realizé
empleando el kit comercial Citric Acid Assay Kit (Megazyme®) siguiendo las instrucciones del
fabricante. En cambio, se sigui6 el método descrito por (Nunes-Nesi et al., 2007) para la
determinacién de malato mediante la intervenciéon de las enzimas glutamato-oxoglutarato
aminotransferasa (GOT) y malato deshidrogenasa (MDH). El ensayo se realizd en placas microtiter
afiadiendo los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal..........coceeeviiieeeecnnennn. 20 uL
Tampdn Tricina/KOH 0,1M (pH 9) ..veevvveviiecieeienne, 69 uL
NAD 30MM i 10 uL
Glutamato 20mMM ........ceeeeiiiiieecee e 10 uL
GOT (200 U/mL en tampdn Tricina/KOH)................... 1puL

Posteriormente se midio la DO a 340 nm y 20°C (1 medida/min) durante 15 min y se afiadieron
2 uL de enzima MDH (1.000 U/mL en tampdn Tricina/KOH) en cada pocillo. Una vez que la DO se
estabilizd, se afiadié 1 pL de enzima fumarasa (100 U/mL en tampdn Tricina/KOH) y se midié la DO
durante 1,5 horas.

La concentracion de malato se determind mediante la variacion de la DO (ADO) asociada a la
formacién de NADH tras la adicién de cada enzima, aplicando la siguiente formula:

umol NADH= ADO/2,85%6,22

Compuestos fendlicos. El contenido en compuestos fendlicos totales se determind siguiendo el
protocolo descrito por (Vinson et al., 2001) con algunas modificaciones, en el que se emplea el
reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich). Todo el procedimiento se realiz6 en placas microtiter
protegiendo las muestras de la luz, y afadiendo los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal..........ccceveviriereccnnennnn. 10 uL
Reactivo de Folin-Ciocalteu ........ccceevveeeecreeeecciieeen. 10 uL
Agua destilada ......ceeeeviieiiciee e 150 plL

La reaccion se incubd durante 8 minutos a temperatura ambiente y se afiadieron 30 puL de
Na,COs al 20% (p/v) en cada pocillo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 60
minutos y se midié la DO a 700 nm. La concentracién de fenoles totales se calculé mediante una
curva patrdn de acido pirogalico (0, 100, 200 y 500 mg/L) en etanol 70%.

Obtencién de extractos para la determinacidon de proteinas y almidén. El pellet obtenido
previamente tras la extraccién de metabolitos se sometid a una extraccidn en medio bdsico para la
determinacion de proteinas y de almiddn. Para ello, el pellet se resuspendié en 400 pL de NaOH
0,1M, se agitd y se incubd a 95°C durante 30 minutos. Tras ello se enfrié a temperatura ambiente,
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se agitd de nuevo y se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante resultante se
empled en la determinacion de proteinas y almidon.

Proteinas. La determinacién de proteinas se llevé a cabo mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976) empleando 5 pL de extracto y 180 uL del reactivo de Bradford (Thermo Fisher) en
cada pocillo. Las placas se agitaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, para
finalmente medir la DO a 595nm. La cuantificacién de proteinas en las muestras se llevd a cabo
empleando una curva patrén de albumina de suero bovino (BSA, Bovine Serum Albumin) (0, 80,
160, 320 y 640 pg/mL) en NaOH 0,1M vy los resultados se expresaron como mg/g.

Almidén. El almidén en las muestras se determind mediante espectrofotometria tras la
digestion de este con las enzimas amiloglucosidasa y a-amilasa hasta mondmeros de glucosa y la
posterior determinacion de la formacidon de NADPH (Hendriks et al., 2003). La digestién se llevo a
cabo en tubos Micronic® de 1,1 mL resuspendiendo el pellet del extracto obtenido previamente y
se procedid de la siguiente forma. Se ajusté el pH de la suspension a un valor de 4 - 5 empleando el
tampdn HCl 0,5M, acetato sédico/NaOH 0,1M (pH 4,9). Seguidamente se afadieron 100 uL de una
suspension de la enzima amiloglucosidasa (50 U/mL en tampdn acetato/NaOH 50 mM, pH 4,9) y la
enzima a-amilasa (30 U/mL en tampdn acetato/NaOH 50 mM, pH 4,9) en cada pocillo y se incubd a
37°C durante 16 horas. Posteriormente se centrifugaron los tubos a 2500 rpm durante 10 min y se
transfirieron 30 plL de sobrenadante a cada pocillo de una placa microtiter, al que se afiadieron los
siguientes reactivos:

Tampén HEPES/KOH 0,1M, MgCla 3mM (PH 7) woveveveercveeieieees 147 ulL
ATP 100 MM ottt ee et e et se et se e seesseeseeseesesenaes 6 pL
NADP AS MM ettt e e et e e e et e e e e et e e eeat e e esanneeeeen 6 uL
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (750 U/mL) en HEPES/KOH............... 1ul

Tras ello, se midié la DO a 340 nm y 20°C (1 medida/min) durante 15 min hasta que la DO se
estabilizé y entonces se afiadié 1 uL HK (900 U/mL en tampdn HEPES/KOH 0,1M, MgCl, 3mM, pH 7)
en cada pocillo. La DO se midié hasta que se estabilizé (aprox. 45 min).

La concentracion de almiddn se determindé mediante la variacién de la DO (ADO) asociada a la
formacién de NAPDH tras la adicién de cada enzima, aplicando la siguiente formula:

pumol NADPH= ADO/2,85%6,22

9.7.2. Determinacion de la actividad enzimatica del metabolismo central

El impacto de los distintos tratamientos en el metabolismo central de las plantas de tomate se
evaludé mediante la determinacién de la actividad de las enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH, EC 1.1.1.49), ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO, EC 4.1.1.39), NAD-
glutamato deshidrogenasa (NAD-GDH, EC 1.4.1.2), NADP gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(NADP-GAPDH, EC 1.2.1.13), nitrato reductasa (NR, EC 1.7.1.1), asi como la invertasa acida vacuolar
(VInv, EC 3.2.1.26) y la invertasa de la pared celular (CWInv, EC 3.2.1.26).

Obtencion de extractos para la determinacion de la actividad enzimatica. Para ello, se realizd
una extraccién de enzimas solubles partiendo de 20 mg de material fresco de cada muestra y se
siguid el protocolo descrito por (Gibon et al., 2004) que emplea 500 uL de tampdn de extraccidn,

cuya composicion es la siguiente:
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L [Tol=T o TR 10% (v/v)

Tampon HEPES/KOH PH 7,5 ...uoiiiieeee ettt ettt et 50 mM puL
B A e e e e e et e e e et e e e e e bteeeeebtaeeearraeeeaans 0,25% (p/v)
TrEON X-100 .oiieiieiiieeiiee et e et e st e e tee e stae e s te e e saseesnteeenaeeenseeessneens 0,1% (v/v)
Y= ST TUPROPRRPR 10 mM
LEUPEPTING ittt et e e e s e e e e e e e e e eeeas 10 mM
[ 1 SRS 1mM
Acido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N, N',N'-tetraacético (EGTA) .......... 1mM
21T aV=1 0 o 1Te 112 F- R UUUU 1mM
AcCidO E-aMINOCAPIONICO ...v.vieveeeeiiieiceceeeeee ettt 1mM
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) ......ooiiciiiiieeeeec e 1mM
1,4-ditiotreitol (DTT) cocveeecieecie et ee e e e e s e e e sare e e aeeennas 1mM

La extraccion se llevd a cabo en un molino a 20 Hz durante 2 minutos empleando bolas de acero
(@ 3mm) para asegurar una adecuada homogenizacién. Posteriormente, los tubos se centrifugaron
a 4.000 rpm y 4°C durante 10 minutos y se separaron el sobrenadante y el pellet. El sobrenadante
se empled en la determinacién de la actividad enzimatica, mientras que el pellet se sometié a una
segunda extracciéon siguiendo el protocolo previamente descrito, pero empleando 500 uL del
tampdn de extraccion suplementado con sorbitol 250 mM. Tras la centrifugacion, el sobrenadante
se empled en la determinacion de la invertasa de la pared celular (CWI). El protocolo especifico
para la determinacidn de la actividad de cada enzima se detalla a continuacion.

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Yves Gibon et al., 2002). La actividad de esta
enzima se evalué mediante la deteccidén espectrofotométrica a 340 nm del NADPH formado en la
transformacion de glucosa-6-fosfato (G6P) en 6-fosfogluconolactona (6PG) mediada por esta
enzima. Para ello, se emplearon placas microtiter en las que se adicionaron los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal..........cccceevuveeuveennenne. 5% (v/v)
Tampon tricina/KOH pH 8,5 .....ococvveeeieiecreeeiieens 100 mM
IVIBCL2 et 10 mM
TrtON X-100 ...iieiiieeeiieeeeeeeee e 0,8 mM
NADP e 0,5mM
(T2 0 MM (Veiank) / 25 MM (Vsat)

Tras ello, se agitaron las placas y se midid la DO a 340nm y a una temperatura de 25°C hasta que
la curva se estabilizé (aprox. 45 min). Finalmente, la actividad de la enzima G6PDH se calculd
mediante diferencia con un blanco (Vsank) €n el que se empled agua bidestilada como sustrato en
lugar de glucosa-6-fosfato (Vsat).

NAD-Glutamato deshidrogenasa (NAD-GDH) (Gibon et al., 2004). La actividad de la enzima GDH
dependiente de NAD se evalué mediante la determinacion de NAD* generado en la transformacion

de 2-oxoglutarato en glutamato con la intervencidon de amonio. Para aumentar la sensibilidad de
esta medida, el NAD* producido por la GDH se sometidé a una reaccion ciclica de la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) que da lugar a la reduccién del NAD* a NADH. Paralelamente, este NADH es
oxidado a NAD* a expensas de la reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) en presencia de etosulfato de fenazina (PES), que actia como donador de
electrones, dando lugar a la formacion de MTT reducido, un compuesto insoluble de tipo formazan
con absorbancia a 570nm (Fig. 12) (Y. Gibon et al., 2002).
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Figura 12. Representacidn de la actividad de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) y su posterior acoplamiento a la
reaccion ciclica de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) asociada a la reduccién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) en presencia de etosulfato de fenazina (PES). MTTed, MTT reducido; MTTo, MTT oxidado.

En base a este principio, la actividad de la GDH se evaludé en placas microtiter empleando los
extractos previamente obtenidos mediante el siguiente protocolo. La primera reaccidn se inicié tras
la adicion de los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal........ccceeveveevnnnnee. 10% (v/v)
Tampon tricina/KOH pH 8,5 ......occvvevieevieeciieine, 100 mM
Triton X-100 ......uuuuuneeinnninnnnienenenrnneneneeneneeeeenanan.. 0,8 mM
CaCly “2H20 e 1mM
Acetato de amonio .....ccccceevevieeecciee e, 640 mM
1Y 0,1 mM

Tras incubar a 25°C durante 20 minutos, la reaccidn de detuvo mediante la adicidn de 20 uL de
HCI 0,5 M en tampodn tricina/KOH 0,1 M a pH 9 y se incubd a 90°C durante 10 minutos para eliminar
cualquier excedente de NADH. Tras un enfriamiento rapido de las placas, se neutralizé el pH
mediante la adicidon de 20 uL de NaOH 0,5 M por pocillo. Posteriormente, se procedio a la reaccion
ciclica mediante la adicidn de los siguientes reactivos:

Tampon tricina/KOH PH 9 ..ooovveiiiiiceeeieeee, 100 mM
1Y 1 S 0,6 mM
EDT A e e 4 mM
Etanol absoluto.......cceeeecviieicciie e, 500 mM
Alcohol deshidrogenasa (ADH) ........cccceevvenveenien. 6 U/mL
PES e 0,1 mM

La reaccion se inicié con la adicidon de PES y se midié la absorbancia inmediatamente a 570 nm
hasta que la cinética se estabilizé (aprox. 45 min). Toda la reaccidn se llevé a cabo en oscuridad
puesto que los compuestos MTT y PES son fotosensibles. Finalmente, la actividad de la enzima
NAD-GDH se calculé mediante diferencia con un blanco (Vsiank) €n el que se empled agua bidestilada
como sustrato en lugar de 2-oxoglutarato (Vs.t) y empleando una curva patron de NAD* (0, 50, 100
y 200 uM).

NADP-Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (NADP-GAPDH) (Gibon et al., 2004). lLa
actividad de la enzima GAPDH dependiente de NADP se evalué en los extractos previamente
obtenidos mediante acoplamiento con una reaccién ciclica como las descritas previamente, pero en
este caso se empled la formada por las enzimas glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) vy
glicerol-3-fosfato oxidasa (G3POX) que intervienen en la transformacién continua de
dihidroxiacetona-fosfato (DAP) y glicerol-3-fosfato (G3P) mediante la oxidacion de NADH (Fig. 13).
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Figura 13. Representacion de la actividad de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP
(NADP-GAPDH) y su posterior acoplamiento a la reaccidn ciclica de las enzimas glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH)
y glicerol-3-fosfato oxidasa (G3POX). 3-PGA, 3-fosfoglicerato; PGK, fosfoglicerato kinasa; ATP, adenosin trifosfato; ADP,
adenosin difosfato; 1,3-BPGA, 1,3-bisfosfoglicerato; GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; NADPH,
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido; NADP*, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidado; GAP,
gliceraldehido-3-fosfato; TPI, triosa-fosfato isomerasa; DAP, dihidroxiacetona-fosfato; G3P, glicerol-3-fosfato.

En base a esto, la actividad de esta enzima se evalud en placas microtiter mediante la adicion de
los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal.........cccccccvvvennennnee. 10% (v/v)
Tampon tricina/KOH PH 8 ...ocvvveiiiicieecieeeee, 100 mM
MIBCL2 ettt 30 mM
! PR 20 mM
EDT A e 2mM
Triton X-100 ......uuuuuuernininnnninnenenenrnrnneneeeneneeeeananan.. 0,8 mM
[ 2 I PR U P PP PPORPPPPPRE 5mM
PGK e, 10 U/mL
TPL ettt e et e et eeeens 1 U/mL
AT P s 5mM
3-PGA 0 mM (Vaiank) / 6 MM (Vsat)

La reaccidn se inicid con la adicion de NADPH hasta una concentracién 0,5 mM en cada pocillo y
se incubd a 25°C durante 20 minutos. Tras ello, se detuvo la reaccion mediante la adicién de 20 pL
de HCI 0,5 M en tampdn tricina/KOH 0,1 M a pH 9 y se incubd a temperatura ambiente durante 10
minutos. Posteriormente se neutralizé el pH mediante la adicion de 20 puL de NaOH 0,5 M y se inicié
la reaccidn ciclica mediante la adicion de los siguientes reactivos:

Tampon tricina/KOH pH 8 .........cc..u.....e. 100 mM
IVIBCL2 v 1,5mM
GDH e 0,7 U/mL
GPOX e 1,8 U/mL
NADH ..., 1mM

Tras ello, se midié la DO a 340 nm hasta que la cinética se estabilizd (aprox. 30 min.) y la
actividad de la enzima NADP-GDH se calculé mediante diferencia con un blanco (Vsink) €n el que se
empled agua bidestilada como sustrato en lugar de 3PGA (Vsa.t) y empleando una curva patron de
DAP (0, 50, 100 y 200 uM).

Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) (Sulpice et al., 2009). La actividad de
la enzima RuBisCO se evalud tras una serie de reacciones enzimaticas que dieron lugar a
dihidroxiacetona-fosfato (DAP) y su posterior acoplamiento a la reaccién ciclica G3PDH/G3POX
previamente descrito (Fig. 14).
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Figura 14. Representacion esquematica de la determinacién de la actividad de la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) mediante acoplamiento a la reaccidon ciclica de las enzimas glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH) y glicerol-3-fosfato oxidasa (G3POX). RuBP, ribulosa-1,5-bisfosfato; 3-PGA, 3-fosfoglicerato; PGK,
fosfoglicerato kinasa; ATP, adenosin trifosfato; ADP, adenosin difosfato; 1,3-BPGA, 1,3-bisfosfoglicerato; GAPDH,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; NADPH, nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido; NADP*,
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidado; GAP, gliceraldehido-3-fosfato; TPI, triosa-fosfato isomerasa; DAP,
dihidroxiacetona-fosfato; G3P, glicerol-3-fosfato.

La determinacién de la actividad de esta enzima se llevd a cabo en placas microtiter en las que
se afiadieron los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal......cccceeeeivvieeniii e 10% (v/v)
Tampodn tricina/KOH PH 8 ....cvveveeiieciececeeeeee e 100 mM
EDT A e s 2mM
THEON X-100 ..t e e e areaeee s 8 mM
= PSR 20mM
NAHCO3 e e 10 mM
Ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) ................. 0 mM (Vaiank) / 1 mM (Vsat)

La reaccion se inicid con la adicidn de los extractos de material vegetal a una concentracién del
10% (v/v) en cada pocillo y se incubaron las placas a temperatura ambiente durante 1 minuto.
Inmediatamente después, se detuvo la reaccion mediante la adiciéon de 20 pL de etanol 80° y se
incubé en las mismas condiciones durante 5 minutos para desnaturalizar las enzimas. Tras ello se
afiadieron 50 pL de agua bidestilada en cada pocillo y se iniciaron las reacciones ciclicas mediante la
adicién de los siguientes reactivos:

Tampon tricina/KOH pH 8 ...covvvvveeieeieeieeeie, 100 mM
Y =4 1 SR 1,5mM
PGK et 5U/mL
AT P e 0,5 mM
NAD-GAPDH ..oueieeieeeeeecee e 0,5 U/mL
NADH ..o 1mM
1 0,5 U/mL
G3PDH e 0,5 U/mL
G3PDH e 0,5 U/mL
Catalasa ..ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1000 U/mL

Tras ello se midié la absorbancia a 340 nm hasta que la cinética se estabilizé (aprox. 30 min.), y
se determind la actividad mediante diferencia entre la reaccion empleando RuBP como sustrato
(Vmax) v la cinética empleando agua destilada (Vsiank), asi como una curva patréon de 3-PGA (0, 20, 40
y 80 uM).
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Nitrato reductasa (NR) (Gibon et al., 2004). La actividad de esta enzima se evalué mediante la
reaccién colorimétrica resultante de la interaccién entre los nitritos y la sulfanilamida que dan lugar
a una sal de diazonio. Posteriormente, esta sal reacciona con el N-(1-naftil) etilendiamino
dihidrocloruro (NNEDA) para formar una amina aromatica que absorbe a 540 nm. Para ello, se
distribuyeron los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal.........cccoecvveeeviiieeeccieeeeiee, 10% (v/v)
Tampdn HEPES/KOH PH 7,5....cccieieeceeceeece et 50 mM
TREON X-T100 «oeiniiiiiieeieiee et e rrre e e eeaaa s 0,8 mM
E D T A e e e e e e 2 mM
KINO3 ettt rete e st e s aae e sre e sbne e sbeesaes 20 mM
N E 1Y, (o 1 @ VPPNt 10 mM
1,4-ditiotreitol (DTT) coveeceeeeee ettt see e e e 0,5 mM
[R=TUToT=T o1 o - [Pt 20 uM
Flavin adenin dinucledtido (FAD) ...c.cccveeecieeeciveecieeeciee e 0,1 mM
Acetato de magnesio.......ccccceeecvveecreeennnn. 0 mM (Vmax) / 15 mM (Vsel)

La reaccidn enzimatica se inicié con la adicion de NADH hasta una concentracién final de 0,5 mM
en cada pocillo. Las placas se incubaron a 25°C durante 20 y 40 minutos. Tras ello, la reaccion se
detuvo por la adicién de 20 pL de acetato de zinc 0,6 M por pocillo y se protegié de la luz para
afadir 20 pL de PES. Tras 10 minutos de incubacién a temperatura ambiente, se afiadieron 100 pL
de sulfanilamida al 0,5% (p/v) y N(1-naftil) etilendiamina diclorhidrato (NNEDA) al 0,01% (p/v)
ambos disueltos en acido ortofosférico al 2,5 % (v/v). Seguidamente se midid la DO a 540 nm hasta
que la cinética se estabilizd (aprox. 30 min) y se determind la actividad de la enzima mediante
diferencia entre la reaccion empleando nitrato de potasio como sustrato (Vmax) Y la cinética
empleando acetato de magnesio como competidor por la enzima (Vse) y con la ayuda de una curva
patron de NaNO; (0; 0,5; 1y 2 mM).

Invertasa acida (Vinv y CWInv) (Y. Gibon et al., 2002). La actividad de la enzima invertasa acida
vacuolar (VInv), asi como la de la pared celular (CWInv) se determiné mediante la deteccion
espectrofotométrica a 340 nm del NADPH formado en la reaccién de transformacién de la glucosa-
6-fosfato a 6-fosfogluconolactona (Fig. 15).

Glucosa %
G6PDH

Sacarosa Inv Glucosa-6-fOSfatl mmmm——) 6-fosfogluconolactona

Fructosa 4

Figura 15. Representacidon esquematica de la actividad de la enzima invertasa acida y su mecanismo de deteccién. Inv,
invertasa acida; HK, hexoquinasa; PGI, fosfoglucosa isomerasa; G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

NADP* NADPH

La determinacién de ambas enzimas se realizd en placas microtiter empleando los extractos
previamente obtenidos con o sin sorbitol para la determinacién de Cwinv y de Viny,
respectivamente, a los que se afiadieron los siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal..........ccceevvennnennns 10% (v/v)
Tampdn acetato sédico/KOH (pH 5) .....cccvveveenneens 50 mM
Y (o= o 13- [N 20 mM
TrtoN X-100 c..ieiiiieiiee e 0,5mM
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Las placas se incubaron a 25°C durante 40 minutos. Tras ello, se afiadieron 30 puL de imidazol
4M (pH 7,6) por pocillo, se cubrieron las placas con laminas adhesivas de aluminio y se incubaron a
98°C durante 10 minutos. Posteriormente y tras un enfriamiento rapido, las placas se centrifugaron
a 4.000 rpm durante 2 minutos. Las reacciones para la determinacién de la actividad de la enzima
se iniciaron mediante la adicidn de los siguientes reactivos:

Tampdn HEPES/KOH pH 7 .....ocuveneeee. 100 mM
ATP e 3mM
NADPT e 0,6 mM
G6PDH grado Il ......ceeevveeeieeeieeecieeee, 10 U/mL

Tras ello, se agitaron las placas y se midié la absorbancia a 340 nm hasta que la cinética se
estabilizé (aprox. 15 min.). Posteriormente se afiadieron las enzimas hexoquinasa y fosfoglucosa
isomerasa (1 U/mL) en cada pocillo y se midié la absorbancia a 340 nm hasta que la cinética fue
estable (aprox. 90 min.). Finalmente, la actividad de la enzima se determind mediante una curva
patrdn de glucosa (0; 0,2; 0,5; 1 mM).

9.7.3. Andlisis del estado redox

La forma en que los distintos tratamientos interfirieron en el balance redox de las plantas se
evaludé mediante la determinaciéon de los niveles de ascorbato total, reducido y oxidado (Asc, AscAy
DHA, dehidroascorbato), de glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG), de cofactores redox (NAD*,
NADH, NADP* y NADPH) y de perodxido de hidrogeno (H,0,). Para cada andlisis se emplearon 5
réplicas técnicas de 50 mg de material fresco para la determinacion de ascorbato y NAD*y NADP?,
asi como otros 50 mg para la determinacidon de NADH y NAPH, mientras que la determinacién de
perdxido de hidrégeno requirié muestras de 200 mg de material fresco.

Obtencién de extractos para la determinacién de ascorbato, glutation y NAD* y NADP*. El
material vegetal se sometié a una extraccién acida empleando 500 pL de HCl 0,1M en tubos
Micronic® de 1,1 mL. Esta se llevé a cabo en molino a 20 Hz durante 2 minutos empleando bolas de
acero (@ 3mm) para asegurar una adecuada homogenizacién. Posteriormente se centrifugaron los
tubos a 4.000 rpm y 4°C durante 15 minutos y el sobrenadante se empled en las siguientes
determinaciones.

Ascorbato total, reducido y oxidado (Gillespie & Ainsworth, 2007). La determinacion de
ascorbato reducido (AscA) se llevdo a cabo mediante la deteccidn espectrofotométrica de un
complejo formado por 2,2’-bipiridina y el ion ferroso (Fe*®) generado tras la reduccién del ion
férrico por parte del acido ascérbico reducido (AscA) presente en las plantas (Fig. 16). Por otra
parte, el ascorbato total (Asc) se determind por el mismo método, pero tratando las muestras con
1,4-ditiotreitol (DTT) que provoca la reduccién del ascorbato oxidado (DHA). Por dultimo, el
contenido en ascorbato oxidado se calculd por diferencia entre el ascorbato total y el reducido.

2,2’-bipiridina

e
AscH + Fe*3 — Asc + Fe*? \¢> 7 \ /
T DTT e N

Complejo bipiridina-Fe
Asc
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Figura 16. Representacion esquematica de las reacciones implicadas en la determinacidn de ascorbato reducido (AscH) y
ascorbato oxidado (Asc’) mediante la formacidén de un complejo entre el ion ferroso (Fe*?) y el 2,2'-bipiridina.

Las determinaciones de Asc y de AscA se realizaron en paralelo en placas microtiter empleando
el siguiente protocolo. Se dispusieron 20 pL de extracto acido de cada muestra vegetal en cada
pocillo y se afiadié el mismo volumen del compuesto DTT 5 mM (Asc) o de tampédn fosfato sédico
(PBS) 0,4 M (pH 7,4) (AscA). Las placas se cubrieron con laminas de aluminio adhesivas, se agitaron
enérgicamente y se incubaron a 37°C durante 20 minutos. El exceso de DTT se elimind mediante la
adicion de 10 pL de N-etilmaleimida (NEM) 40 mM (Ascrot) 0 de PBS 0,4 M (pH 7,4) (AscA). Se
agitaron las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 minuto. Posteriormente, se
anadieron 80 L del reactivo de revelado en cada pocillo. Este se prepard protegido de la luzy en el
momento de la determinacién mediante el mezclado de las soluciones A y B, cuya composicién se
detalla a continuacion:

Acido ortofosforico ........ceeen..... 6M
Solucion A Acido tricloracético .........uu...... 280 mM

Y O 40 mM
Solucién B 2,2’-bipiridina en etanol 70°....... 250 mM

Finalmente, las placas se incubaron a 37°C durante 40 minutos y se midié la absorbancia a 520
nm hasta que la cinética se estabilizo.

Las concentraciones de ascorbato reducido y de ascorbato total se determinaron mediante
extrapolacion de las lecturas de DO correspondientes a cada placa empleando una curva patrén de
acido ascdrbico (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1; 1,5; 2y 2,5 mM) en HCI 0,1 M. Por ultimo, la concentracion
de ascorbato oxidado de calculd por diferencia entre el total y el reducido.

Glutatidn reducido y oxidado (GSH/GSSG) (Pierre Pétriacq et al., 2012). La concentracién de
glutation total (GSHrot) presente en las plantas tras aplicar los distintos tratamientos se determiné
mediante la reaccién entre el glutatién en su forma reducida (GSH) con el acido 5,5'-ditio-bis(2-
nitrobenzdico) (DTNB) que da lugar a la formacidon de 4cido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB),
cuantificable por espectrofotometria a 412 nm (Fig. 17). Por otra parte, para la determinacién del
glutation oxidado (GSSG), las muestras se trataron previamente con 4-vinilpiridina (VPD) que se une
covalentemente al glutation reducido presente impidiendo su interferencia en la determinacion.

GSSG NADPH
>< ><

GSH NADP*
Figura 17. Representacion esquemadtica de las reacciones empleadas en la determinacidn de glutatidn reducido (GSH) y
oxidado (GSSG) mediante la formacién del acido 5-tio-2-nitrobenzéico (TNB) empleando el acido 5,5'-ditio-bis(2-

nitrobenzoico) (DTNB) como sustrato. La enzima glutatién reductasa (GR) interviene en la transformacion de GSSG a GSH
a expensas del NADPH.

DTNB

2x TNB

En base a esto, se realizaron dos mediciones de forma paralela en placas microtiter para
determinar la concentracidn de glutatidn total (GSHrot) y de glutatién oxidado (GSSG). Para ambas
mediciones se transfirieron 250 plL del extracto acido previamente obtenido a una placa microtiter
y se neutralizé afiadiendo 50 pL de PBS 0,2M (pH 5,6) y NaOH 0,1M hasta alcanzar un pH de 4,5 - 5.
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El volumen de NaOH afiadido en cada pocillo se anotd para calcular posteriormente el factor de
dilucién.

Para la determinacidn de glutation oxidado (GSSG) se aplico el siguiente protocolo. Se tomaron
200 pL del extracto de material vegetal neutralizado y se afladieron 4 pL de 4-vinilpiridina (VPD)
0,5M en cada pocillo y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos. Seguidamente se
centrifugaron las placas a 4.000 rpm y 4°C durante 15 minutos para precipitar el excedente de VPD
y se transfirieron 150 yL del sobrenadante a tubos de centrifuga vacios. Estos se volvieron a
centrifugar en las mismas condiciones y de nuevo se transfirieron 100 uL del sobrenadante a tubos
de centrifuga nuevos. Finalmente se inicid la reaccién de determinacién mediante la adicidon de los
siguientes reactivos:

Extracto de material vegetal ................ 10% (v/v)
Tampon PBS (pH 7,5) e, 100 mM
EDTA e 5mM
DTNB. ..o e 0,6 mM
NADPH e, 0,5mM
GR oottt e e 1 U/mL

Tras ello se midié la absorbancia a 412 nm hasta que la cinética se estabilizé. La concentracién
de GSSG en las muestras se determiné empleando una curva patrén de GSSG (0, 5, 10, 20 uM) a la
gue se le anadieron los reactivos de determinacion previamente descritos.

Para la determinacion de glutation total (GSHrot), se empled el extracto neutralizado sin tratar
con 4-vinilpiridina (VPD) y se siguié el protocolo empleado en la determinacién de GSSG a partir de
la adicién de los reactivos que desencadenan la reaccion de deteccién, aunque el extracto se
afiadié al 5% (v/v). La concentracion de GSHrot en las muestras se determind empleando una curva
patron de GSH (0, 20, 40, 100 uM). Finalmente, los niveles de glutatién reducido (GSH) se
determinaron por diferencia entre el glutation total (GSHrot) y el reducido (GSSG).

NAD* y NADP* (Pierre Pétriacq et al., 2012). El impacto que tuvieron los distintos tratamientos
en los niveles de NAD* y NADP* se determiné mediante las reacciones ciclicas de las enzimas
alcohol deshidrogenasa (ADH) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, respectivamente, ambas
acopladas a la reaccidn de reduccién del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) en presencia de etosulfato de fenazina (PES), que da lugar a MTT reducido, un compuesto de
tipo formazdan que absorbe a 570 nm (Fig. 18).

A B
ADH G6PDH
Etanol / Acetaldehido G6P / \ 6PG
NAD* NADH NADP* NADPH
MTT o v MTT MTT . v MTT
PES PES

Figura 18. Representacién esquematica de las reacciones ciclicas necesarias para la determinacion de NAD* mediante la
enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) (A) y de NADP* mediante la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (B),
ambas acopladas a la reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) con la intervencidn
del etosulfato de fenazina (PES), como donador de electrones. G6P, glucosa-6-fosfato; 6PG, 6-fosfogluconolactona;
MTTeq, MTT reducido; MTTox, MTT oxidado.
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Para el andlisis de ambos compuestos se tomaron 50 pL del extracto acido previamente
obtenido y se incubaron a 95°C durante 5 minutos para promover la degradacién de las formas
reducidas. Posteriormente, se enfriaron en hielo y se neutralizaron con 50 pL de NaOH 0,1M.

La determinacién de NAD" se llevd a cabo en oscuridad y empleando placas microtiter mediante
la adicidn de los siguientes reactivos:

Extracto vegetal neutralizado............... 10% (v/v)
Tampon Tricina/KOH (pH 9) ......oeeveeennnee. 40 mM
MECL2 e 2mM
EDT A e 8 mM
MITT e 1mM
Etanol absoluto .......ccceceeevveecieecieeeee, 1% (v/v)
ADH..ooiieicieeieceien. 0 (Veiank) / 20 (Vsar) U/mL

Igualmente, la determinacién de NADP* se llevd a cabo en las mismas condiciones mediante la
adicién de los siguientes reactivos:

Extracto vegetal neutralizado............... 10% (v/v)
Tampon Tricina/KOH (pH 9) .....veeeveenneee. 40 mM
MECL: oo 2 mM
EDTA Lo 8 mM
MTT e 1mM
GOBP .o s 5mM
(11210 ] = IR 0 (Vatank) / 5 (Vsat) U/mL

En ambos casos, la reaccidn se inicioé con la adicién de PES hasta una concentracion final de 0,2
mM y se midio la absorbancia a 570 nm y 37°C hasta que la cinética se estabilizd (aprox. 20 min.).
La concentracién de NAD* y NADP* en las muestras se determind por sustracciéon con un blanco
(Veiank) €n el que no se adiciond la enzima correspondiente, y empleando una curva patrén de NAD*
o de NADP* (0, 1, 2, 4y 10 uM).

Extraccidn y determinacién de NADH y NADPH (P. Pétriacq et al., 2012). La determinacién de
los niveles de NADH y NADPH se llevé a cabo tras realizar una extraccion basica de 20 mg de
material fresco empleando 100 pL de NaOH 0,1M en tubos Micronic® de 1,1 mL. Los tubos se
agitaron enérgicamente y se incubaron a 95°C durante 5 minutos para promover la degradacién de
NAD* y NADP*. Posteriormente los tubos se centrifugaron a 4.000 rpm y 4°C durante 15 minutos.
Finalmente se tomaron 50 uL del sobrenadante y se neutralizaron con el mismo volumen de HCI
0,1M tamponado con Tricina/KOH 10 mM.

La determinacion de NADH y NADPH se realizé protegiendo las placas de la luz y siguiendo el
mismo protocolo que en la de sus homdlogos oxidados, basado en las reacciones ciclicas de las
enzimas ADH y G6PDH, pero empleando metosulfato de fenazina (PMS), como donador de
electrones, y 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP), como compuesto indicador de la reduccion a 600
nm, puesto que pierde su color amarillo conforme se produce su reduccion en la reaccidn ciclica.
Asi la determinacion de NADH se llevd a cabo en placas microtiter afiadiendo los siguientes
reactivos:
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Extracto vegetal neutralizado................. 5% (v/v)

Tampon HEPES/KOH (pH 7,5) ....cccvveenneee. 50 mM
EDTA oo 1mM
D8 | N 0,1 mM
Etanol absoluto ......cceeeevvvveeiiiiieeecnnnen. 8% (v/v)
ADH ..o, 0 (Veiank) / 130 (Vsat) U/mL

La determinacion de NADPH se realiz6 afiadiendo los siguientes reactivos:

Extracto vegetal neutralizado................. 5% (v/v)
Tampon HEPES/KOH (pH 7,5) .....cccvveeuneee. 40 mM
EDT A e 8 mM
DCPIP et 0,1 mM
GOBP ..ottt 0,5mM
(1120 ] = 0 (Vaiank) / 20 (Vsar) U/mL

En ambos casos, la reaccién se inicié con la adicion de PMS hasta una concentracion final de 0,5
mM y se midié la absorbancia a 600 nm y 37°C hasta que la cinética se estabilizd (aprox. 20 min.).
La concentracion de NADH y NADPH en las muestras se determind por sustracciéon con un blanco
(Vsiank) €n el que no se adiciond la enzima correspondiente, y empleando una curva patrén de NADH
o NADPH (0,1, 2y 4 uM).

Extraccion y determinacion de perdéxido de hidrégeno (H.,0;) (Junglee et al., 2014). la
determinacion de H,0; se llevé a cabo mediante el principio de la oxidacidn del yoduro de potasio
(K1) por el perdxido de hidrégeno en condiciones acidas, lo que da lugar a la formacidn de yodo
molecular (I2). Posteriormente, éste reacciona con el yoduro (I') presente en el medio dando lugar a
la formacion de iones triyodo (ls) que producen una coloracidon amarilla detectable a 350 nm (Fig.
19).

N

2l_+2H2++H202 — |2+2H20 —— |3—

Figura 19. Representacidon esquematica de la reaccion de formacion de iones triyodo a partir de yoduro potasico (KI) y
peroxido de hidrégeno (H202) en medio acido.

Asi, para la determinacidn de H,0,, cada réplica de material vegetal fresco se dividié en dos de
100 mg, una se empled como blanco (B) y la otra como reaccion (R). La extraccion se llevé a cabo
protegiendo los extractos de la luz en todo momento y empleando 600 uL del siguiente tampdn de
extraccion:

Acido tricloroacético (TCA) ......ceevvveveveeerererererenenns 2,5% (v/v)
Tampodn fosfato potasico pH 8........eeeeeevieeeeciieeeennneen. 25 mM
Yoduro potasiCo......cceerveereenreerreennnnns 0 mM (B) / 500 mM (R)

Los tubos se incubaron a 4°C durante 2 minutos para permitir que el tampdn de extraccion
impregnara el material vegetal, y, posteriormente, se procedid a una extraccion en molino a 20 Hz
durante 2 minutos empleando bolas de acero (@ 3mm). De nuevo se incubaron los tubos a 4°C
durante 10 minutos y se centrifugaron a 4.000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Finalmente se
transfirieron 10 ulL del sobrenadante a placas microtiter y se midié la DO a 350 nm y 25°C hasta que
la cinética se estabilizd (aprox. 45 min.). La concentracion de peroxido de hidrégeno se determiné
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mediante sustraccion de la DO del blanco y con la ayuda de una curva patréon de H,0, (0, 25, 50, 75
y 100 uM) en TCA.

9.7.4. Analisis de hormonas vegetales

El estudio del perfil hormonal de las plantas de tomate incluyo acido salicilico (SA), acido
jasmoénico (JA), acido abscisico (ABA), acido giberélico (GA3), acido indolacético (IAA) vy
metiljasmonato (Mela) mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucion (UHPLC, Ultra High
Performance Liquid Chromatography) acoplada a espectrometria de masa (MS, Mass Spectrometry)
tras realizar una extraccién alcohdlica del material vegetal. La extraccion se llevd a cabo empelando
20 mg de cada muestra en tubos Micronic® de 1,1 mL y se afadieron 300 pL de una solucién de
extraccién, compuesta por etanol 70°, 4cido férmico al 0,1% (v/v) y metilvanillato (250 pg/mL),
como estandar interno para espectrometria de masas. Los tubos se agitaron enérgicamente y se
sonicaron a 37 kHz en un bafio con hielo durante 15 minutos (Elmasonic S300, Elma).
Posteriormente se centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 minutos y se transfirié el sobrenadante a
tubos nuevos. Sobre el pellet se realizd una segunda extracciéon en las mismas condiciones.
Finalmente, se mezclaron los sobrenadantes de ambas extracciones, obteniendo 600 L de extracto
y se filtraron empleando placas microtiter de 96 pocillos (MSGVS2210, 0,22 um, fluoruro de
polivinilideno (PVDF) hidréfilo, Durapore® de baja unién de proteinas, Millipore).

La determinacion se llevd a cabo en un dispositivo Ultimate 3000 UHPLC acoplado a un
espectrometro LTQ-Orbitrap Elite mediante ionizacion negativa por electrospray (ESI-) siguiendo el
protocolo descrito por (Estrella Luna et al., 2020) y empleando varios controles de calidad de
concentraciéon conocida, previamente analizados, y varios blancos para eliminar posibles
interferencias en la determinacidn.

Las sefiales obtenidas de la espectrometria de masas se procesaron empleando el software
XCMS v3.6.1 (Smith et al.,, 2005) y se seleccionaron aquellas que cumplieron los siguientes
requisitos: ausencia en los blancos, variacidn del tiempo de retencion menor a 60 segundos (ART <
60s), variacidon de la masa/carga inferior a 0,015 Da (Am/z < 0,015 Da) y un coeficiente de variacién
de los controles de calidad inferior al 30% (CV QC < 30%). Las sefiales que cumplieron estos
requisitos se normalizaron por mediana, se transforman por raiz cubica y se aplicé la distribucion
de Pareto para realizar un posterior analisis estadistico multivariable (MVA) empleando la utilidad
MetaboAnalyst v.3 (Xia et al., 2015). El analisis de componentes principales (PCA, Principal
Component Analysis) se realizaron con un intervalo de confianza del 95%.

9.8. Determinacion de la tolerancia al estrés hidrico en A. thaliana

Con el propésito de evaluar la capacidad de las cepas seleccionadas para promover la tolerancia
al estrés hidrico in vitro en plantas de A. thaliana Col-0, inicialmente se estudié la tolerancia de estas
al polietilenglicol (PEG) 8000, empleado como agente inductor de estrés hidrico. Para ello se
realizaron ensayos de crecimiento en medio TSB diluido 1/10 (TSB 1/10) y suplementado con PEG a
una concentracion de 0%, 5%, 10% y 15% (p/v).

Posteriormente, se analizd el crecimiento de las cepas seleccionadas en medio TSB 1/10
suplementado con PEG al 5% y al 15% (p/v) con o sin adicion de exudados radiculares artificiales
(ERA) en placas microtiter a 28°C y 100 rpm durante 72 horas en un lector de placas BioTek™
Synergy™ HTX (DO 600 nm, una lectura/30 min), con el fin de determinar la influencia de estos
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compuestos en el crecimiento de las cepas. La composicidon de los exudados radiculares artificiales
se detalla a continuacion (Baudoin et al., 2003):

GlUCOSA oo 331g
Fructosa.....cooooeee 3,31¢g
SACAr0SA covvvveieieiiieieiieeeeeeeee 3,15¢
Acido CItriCO .o 0,88¢g
Acido succinico......cocveveveveveeeeeennen. 0,81g
Acido JACtICO v, 0,83g
L-SeriNa..cccccveeiiiiiiieireieeceeieeceriies 193¢
Acido L-glutdmico......ccceevvvrveurnnnnne. 1,62 ¢
L-alanina....ceeeeeenene 164¢g
[ P12 O 1,75¢g
Agua destilada c.s.p. ..cccveeenneee. 1000 mL

Por otra parte, se estudié la influencia que ejerce la presencia de PEG 8000 y de ARE en la
formacidn de biofilm por parte de las cepas seleccionadas. Para ello se realizé un experimento de
formacion de biofilm en placas microtiter empleando medio TSB 1/10 suplementado o no con PEG al
5y al 15% (p/v) y, a su vez, suplementado o no con ERA al 1% (v/v). Las placas se incubaron a 28°C
sin agitacién durante 72 horas y se determiné la formacién de biofilm siguiendo el protocolo
previamente descrito.

Tras estas determinaciones se realizd un ensayo de tolerancia al estrés hidrico en las plantas de
arabidopsis. Para ello se desinfectaron las semillas siguiendo el protocolo previamente descrito en la
seccién 2 y se mantuvieron en imbibicion durante 1,5 horas. Tras ello se sembraron en placas
cuadradas con medio MS y se incubaron en una cdmara de cultivo de plantas Fitotron® durante 7
dias. Tras ello, se tomaron 10 plantulas en condiciones de esterilidad y se transfirieron a nuevas
placas cuadradas de medio MS suplementadas con PEG 8000 al 4% (p/v). Seguidamente, se
inocularon las raices de las plantas con 1 pL de una suspensidén bacteriana de cada cepa (10°
UFC/mL) en MgS0O4 10 mM estéril, las placas se sellaron y se incubaron en cdmara de cultivo durante
21 dias en condiciones controladas con un fotoperiodo de dia largo (luz:oscuridad, 16:8 horas), a
una temperatura de 25°C de dia y 20°C de noche, humedad relativa 60-80% y una luminosidad de
250 microsiemens/cm?/sg. Como controles, se emplearon placas de medio MS sin suplementacién
de PEG 8000, como control de plantas no estresadas, asi como el tratamiento de las plantas con 1 pL
de MgS0O, 10 mM estéril, como control no inoculado tanto en plantas estresadas como en
condiciones normales. Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado, empleando 10
plantulas por placa.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se recolectaron las plantas y se determind la
biomasa aérea y radicular (peso fresco y seco), el contenido en clorofila de la parte aérea y la
colonizacion radicular, siguiendo los protocolos previamente descritos en esta seccidn; asi como el
contenido relativo en agua de las hojas (RWC, Relative Water Content) (Pieczynski et al., 2013). Para
el célculo de este ultimo se recolectaron 3 hojas de cada planta, se determind su peso fresco (PF) y
su sumergieron en agua destilada durante 18 horas. Tras ello, se determiné el pedo saturado de
agua (PSat) y posteriormente se secaron en un horno a 80 °C durante 24 horas, para finalmente
determinar el peso seco (PS). El contenido relativo de agua de las hojas se calculd aplicando la
siguiente formula:

(PF — PS)

RWC (%) = m X

100
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10. Técnicas para el estudio de la actividad quorum quenching

10.1 Determinacidn de la actividad quorum quenching in vitro

El anadlisis de la actividad QQ se llevd a cabo mediante un ensayo de difusién en placa
empleando C10-HSL (Fig. 20) siguiendo el protocolo descrito por (Romero et al., 2011). Para ello, se
realizé un cultivo de las cepas en medio TSB a 28°C y 120 rpm durante 24 horas. Posteriormente, se
adiciond C10-HSL a una concentracidn final de 10 uM y se incubé de nuevo en las mismas
condiciones durante 24 horas. A continuacidn, los cultivos se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10
minutos y se transfirieron 100 pL del sobrenadante a un pocillo previamente realizado en placas de
LB que contenian una sobrecapa de C. violaceum VIR07. La incubacién de estas placas se realiz6 a
28°C durante 24 horas, y se empled como control negativo el medio TSB suplementado con cada
AHL 10 pM. La actividad degradadora de AHL se detectd por la ausencia de coloracién alrededor de
los pocillos tras la incubacioén.

Para determinar el rango de degradaciéon de AHLs de las cepas seleccionadas por su actividad
degradadora sobre C10-HSL se siguié el mismo protocolo anterior. Se evalud la degradacion de C4-
HSL, C6-HSL, 3-0O-C6-HSL, C8-HSL, 3-0-C8-HSL, 3-OH-C10-HSL, C12-HSL, 3-0-C12-HSL y C14-HSL, y se
emplearon los biosensores A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) en las placas con medio AB-Xgal y C.
violaceum Vir07 y CV026 en las placas con medio LB .
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Cultivo de Adicion de Revelado con
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Figura 20. Ensayo de difusion en placa Petri para la determinacién de quorum quenching.

10.2 Determinacion de la actividad enzimatica quorum quenching

El tipo de enzima implicada en la degradacion enzimatica de las AHLs de las cepas seleccionadas
se determind mediante la prueba de restauracion del anillo lactdnico a pH acido (Yates et al., 2002).
Para esta determinacion se afiadié C10-HSL a una concentracién final de 10 uM a 1 mL de un cultivo
de 24 horas en medio TSB y se incubd en las mismas condiciones durante otras 24 horas.
Posteriormente, se centrifugaron los cultivos a 12.000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante se
dividid en dos alicuotas de 500 pLL.

Una de las alicuotas se sometidé a una extraccién de AHLs con 500 uL de acetato de etilo y se
agitd en vortex durante 5 minutos, seguido de una centrifugacion a 12.000 rpm durante 10 minutos.
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Se retird la fase orgdnica a un nuevo microtubo y se repitid la extraccién en las mismas condiciones
sobre la fase acuosa. Una vez obtenidas ambas extracciones, se procedid a la evaporacion del
acetato de etilo en un concentrador a vacio y temperatura ambiente. Finalmente, el extracto se
resuspendid en 5 pL de metanol 70% (v/v) y se conservo a -20°C hasta su uso. En el caso de la otra
alicuota de sobrenadante, a ésta se ajusté el pH a 2 mediante la adiciéon de HCl 1M y se incubd a
28°Cy 120 rpm durante 24 horas. De esta forma se facilitd la posible recuperacion de la estructura
de la molécula AHL, en caso de que se tratase de una enzima lactonasa. Posteriormente se realizé
una extraccién de AHLs con acetato de etilo y el extracto se resuspendié en 5 pL de metanol 70%

(v/v).

Finalmente se realizd un ensayo de difusién en placa Petri empleando C. violaceum Vir07 como
biosensor. Se realizd una sobrecapa de éste en una placa de LB agar 1,5% (p/v) y se dispusieron
discos de celulosa estériles de 5 mm (@) sobre los que se depositaron los 5 uL de los extractos
obtenidos previamente. Las placas se incubaron a 28°C durante 24 horas.

10.3 Determinacion de la actividad quorum quenching mediante HPLC-MS

La actividad QQ de las cepas seleccionadas se determind a través de la cuantificacién de AHLs
remanentes mediante una cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de
masas (HPLC-MS, High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) (Milton et al.,
2001). Para ello, se afiadié C10-HSL a una concentracion final de 10 uM a un cultivo de las cepas
seleccionadas en medio TSB y se incubd a 28°C y 120 rpm durante 24 horas. Posteriormente, se
obtuvo un extracto orgdnico del sobrenadante siguiendo el protocolo previamente descrito y el
extracto se resuspendio en 400 plL de acetato de etilo. Como control negativo se empleé un medio
TSB estéril adicionado de C10-HSL a la misma concentracién, e incubado y procesado del mismo
modo.

El analisis se llevé a cabo con un cromatégrafo HPLC 1100 (Agilent) equipado con una
precolumna C8 (2,1 x 12,5 mm, 5 um de tamano de particula) y una columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 (2,1 x 150 mm, 5 um de tamanio de particula) que se mantuvo a 45°C. La fase mavil utilizada fue
acido formico 0,1% (v/v) en agua y acido férmico 0,1% (v/v) en acetonitrilo (Romero et al., 2011).
Los experimentos de espectrometria de masas (MS) se realizaron en un detector ESI-MS (Waters
Synapt) y en un equipo cuadripolar triple APl 4000 (Applied Biosystem) equipado con una fuente
Turbolon utilizada en modo electrospray de iones positivos y monitorizacion de multiples reacciones
(MRM). Las sefiales MRM se utilizaron para obtener informacidn de cuantificacion relativa mediante
la comparacion con una curva de calibracidon construida por abundancia de iones moleculares
obtenidos a partir de AHLs sintéticas estandar.

10.4 Localizacion celular de la actividad quorum quenching

La localizacion celular de la actividad enzimatica se determiné en el sobrenadante y en el
extracto celular crudo (ECC) en 20 mL de un cultivo de las cepas en medio TSB a 28°C y 120 rpm
durante 24 horas. Para ello, el sobrenadante se obtuvo por centrifugaciéon de éste a 12.000 rpm
durante 10 minutos y posteriormente se esterilizé por filtracién (tamafo de poro de membrana 0,22
pum). El pellet bacteriano se lavd dos veces con el mismo volumen de PBS, se centrifugd y se
resuspendid en 5 mL del mismo tampdn. Posteriormente se sometid a una lisis celular por
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sonicacién intermitente en un bafio de hielo (35 kHz de frecuencia) y luego se centrifugd a 12.000
rpm a 4°C durante 30 min. El extracto celular crudo obtenido se filtré para su esterilizacién.

La concentracién de proteinas se determind en el sobrenadante y en el extracto celular por el
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando una solucién de albumina como patrén.
Finalmente, la concentracién de proteinas se ajusté a 35 pg/mL y se realizd un ensayo de
degradacion de AHLs con C10-HSL con cada una de las fracciones y un ensayo de difusién en placa
para su deteccion.

10.5 Actividad quorum quenching frente a extractos de fitopatégenos

La actividad quorum quenching de las cepas seleccionadas frente a las AHLs producidas por los
fitopatdgenos D. solani, E. amylovora, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum y P.
syringae pv. tomato DC3000, se evalud frente a extractos crudos organicos que contienen las AHLs
producidas por éstos. Cada extracto se obtuvo a partir de 5 mL de cultivos de 24 horas en medio TSB
a 28°C, como se describe previamente y se resuspendié en 5 pL de metanol 70% (v/v). Este se
adiciond a 5 mL de un cultivo de 24 horas en medio TSB de cada cepa QQ y se incubd a 28°C durante
24 horas. Los cultivos se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos y las AHLs presentes en el
sobrenadante se extrajeron con acetato de etilo. Finalmente, se realizé un ensayo de difusién en
placa Petri de estos extractos empleando discos de celulosa en medio AB-Xgal usando A.
tumefaciens NTL4 (pZLR4) como biosensor. Como controles se emplearon extractos obtenidos de
cada patdgeno y de cada cepa QQ.

10.6 Actividad quorum quenching en cocultivo con fitopatégenos

La capacidad de las cepas seleccionadas para interferir en la virulencia de los fitopatdgenos
mediante la degradacidon de AHLs in vitro se evalué mediante la técnica del cocultivo entre ambos
microorganismos (Fig. 21).

Ensayos de antagonismo. Para descartar mecanismos de antagonismo frente a los
fitopatdgenos mediado por metabolitos secundarios producidos por las cepas QQ, se realizé un
ensayo de antibiosis. Para ello, se cultivaron las cepas QQ en medio TSB a 28°C y 120 rpm durante 5
dias. El sobrenadante de estos, obtenido por centrifugacién a 12.000 rpm durante 15 minutos, se
esterilizé por filtracion y se depositaron 100 plL en pocillos realizados en placas de medio TSA en las
qgue previamente se habia sembrado un tapiz de cada fitopatégeno mediante un hisopo estéril. Las
placas se incubaron a 28°C durante 72 horas y se determinaron los halos de inhibicién alrededor de
los pocillos.

Ensayos de cocultivo entre fitopatégenos y cepas QQ. Los cocultivos se llevaron a cabo en
medio TSB empleando distintas concentraciones de patégeno 1:100, 5:100 y 10:100 (patégeno/cepa
QQ). Para ello, se empled un cultivo de cada patdgeno tras 24 horas de incubacion y se afiadié en la
proporcién correspondiente a un cultivo de 24 horas de las cepas QQ y estos cocultivos se incubaron
a 28°Cy 120 rpm durante 24 horas. Para cada mezcla, se prepard un control basado en el mismo
volumen de cultivo de patégeno en medio TSB y otro control basado en un cultivo de 48 horas de la
bacteria QQ.

Tras 24 horas de incubacién de los cocultivos y monocultivos se determind la concentracién
(UFC/mL) de cada microorganismo en los cocultivos mediante diluciones seriadas y siembra en
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medio TSB y en el medio selectivo MY al 5% (p/v) de NaCl para las cepas halotolerantes, a 28°C
durante 24 horas.

Interferencia _en actividad fenotipica mediante quorum quenching. La implicacién de la
degradacion de AHLs en la virulencia de los fitopatégenos se evalué empleando distintas pruebas
metabdlicas y fenotipicas tras el cocultivo de los fitopatégenos con las cepas QQ. Se evalud la
hidrolisis de ADN, almiddn, caseina, celulosa, gelatina y quitina, la produccién de esterasa,
fosfatasas acida y alcalina, lecitinasa, lipasas, siderdforos y surfactantes, empleando los medios de
cultivo previamente descritos. Igualmente, se analizd la posible alteracion en la movilidad de los
fitopatégenos en placas de TSA con 0,3, 0,5 y 1% (p/v) de agar. Los cultivos puros de los
fitopatdgenos y de las cepas QQ se emplearon con fines comparativos en este ensayo.
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Figura 21. Interferencia en la virulencia de los fitopatégenos mediante cocultivo.

Determinacidn de la dosis infectiva en arabidopsis. Con el fin de establecer la dosis infectiva de
cada fitopatdgeno para los ensayos posteriores, se realizé un ensayo de infeccién en plantas de A.
thaliana Col-0 (Fig. 22). Las semillas se esterilizaron como se describié anteriormente y se sembré
una semilla por pocillo en placas microtiter de 96 pocillos que contenian 150 pL de medio
Murashige y Skoog al 0,8% (p/v) de agar suplementado con 2,5 g/L de sacarosa. Las placas se
sellaron con Parafilm y se incubaron a 21°C en oscuridad durante 48 horas. Posteriormente, se

llevaron a una cdmara de cultivo Fitotron® a 25°C e iluminacidn de dia largo durante 8 dias. Para la
inoculacién de las plantulas, se partid de 5 mL de cultivos (10° UFC/mL) de 24 horas de cada
fitopatdgeno en medio TSB, se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos y se realizaron dos
lavados, para finalmente resuspender las células en 5 mL de agua destilada estéril. Tras ello se
realizaron diluciones seriadas (101 — 107) y se inoculé 1 uL de cada suspensidn en las proximidades
de las plantas. Las placas se incubaron cdmara de cultivo Fitotron® durante 7 dias y se evalud el
estado de éstas. La dosis infectiva se establecié como la concentracién de patégeno superior a
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aquella que produjo la muerte del 50% de las plantas de Arabidopsis. Se realizaron 12 réplicas para
cada dosis de patégeno y como control, se inoculé el mismo volumen de agua destilada estéril.
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Figura 22. Determinacion de la dosis infectiva en A. thaliana Col-0. Cada fila de la placa microtiter representa un
tratamiento: A, control; B, 108 UFC/mL; C, 107 UFC/mL; D, 10% UFC/mL; E, 105 UFC/mL; F, 10* UFC/mL; G, 103 UFC/mL; H,
102 UFC/mL.

10.4 Ensayos de inhibicion de la patogenicidad in vitro en frutos, raices y tubérculos

La interferencia en la virulencia de D. solani, E. amylovora, P. atrosepticum y P. carotovorum
subsp. carotovorum a causa de la actividad quorum quenching de las cepas seleccionadas, se evalud
mediante ensayos de cocultivo en patatas (Solanum tuberosum L., cv. Monalisa), peras (Pyrus
communis cv. Blanquilla) y zanahorias (Daucus carota L., cv. Amsterdam 2). Las patatas se infectaron
con D. solani y P. atrosepticum (Torres et al., 2017), mientras que las peras y zanahorias se
inocularon con E. amylovora (Y. H. Dong et al., 2000) y P. carotovorum subsp. carotovorum (Garge &
Nerurkar, 2016), respectivamente.

Se realizd un cocultivo de cada patdgeno con las cepas QQ como se ha descrito previamente y
como control se cultivaron ambas bacterias en cultivo puro. Tras la incubacién, los cocultivos se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos, se realizaron dos lavados del pellet bacteriano
empleando agua destilada estéril y finalmente, se resuspendié en 5 mL de agua destilada. Las peras,
patatas y zanahorias se lavaron con agua, se desinfectaron en superficie con etanol 70% (v/v) y se
dejaron secar en campana de flujo laminar.

En el caso de las patatas y las zanahorias se cortaron en rodajas de 1 cm de grosor y se
depositaron en placas Petri. Las rodajas de patatas se inocularon con 5 pL de cada tratamiento en
tres puntos equidistantes, mientas que las rodajas de zanahoria se inocularon con 5 uL en el centro.
Las placas se incubaron a 28°C durante 72 horas.

En el caso de las peras, se cortaron por la mitad, se dispusieron en placas Petri y se les
realizaron cuatro orificios equidistantes, en los que se inocularon 20 uL del tratamiento
correspondiente. Las placas se introdujeron en cajas de 30x30x15 cm con papel del filtro esterilizado
y humedecido con agua destilada estéril, y se incubaron a 28°C durante 5 dias.

Tras la incubacién se analizé la severidad y la incidencia de la infeccién en los tres sistemas
vegetales. El porcentaje de maceracidn en patatas y zanahorias se evalué empleando en software de
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procesamiento de imagen Imagel) (Schneider et al., 2012). Se realizaron 5 réplicas de cada
tratamiento para cada modelo vegetal y se empled agua destilada y una suspensién de la cepa QQ
como controles negativos, y una suspension de cada patégeno como control positivo.

10.5 Ensayos de inhibicion de la patogenicidad in vivo en plantas de tomate

La interferencia de las cepas QQ seleccionadas en la virulencia del fitopatégeno P. syringae pv.
tomato DC3000 se evalud en plantas de tomate (S. lycopersicum L. var. Roma) mediante un ensayo
en camara de cultivo de plantas Fitotron® y mediante un ensayo en invernadero en la EZZ-CSIC
siguiendo el protocolo descrito por (Yang et al., 2009).

Ensayos en cdmara de plantas Fitotron®. Las plantas se obtuvieron por siembra de semillas
esterilizadas, como se describid en ensayos previos, en macetas de 1,5L con vermiculita esterilizada
y se mantuvieron en la cdmara de cultivo en las mismas condiciones. Una vez alcanzaron 5 cm, las
plantas se introdujeron en bolsas de plastico, se rociaron con 5 mL de agua destilada estéril y se
mantuvieron 24 horas en la cdmara con el fin de facilitar la apertura estomatica. Tras ello, se
pulverizaron 5 mL del cocultivo 1:100 entre el patégeno y las cepas PGP-QQ y se volvieron a cerrar
las bolsas durante 24 horas. Posteriormente, se extrajeron las plantas de las bolsas y se mantuvieron
en la cadmara de cultivo de plantas durante 5 dias evaluando diariamente la evolucién de la
infeccidn. Los controles se sometieron al mismo procedimiento y se pulverizaron con 5 mL de una
suspension de cada cepa QQ (10 UFC/mL), 5 mL de una suspension de P. syringae pv. tomato
DC3000 (10% UFC/mL) o 5 mL de agua destilada estéril.

Tras el ensayo se midié la biomasa, la incidencia y severidad de la infeccidn, el contenido en
clorofila y los depésitos de calosa, como se describié previamente.

Ensayo en invernadero. Con el fin de evaluar si la disminucién de la virulencia de este patégeno
se debia a la actividad QQ o bien a una activacidn previa de mecanismos de resistencia sistémica
inducida en la planta por parte de estas cepas, se plantearon dos tipos de experimentos: un
tratamiento basado en la irrigacidn radicular las cepas PGP-QQ previo a la infeccién foliar con el
patégeno y otro tratamiento basado en la aplicacion foliar de los cocultivos de patégeno y cepas
PGP-QQ seleccionadas. Los cocultivos se obtuvieron siguiendo el protocolo previamente descrito,
mientras que, en los ensayos de irrigacion radicular previo, las plantas se trataron con una
suspension de las cepas QQ procedente de un cultivo de 24 horas en medio TSB al que se le
realizaron dos lavados con agua destilada estéril.

Para las plantas tratadas con los cocultivos, se siguieron los mismos protocolos antes descrito en
los ensayos en cdmara de cultivo, pero empleando plantones individuales de tomate sembrados en
macetas de 1L. Transcurrida una semana en el invernadero, las plantas se pulverizaron con 5 mL de
agua destilada estéril para fomentar la apertura estomatica y tras 24 horas, se pulverizaron los
tratamientos, evaluando el efecto de estos diariamente a lo largo de una semana.

En el caso de los ensayos con irrigacion radicular, las plantas se trataron con 5 mL de una
suspension en agua destilada estéril de cada cepa PGP-QQ (10® UFC/mL) semanalmente durante 1
mes. Posteriormente, se realizd el protocolo de apertura estomatica y tras 24 horas se pulverizaron
5 mL de una suspensién en agua destilada de P. syringae pv. tomato DC3000 (10® UFC/mL). Tras 24
horas, se abrieron las bolsas y las plantas se mantuvieron en invernadero durante 5 dias, evaluando
los sintomas diariamente. Como controles se emplearon plantas no tratadas con la cepa QQ a las
que se les pulverizaron 5 mL de agua destilada y plantas no tratadas con la cepa QQ a las que se les
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pulverizaron 5 mL de una suspension en agua destilada de P. syringae pv. tomato DC3000 (108
UFC/mL).

Las plantas se mantuvieron en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad:
fotoperiodo de dia largo (luz:oscuridad, 16:8 horas) y una luminosidad de 250 microsiemens/cm?/sg,
25°C de dia y 20°C de noche y una humedad relativa del 60-80%.

Finalizados ambos experimentos, se evalud la longitud y el peso seco de la parte aérea y
radicular, se determiné la clorofila, el contenido total de acidos organicos, aminoacidos,
carbohidratos, polifenoles y proteinas, asi como la actividad enzimatica del metabolismo central, la
actividad antioxidante y el contenido en hormonas vegetales, seglin la metodologia descrita
previamente.

11. Técnicas moleculares

11.1 Extraccion de ADN genémico

La extraccién de ADN de las cepas bacterianas se llevd a cabo por el método descrito por
(Marmur, 1961). Para ello se centrifugaron 200 mL de un cultivo de 24 horas de las cepas a 9.000
rpm y se realizaron dos lavados con solucién salina estéril. El pellet bacteriano se resuspendid en 25
mL de EDTA salino, y se le afiadieron 10 mg de lisozima y se incubd a 37°C y 120 rpm durante 30
minutos. Seguidamente se afiadieron 2,5 mL de SDS al 25% (p/v) y se incubd a 60°C durante 10
minutos. Posteriormente se afiadieron 5 mL de perclorato sédico (5M) y 32,5 mL de una mezcla de
cloroformo y alcohol isoamilico (24:1), se agito enérgicamente y se incubd a 37°Cy 120 rpm durante
30 minutos. Tras 2 horas en reposo a temperatura ambiente, se centrifugd a 9.000 rpm y se
recuperd la fase acuosa. A esta se le realizd otra extracciéon con 32,5 mL de cloroformo:alcohol
isoamilico, y la fase acuosa se sometid a una precipitacion de ADN con 70 mL de etanol 100% (v/v)
frio (-20°C). EI ADN precipitado se disolvié en 3 mL de solucidn salina citrada (SSC) 0,1X y se
afiadieron 24 uL de una solucidon de ARNasa (40 pg/mL) y se incubd a 37°C durante 30 minutos.
Posteriormente se afiadieron 36 pL de una solucién de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubd a 37°C
durante 1 hora. Ambas enzimas se inactivaron a 60°C durante 10 minutos y se realizaron dos
extracciones con 3 mL de cloroformo:alcohol isoamilico. Finalmente, se afiadieron 50 uL de acetato
de sodio 3M y 1 mL de etanol 100% (v/v) frio (-20°C) para precipitar el ADN y se conservd a -20°C
durante 24 horas. EI ADN precipitado se recuperé por centrifugacion a 12.000 rpm durante 5
minutos y se hicieron dos lavados con etanol 70% (v/v), para finalmente resuspenderlo en 50 pL de
agua bidestilada estéril.

Tras la extraccion, la pureza y la concentracién del ADN se evaluaron empleando un
espectrofotdometro NanoDrop™ 2000 (ThermoScientific).

11.2 Reaccion de amplificacion de ADN en cadena

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) se llevé a cabo con el
kit Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BiolLabs®) empleando 1 ug de ADN y siguiendo
las directrices del fabricante. Los pardmetros de la reaccion de PCR se eligieron en funcidn del
tamanfio de los fragmentos de ADN a amplificar, la temperatura de hibridacion de los primers y el
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tiempo de elongacién. Las secuencias y la funcidon de los primers empleados en este trabajo se
detallan en la tabla 3.

11.3 Electroforesis en gel de agarosa

Los pldsmidos y los productos de PCR o de la digestién con enzimas de restriccion se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa a los que se les adicioné la solucion de tincidn de acidos
nucleicos RedSafe™ (INtRON Biotechnology). Los fragmentos menores de 500 pb se separaron en
geles de agarosa al 2 % (p/v) disueltos en TAE 1X y los fragmentos mayores en geles al 0,7 % (p/v).
Se empled el tampdn de carga Loading Buffer Blue 5X (Bioline) a razén de 1ulL por cada 5 uL de
muestra. La separacidn se realizd por electroforesis horizontal a un voltaje de 5-10 V/cm. EI ADN se
visualizd tras la exposicién del gel a la luz ultravioleta (254 nm) en un transiluminador Universal
Hood (Biorad).

Los marcadores de peso molecular que se utilizaron como referencia del tamafio vy
concentracidon de ADN fueron el Hyperladder | y IV (Bioline).
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Tabla 3. Primers empleados en este trabajo, su secuencia y su funcién. Las secuencias de corte de las enzimas de restriccidon se muestran subrayadas. El primer 16F_B27 contiene una

degeneracién, M: A/C.

Nombre Secuencia (5’-3’) Funcién Referencia
16F_B27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Identificacion taxondmica Lane, 1991
16R_B1488 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC Identificacion taxonédmica Lane, 1991
T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciacion de productos de PCR clonados en pGEM-T Promega
SP6 GATTTAGGTGACACTATAG Secuenciacién de productos de PCR clonados en pGEM-T Promega
P6ACilA-F ATGCAATCGCGTGTGTTTCG Amplificacion de P6AcilA Este trabajo
P6ACilA-R TTATTTGCCGGGCGTGAGC Amplificacion de P6AcilA Este trabajo
P6AcilB-F ATGAAACGCTCCCTCACTGC Amplificacion de P6AcilB Este trabajo
P6ACilB-R TCAGCGGGCAGGCATGAGGG Amplificacion de P6AcilB Este trabajo
P6ACIlA-F-BamHI  GGATCCATGCAATCGCGTG Expresion y purificacion de P6Acil en pGEX-4T-2 Este trabajo
P6ACilA-R-EcoRI GAATTCTTATTTGCCGGGC Expresion y purificacion de P6Acil en pGEX-4T-2 Este trabajo
lacZRC GCTTCATCAGCAGGATATCC Verificacion de la insercidon de p-P6Acil Este trabajo
Tn7-GImS CATCATGGCAGACAAACAAAAG Verificacion de la insercion de Tn7 (Lambertsen
et al., 2004)
Tn7RR109 CAGCATAACTGGACTGATTTCAG Verificacion de la inserciéon de Tn7 il_ta:l'\b;r)tgjr
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11.4 Transformacion de células

Transformacién por choque térmico. La preparacion de células competentes con CaCl; se llevé
a cabo partiendo de un cultivo de E. coli DH5a en 100 mL de medio LB a 37°C y 120 rpm. Cuando
este alcanzé una densidad 6ptica (ODsoo) de 0,8, se centrifugé a 12.000 rpm durante 10 minutos a
4°C, el sedimento se resuspendié en 10 mL de una solucién 100 mM de CaCl; y se mantuvo a 4°C
durante 16 horas. Posteriormente, se centrifugd en las mismas condiciones y el sedimento se
resuspendié en 5 mL de una solucién de glicerol al 20% (v/v) y CaCl, 100 mM. La suspension se
repartié en alicuotas de 40 uL y se conservé a -80°C hasta su uso.

La transformacién por choque térmico se llevd a cabo mezclando 40 uL de células competentes
de E. coli DH5a con 10 pL de plasmido (10 pg -100 ng) y se mantuvo en hielo durante 30 minutos.
Seguidamente se realizé el choque térmico a 42°C durante 30 segundos y se mantuvo en hielo
durante 2 minutos. Finalmente se afiadieron 450 uL de medio LB y se incubd en estufa a 37°Cy 120
rom durante 1 hora para permitir la expresion del plasmido. Las células transformantes se
seleccionaron en placas de medio LB al 1,5% (p/v) de agar suplementadas con el antimicrobiano
adecuado, ampicilina (100 pg/L), X-gal (60 mg/L) e IPtG (32 mg/L).

Transformacién por electroporacidn. Las células electrocompetentes se obtuvieron a partir de
un cultivo de E. coli en 5 mL de medio LB (10® UFC/mL) a 37°C y 120 rpm durante 24 horas. Este
sirvié de inéculo para el inicio de un subcultivo, que se incubd en las mismas condiciones hasta
alcanzar una DO de 0,8. Tras ello, este subcultivo se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 minutos a
4°C y el sedimento se resuspendié en 25 mL de agua bidestilada estéril a 4°C. Posteriormente, se
realizaron tres lavados en las mismas condiciones empleando 15, 5 y 1 mL, respectivamente, de
agua bidestilada estéril a 4°C. Finalmente el pellet bacteriano se resuspendié en 120 pL de agua
destilada estéril, se repartié en alicuotas de 40 uL y se conservo en hielo hasta su uso.

La electroporacion se llevd a cabo en un dispositivo Micropulser (BIO-RAD) a 2,5 kV empleando
cubetas de electroporacion de 2 mm. Para ello se mezclaron 20 pug de ADN plasmidico con 40 plL de
células y se electroporaron. El producto se recuperé afiadiendo 750 pL de medio LB a la cubeta de
electroporacion y se transfirié a un tubo eppendorf, que se incubd a 37°Cy 120 rpm durante 2 horas
para permitir la expresion del pldsmido. Las células transformantes se seleccionaron en placas de
medio LB al 1,5% (p/v) de agar suplementadas con el antimicrobiano adecuado.

11.5 Conjugacion

La transferencia de construcciones plasmidicas se realizd en algunos casos mediante
conjugacidn tetraparental. Como bacteria donadora se empled E. coli XL1-Blue portadora del
plasmido pBK-miniTn7-gfp1 y como células helper E. coli SM10Apir portadora del plasmido pUX-BF13
y E. coli HB101 portadora del pldasmido pRK600. Estas se cultivaron en medio LB suplementado con
kanamicina (50 ug/mL), ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (20 ug/mL), respectivamente, a 37°C
y 120 rpm durante 24 horas. Las cepas receptoras se sembraron en medio TSB a 28°C y 120 rpm
durante 24 horas. Todos los cultivos se centrifugaron a 12.000 rpm durante 10 minutos y se
realizaron dos lavados con solucién salina estéril para eliminar los antimicrobianos. Posteriormente
se realizé6 una mezcla 1:1:1:1 de cada cepa y esta se depositd en un filtro de nitrocelulosa de 0,22
um dispuesto sobre una placa de LB al 1,5% (p/v) de agar y se incubd a 28°C durante 24 horas.
Finalmente, la masa bacteriana se recolecté del filtro, se resuspendié en 1 mL de solucién salina y se
sembré en placas de citrato de Simmons suplementadas con Km (50 pg/mL) como medio selectivo
para la cepa receptora portadora del plasmido conjugado.

98



11.6 Secuenciacion, tratamiento y analisis de secuencias

Productos de PCR. La secuenciacidn de los productos de ADN amplificados por PCR se llevd a
cabo en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra (IPBLN) del CSIC (Granada)
utilizando un secuenciador 373 Stretch de Applied Biosystems mediante el método Big Dye
Terminators (Perkin Elmer).

La calidad de las secuencias obtenidas se analizé empleando el software Chromas 2.6.6 y se
compararon con aquellas disponibles en la base de datos EMBL y GenBank a través de la plataforma
BLAST (Altschul et al., 1990) y con las de la plataforma EzBioCloud, en el caso de la identificacidn
taxondmica (Yoon et al., 2017).

Genomas. La secuenciacidn de genomas de las cepas seleccionadas se llevé a cabo en las
instalaciones de StabVida (Universidad de Caparica, Portugal) mediante la plataforma llumina®
HiSeq®2500. Las secuencias obtenidas se procesaron con el software BBDuk para eliminar los
adaptadores y las secuencias de baja calidad, mientras que el ensamblado de las secuencias se
realizd con el programa SPAdes 3.11.1 (Nurk et al., 2013). Una vez obtenido el genoma completo, se
realizd su anotacién empleando las plataformas Rapid Annotation using Subsystem Technology
(RAST) (Aziz et al., 2008) e Integrated Microbial Genomes and Microbiome (IMG/M) (Markowitz et
al., 2011).

Construcciéon de arboles filogenéticos. Se obtuvieron los correspondientes alineamientos de las
secuencias génicas de interés y se construyeron los drboles filogenéticos empleando el programa
MEGA X (Kumar et al., 2018) mediante los algoritmos de neighbour-joining (NJ), maximume-likelihood
(ML) y maximum-parsimony (MP).

11.7 Identificaciéon taxonémica basada en el gen ARNr 16S

Las cepas estudiadas se identificaron taxondmicamente mediante la secuenciacién del gen ARNr
16S empleando los primers 16F_B27 y 16R_B1488 (Tabla X). Una vez obtenidas las secuencias, estas
se procesaron y se alinearon, como se describié previamente, para obtener la secuencia consenso.
Finalmente, ésta se compard con aquellas depositadas en las bases de datos EMBL, GenBank y
EzBioCloud con el fin de realizar la identificacion.

Cuando la calidad o la longitud de la secuenciacién no fue suficiente para identificar
taxondmicamente las cepas, se realizé una clonacién del gen ARNr 16S en el plasmido pGEM-T y se
secuencié empleando los primers SP6y T7 (Tabla 3).

11.8 Expresion heterdloga de genes QQ

Los genes relacionados con la actividad quorum quenching se identificaron a partir de la
anotacién del genoma de las bacterias objeto de estudio y se procedid a su clonaciéon en pGEX-4T-2
y expresion en E. coli DH5a.

Los genes QQ se amplificaron mediante PCR utilizando los cebadores P6Acil-F-BamHI| y P6Acil-F-
EcoRl. Tras ello, se comprobd el tamafio del producto de PCR mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 0,7% (p/v) empleando TAE 1X como tampdn. El producto de PCR se purificé empleando el
kit /llustra GFX PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare) y se sometié a una digestion con las
enzimas BamHI y EcoRl siguiendo las instrucciones del fabricante (New England BiolLabs®). El vector
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PGEX-4T-2 purificado igualmente se digirié con las mismas enzimas y en las mismas condiciones.
Tras ello, tanto el producto de PCR como el pldsmido se purificaron, y se realizé una ligacion
empleando la T4 ligasa (Promega). Finalmente, el plasmido con el inserto se purificé y se transformé
en E. coli DH5a mediante electroporacién como se describe en el apartado anterior. Los
transformantes se seleccionaron en placas de medio LB al 1,5% (p/v) de agar suplementado con
ampicilina 100 pg/mL.

La actividad degradadora de AHLs de los transformantes se evalué frente a C12-HSL mediante
un ensayo de difusidon en placa en medio AB-Xgal empleando A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) como
biosensor. Como controles se emplearon el medio LB suplementado con C12-HSL (10 uM) y un
cultivo de E. coli DH5a que contenia el plasmido pGEX-4T-2 sin inserto.

11.9 Marcaje con GFP

13.

Con el fin de analizar la colonizacién de las plantas por parte de las cepas seleccionadas se
procedid a su marcaje con la proteina verde fluorescente (GFP, Green Fluorescent Protein) mediante
el sistema de transposdon mini-Tn7 por conjugacion tetraparental (Lumjiaktase et al., 2010). En esta
se emplearon los plasmidos pBK-miniTn7-gfp1, pUX-BF13 y pRK600 que actuaron como donador y
auxiliares, respectivamente.

Tras la conjugacion, las cepas conjugantes se seleccionaron en agar citrato de Simmons
suplementado con kanamicina (50 pg/mL) tras una incubacién a 28°C durante 48 horas. La correcta
insercion del transposdn en el genoma se comprobé mediante PCR empleando los primers Tn7-GImS
y Tn7RR109, que amplifican un fragmento de unas 150 pb, y una posterior electroforesis en gel de
agarosa. Finalmente, el marcaje de las cepas con GFP se evalué mediante microscopia de
fluorescencia a 488 nm empleando un microscopio invertido Nikon EclipseTi-E.

Analisis estadistico

Los resultados se evaluaron estadisticamente empleando los programas Statgraphics Centurion
XVI'y GraphPad Prism 7.04. La normalidad de los datos se evalué mediante el test de Shapiro-Wilk o
el test de D’Agostino y Pearson. Cuando estos fueron normales, se analizaron mediante ANOVA
simple empleando el test de Tukey para la comparacién de medias. En cambio, cuando los datos no
mostraban normalidad, se analizaron mediante el test de Kruskal-Wallis aplicando el test de Dunn
para la comparacion multiple. En todos los casos, el intervalo de confianza se fij6 al 95%.
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Capitulo 1

Seleccion de cepas bacterianas procedentes de distintos ambientes

extremos en base a su actividad promotora del crecimiento vegetal y
actividad quorum quenching
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Resumen

En las ultimas décadas han sido muchos los esfuerzos para reducir el uso de fertilizantes
guimicos y pesticidas en los campos de cultivo. Una alternativa a estos métodos inadecuados de
gestion agricola podria estar representada por el uso de cepas bacterianas que combinen la
actividad promotora del crecimiento vegetal y la interferencia en la virulencia de los fitopatdgenos
mediante quorum quenching. Con el propdsito de aislar cepas que, ademas de tener la capacidad de
resistir las condiciones climaticas adversas como la salinidad o la sequia, cumplan con estas dos
caracteristicas, se realizé un muestreo en el Saladar de El Margen (Granada), un ambiente
hipersalino y semiarido.

El muestreo realizado en plantas, suelos y aguas del Saladar dio lugar a 320 aislados que se
seleccionaron en base a su morfologia colonial. Estos, junto con las 71 cepas previamente aisladas
por el grupo BIO 188 de diversos ambientes salinos y no salinos, se sometieron a un analisis de la
actividad promotora del crecimiento vegetal in vitro con el que se seleccionaron 14 cepas por sus
prometedores resultados relacionados con la nutricidn vegetal, la producciéon de fitohormonas y
enzimas hidroliticas. Estas cepas bacterianas ademas demostraron una gran tolerancia a la salinidad.

En cuanto a la promocién del crecimiento vegetal in vivo, los ensayos de bacterizacién de
semillas de tomate arrojaron resultados positivos en la mayoria de las cepas seleccionadas, con un
incremento en el indice de vigor y en el porcentaje de germinacidn de estas. Igualmente, en el caso
de los ensayos de promocion del crecimiento en plantas de tomate, se observé un incremento de la
longitud y de la biomasa con respecto al control tras la inoculaciéon de las cepas seleccionadas
mediante irrigacion radicular. Por otra parte, la capacidad para degradar AHLs sintéticas mostré una
elevada versatilidad en la mayoria de las cepas.

El analisis filogenético del gen ARNr 16S permitié identificar las cepas seleccionadas, las cuales
resultaron ser especies previamente descritas. Por Ultimo, se descartaron para el estudio aquellas
cepas que afectaban el crecimiento de los fitopatdgenos Dickeya solani, Erwinia amylovora,
Pectobacterium atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum y Pseudomonas syringae pv.
tomato. Por tanto y teniendo en cuenta los resultados de la actividad promotora del crecimiento in
vitro e in vivo, junto a la actividad quorum quenching y las pruebas de antibiosis, se seleccionaron
tres cepas para los ensayos posteriores: Staphylococcus equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 y
Pseudomonas segetis P6.
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Summary

In recent decades there have been many efforts to reduce the chemical fertilizers and pesticides
input in crop fields. An alternative to these inadequate methods of agricultural management could be
represented by the use of bacterial strains which combine plant growth-promoting activity and the
interference of phytopathogens virulence through quorum quenching. In order to isolate strains
meeting these two characteristics, in addition to possess the ability to resist adverse climatic conditions
such as salinity or drought, samples were taken from Saladar de El Margen (Granada), a hypersaline and
semi-arid environment.

The sampling carried out in plants, soil and water from the Saladar gave rise to 320 isolates which
were selected based on their colonial morphology. These, together with another 71 strains previously
isolated by the BIO 188 group from various saline and non-saline environments, underwent an in vitro
analysis of plant growth-promoting traits, from which 14 strains were selected for their promising
results related to plant nutrition, phytohormone and hydrolytic enzymes production. These strains also
demonstrated a high salinity tolerance.

Regarding the in vivo plant growth-promotion, tomato seed biopriming yielded positive results in
most of the selected strains, with an increase in the vigour index and in the germination percentage
them. Similarly, in the case of growth promotion trials in tomato plants, an increase in length and
biomass was observed after inoculation of the selected strains by root irrigation with respect to control
plants. On the other hand, the ability to degrade synthetic AHLs showed high versatility in most strains.

Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene allowed to identify the selected strains, which turned
out to be previously described strains. Finally, those strains which exhibited antibiosis against the
phytopathogens Dickeya solani, Erwinia amylovora, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum and Pseudomonas syringae pv. tomato were discarded from this
study. Therefore, and considering the results of the in vitro and in vivo growth promoting activity,
together with the quorum quenching activity and the antibiosis tests, three strains were selected for the
subsequent study: Staphylococcus equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 and Pseudomonas segetis
P6.
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1. Muestreo en el Saladar de El Margen.

Con el fin de aislar cepas bacterianas halotolerantes que combinen la actividad promotora del
crecimiento vegetal y la actividad quorum quenching, se realizd6 un muestreo en el Saladar de El
Margen, un habitat semidrido e hipersalino poco estudiado por sus caracteristicas extremas. Este
entorno es un criptohumedal con surgencias de agua en las estaciones lluviosas, mientras que en el
resto del afio se acumulan depdsitos de cloruros y sulfatos en la superficie, constituyendo un
ambiente hipersalino donde habitan diversas especies de plantas haldéfitas. Por ello, se realizé un
muestreo en el mes de febrero del afio 2019 y se distinguieron cuatro zonas (Fig. 23) caracterizadas
por la presencia o ausencia de agua superficial y por el tipo de vegetacion presente:

e Zona 1. Surgencia de agua con una salinidad media (conductividad eléctrica, CE, de 7 a 10
dS/m) y presencia de la planta haldfita Salicornia ramosissima como Unica especie vegetal.

e Zona 2. Zona comprendida entre la surgencia y el arroyo, con una elevada salinidad (CE 20—
25 dS/m), gran cantidad de depdsitos superficiales de sales y pequefias zonas de agua de
escorrentia estancada, asi como la presencia mayoritaria de la especie vegetal Arthrocaulon
macrostachyum.

e Zona 3. Zona proéxima al arroyo, con agua de escorrentia estancada y una salinidad media-
alta (CE 12-15 dS/m), caracterizada por la presencia de la planta haléfita Salicornia
hispanica principalmente.

e Zona 4. Zona mas distante de la surgencia, sin agua superficial y una salinidad alta (CE 16—
19 dS/m), con una mayor diversidad vegetal en la que se encontraron las especies
vegetales A. macrostachyum, S. hispanica y Suaeda vera.
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Figura 23. Distribucion de las zonas de muestreo en el Saladar de El Margen. Zona 1, seccién de color rojo; zona 2, seccion
de color amarillo; zona 3, seccidn de color verde; zona 4, seccidon de color azul.

Tras el procesamiento de las distintas muestras de plantas, suelos y aguas, se seleccionaron para el
presente estudio un total de 320 aislados en base a la morfologia de sus colonias, de las cuales 186
se aislaron en medio TSBd al 2% (p/v) de NaCl y 134 en TSBd al 5% (p/v) de NaCl. La mayoria de
ellas procedian de las muestras de plantas (54,9%) y de las muestras de suelo (38,6%), mientras
que, en las muestras de agua, el nimero de aislados fue escaso (6,5%) (Tabla 4).

Entre las plantas, las muestras aisladas de S. ramossisima y S. vera fueron las que mas variedad
colonial mostraron, mientras que el suelo rizosférico de todas las plantas resulté tener una mayor
cantidad de morfologias distintas que aquel que se encontraba en la proximidad de las plantas,
salvo en el caso de S. ramossisima, de cuya muestra se obtuvo una cantidad de aislados muy similar
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en ambos casos. Por su parte, las colonias obtenidas de las muestras de aguas tenian un aspecto
muy mucoso por la posible produccién de exopolisacaridos (EPS), aunque la variedad morfoldgica
fue muy escasa.

Tabla 4. Recuento de cepas seleccionadas en base a su morfologia colonial procedentes de los aislamientos de las

muestras de plantas, suelos y aguas en el Saladar de El Margen en medio TSBd con distintas concentraciones de cloruro
sédico.

Cepas seleccionadas

Localizacion y muestra
2% NaCl (p/v) 5% NaCl (p/v)

o S. ramossisima 26 16
© Suelo rizosférico de S. ramossisima 3 3
S  Suelo proximo a S. ramossisima 4 3
Agua 4 5
A. macrostachyum 22 11
~  Suelo rizosférico de A. macrostachyum 10 4
g Suelo préximo a A. macrostachyum 3 3
N Suelo salino seco 8 5
Agua 4 4
S. hispanica 18 17
o Suelo rizosférico de S. hispanica 5 7
g Suelo préximo a S. hispanica 2 2
N Suelo salino seco 3 3
Agua 3 2
A. macrostachyum 7 14
Suelo rizosférico de A. macrostachyum 5 1
Suelo préximo a A. macrostachyum 3 1
S. hispanica 8 6
¥ Suelo rizosférico de S. hispanica 4 1
'§ Suelo préximo a S. hispanica 3 1
S. vera 25 15
Suelo rizosférico S. vera 3 3
Suelo préximo a S. vera
Suelo salino seco 12 6

Tras la obtencidon de cultivos puros de cada cepa en medio TSBd con la correspondiente
concentracién de cloruro sédico, se realizé una resiembra de cada una de ellas en medio TSA para
evaluar la capacidad de estas para crecer en las condiciones de cultivo cominmente empleadas en
el laboratorio. De las 320 cepas, Unicamente 124 crecieron en estas condiciones y fueron las que se
emplearon en los siguientes analisis.

2. Caracterizacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vitro

Para el estudio de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vitro se utilizaron las 124
cepas seleccionadas en el muestreo del Saladar de El Margen junto con otras 71 cepas,
previamente aisladas y pertenecientes a la coleccién de cepas del grupo BIO-188, procedentes de
ambientes hipersalinos (50), de heces de zorro rojo (V. vulpes) (12) y de heces de nutria europea (L.
lutra) (9). Se determind la hidrdlisis de ADN, almiddn, caseina, celulosa, gelatina y quitina, la
produccién de las enzimas ACC-desaminasa, esterasa, fosfatasas acida y alcalina, lecitinasa, lipasas,
nitrogenasa, y de sideréforos y surfactantes.

En base a los resultados obtenidos, se seleccionaron 14 cepas que mostraron un resultado
positivo para un minimo de 9 pruebas (Tabla 5). Entre ellas, las cepas L193 y BA (salinas de la
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Malaha), las cepas N3, N6 y N8 (heces de nutria) y la cepa Z8 (heces de zorro rojo) se aislaron en
trabajos previos y corresponden a la coleccién del grupo BIO-188. Las ocho cepas restantes (P1, P2,
P4, P6, EN21, EN21, SN31 y SS1B) proceden de la rizosfera de las plantas de S. hispanica
recolectadas en la zona 3 de El Saladar de EI Margen.

Las cepas que mostraron un mayor rango de actividad promotora de crecimiento vegetal fueron
L193, BA, N3, N8 y P6. En su mayoria estas cepas resultaron activas para la solubilizaciéon de
fosfatos, la fijacion de nitrégeno atmosférico y la captacién de hierro mediante siderdforos. El resto
de las cepas mostrd una variedad de pruebas positivas menor, aunque, en la mayoria de ellas, se
observaron resultados positivos para las principales pruebas relacionadas con la promociéon del
crecimiento vegetal.

La produccién de la enzima ACC desaminasa fue un resultado comuin en la mayoria de las cepas
seleccionadas, asi como la hidrélisis del almidén. Igualmente, la produccién de acido indolacético,
de enzimas con actividad proteolitica (gelatinasa y caseinasa) y la hemolisis total fueron frecuentes
en muchas de las cepas.

Por ultimo, la produccién de celulasa, DNAsa, esterasas, lecitinasa, lipasas y quitinasa resulté ser
menos frecuente.

Tabla 5. Caracterizacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vitro de las cepas seleccionadas. +, actividad
positiva; -, ausencia de actividad.
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3. Evaluacion de la tolerancia a salinidad

Con el fin de evaluar la potencial aplicacion de las 14 cepas seleccionadas por su actividad PGP
en campos de cultivo salinizados, se realizé un estudio del rango de cloruro sédico tolerado por
éstas, asi como el valor éptimo para su crecimiento.

Las cepas se sembraron en medio TSA agar en presencia de concentraciones de NaCl
comprendidas entre 0,5 y 25 % (p/v). Tras la incubaciéon se observd que todas mostraron un rango
de crecimiento del 0,5 al 5,0% NaCl (p/v) (Tabla 6). Las cepas L193, BA, N6, EN21, SN31 y SS1B
mostraron un rango de salinidad mas amplio, logrando crecer hasta el 25% (p/v) de NaCl, mientras
que la cepa Z8 fue la que mostré un rango de tolerancia mas estrecho (0,5 -2 % (p/v).

La concentracién dptima de crecimiento de NaCl difirié para todas las cepas de estudio y estuvo
comprendida entre el 0,5 y el 7,5% (p/v). En base a ello, la mayoria de las cepas se clasifican como
halotolerantes, excepto las cepas P1, P2 y P4, cuya concentracidon éptima fue del 5 — 7,5 % NaCl y
por lo tanto se consideran haléfilas moderadas.

Tabla 6. Rango de tolerancia salina y concentracion éptima de crecimiento de las cepas bacterianas. +++, crecimiento
elevado (107 - 10° UFC/mL); ++, crecimiento moderado (104 - 106 UFC/mL); +, crecimiento escaso (101 - 103 UFC/mL); -,
ausencia de crecimiento.

Concentracion de NaCl (%)

©
oy
o 0,5 2,0 5,0 7,5 12,5 15,0 25,0

o L193 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
°F.'° BA +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
g N3 +++ +++ ++ + - - -
:§ N6 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
% N8 +++ +++ ++ + - - -
© z8 +++ +++ + - - - -
- P1 + ++ +++ +++ ++ ++ -
S P2 + + +++ ++ - - -
g P4 + + +++ ++ - - -
§ P6 +++ +++ +++ ++ - - -
% EN21 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
-‘-': EN31 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
& SN31 +++ +++ +++ +++ ++ ++ +
SS1B +++ +++ +++ +++ ++ ++ +

4. Determinacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vivo

Una vez analizada la actividad PGP in vitro, se evalud dicha actividad in vivo mediante un ensayo
de bacterizacién de semillas de tomate (biopriming), asi como con un ensayo en plantas de tomate
en camara de cultivo de plantas Fitotron®.

4.1. Bacterizacion de semillas de tomate

El ensayo de bacterizacion de semillas de tomate con las 14 cepas seleccionadas previamente
mostré resultados satisfactorios para la mayoria de los tratamientos de estudio, observdndose
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incrementos significativos en la longitud de la plantula, del porcentaje de germinacion y del indice
de vigor con respecto a las plantas control (Tabla 7).

En cuanto a la longitud de los germinados, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las semillas tratadas con las cepas N8, P2, P4 y P6 (Fig. 24), con incrementos en la
longitud del 53,5%, 84,0%, 181,0% y 192,6%, respectivamente, con respecto al control. Por su
parte, la cepa SN31 mostrd un incremento del 21,3%, aunque no fue estadisticamente significativo.
Las demas cepas no mostraron incrementos significativos en la longitud. En cambio, el tratamiento
de las semillas con la cepa EN31 provocd una ligera disminucion del 1,4% en la longitud de estas. En
el caso de las semillas tratadas con la cepa N6, se observd una reduccién de la longitud de la raiz
del 5,6%, aunque esta fue compensada con el incremento de la longitud de la parte aérea, logrando
un aumento de la longitud total del 0,7% con respecto a su control.

Figura 24. Bacterizacion de semillas de tomate. A, semillas control tratadas con agua destilada estéril; B, semillas tratadas
con una suspension de la cepa P6 en agua destilada estéril.

Con respecto al porcentaje de germinacion, el tratamiento de las semillas con las cepas N3, N6,
BA, EN21, SN31 y L193 produjo un aumento estadisticamente significativo de este pardmetro con
respecto al tratamiento control con agua destilada estéril. En concreto, se observaron incrementos
del 18,6%, 9,2%, 15,7%, 15,7%, 5,7% y 13,0%, respectivamente. En cambio, las cepas que
anteriormente produjeron un aumento de la longitud del germinado no incrementaron el
porcentaje de germinacién, produciendo una ligera disminucién en el caso de las cepas P2 y SS1B.
Ademas, la cepa EN31 no tuvo ningun efecto en el porcentaje de germinacién con respecto al
control.
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Tabla 7. Bacterizacion de semillas de tomate con las distintas cepas. Los valores se expresan como la media de cada tratamiento seguida de la desviacion estandar.

* p<0,033; **, p < 0,002; ***, p < 0,001

Cepa Longitud Variacién Germinacion (%) Variacion indice de vigor Variacién indice
P total (cm) longitud total (%) ’ germinacion (%) & de vigor (%)

L193 55+1,7 8,6 96,7 +1,1 ** 13,0 531,7 £+153,8 23,4

4 BA 52+14 4,0 90,0+5,2 * 15,7 468,0 £ 102,2 22,5

L

o N3 49+1,5 2,8 92,2 £1,9 *** 18,6 451,8 +132,1 23,9

o

S N6 51+1,6 0,7 92,2+2,4* 9,2 470,2 £ 133,3 9,1

g N8 8,3+0,6 ** 53,6 83,0+7,4 6,8 688,9 £ 67,9 ** 60,7

]

o z8 39+0,6 9,5 94,6 +2,2 3,0 368,9£59,8 12,7
P1 1,7+0,2 4,9 97,52,2 5,6 165,8 +22,8 13,3

< P2 29+0,7 * 84,0 90,3+5,7 -2,2 261,9 £55,9 78,9

%f’ P4 4,5+0,5 *** 181,0 92,7+0,8 0,5 417,2 £ 47,4 *** 185,0

=

o P6 4,6 +0,5 *** 192,6 96,5+ 3,5 4,5 443,9 £ 96,5 *** 203,3

% EN21 54+15 8,0 90,0+1,8* 15,7 486,0 £ 122,2 27,2

"": EN31 49+14 -1,4 86,7 +4,5 0,0 424,8 +116,8 -1,4

& sN31 57+18 21,3 82,2 +2,3* 57 468,5 + 140,3 27,8
SS1B 56+1,6% 12,7 84,4+8,0 -2,6 472,6 £179,2 12,0
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Teniendo en cuenta el indice de vigor como un marcador global de la influencia de las cepas
bacterianas en las semillas, se observé que las cepas N8, P4 y P6 dieron lugar a incremento del
60,7%, 185,0% y 203,3%, respectivamente, todos estadisticamente significativos con respecto al
control.

En base a los resultados negativos en cuanto a indice de vigor obtenidos en los ensayos de
biopriming de semillas de tomate tratadas con las cepas N6 y EN31, se decidié descarta a estas
cepas para futuros estudios.

4.2. Ensayo de promocion del crecimiento en plantas de tomate
En cuanto al efecto de las cepas en el desarrollo de las plantas de tomate, se realizé un ensayo
de promocién del crecimiento vegetal mediante la inoculacién semanal de las mismas con
suspensiones de las cepas en agua destilada estéril. Transcurridas 6 semanas, se recolectd el tejido
vegetal y se determind la longitud y el peso seco de la parte aérea y radicular.

Las plantas tratadas con las cepas N8 y SN31 mostraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto a sus controles en la longitud de la parte aérea y radicular y en la
longitud total, en el caso de la primera, mientras que aquellas plantas tratadas con la cepa SN31,
mostraron diferencias significativas en la longitud de la parte radicular y total (Fig. 25A). Por otra
parte, y en relacién al peso de la planta, las cepas N8, P4, P6, EN21 y SN31 mostraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control en el peso seco de las partes aérea y
radicular y en el peso total, salvo en el caso de la cepa N8, en la que no se observaron diferencias
significativas en el peso de la parte aérea (Fig. 25B).

El mayor efecto en el desarrollo de las plantas de tomate se observé en aquellas tratadas con la
cepa N8, en las que se obtuvo un incremento en la longitud de la parte aéreay radicular del 8,9% y
del 37,6%, respectivamente, mientras que el incremento de peso seco se situé en un 3,5% y un
241,3% para las partes aéreas y radicular, respectivamente.

El tratamiento de las plantas con la cepa SN31 mostré un incremento en el peso seco del 82,8%,
97,7% y 85,6% en las partes aérea, radicular y en el peso total, respectivamente. En cuanto a la
longitud, se observé un débil incremento del 2,1% en la parte aérea, mientras que se obtuvo un
incremento del 28,3% y del 12,5% en la longitud de la parte radicular y en la longitud total,
respectivamente.

En cuanto al peso seco de las plantas tratadas con las cepas P4 y P6, se observé un aumento del
16,5% y del 18,2% en la parte aérea y radicular, respectivamente en aquellas tratadas con la cepa
P4, mientras que la cepa P6 produjo un aumento del 19,3% y del 21,6% en la parte aérea y
radicular, respectivamente.

La cepa EN21 mostré un aumento de 43,4%, 33,2% y 41,5% en el peso seco de la parte aérea,
radicular y en el peso total, respectivamente.

114



Longitud Peso seco
45

35
25

15

Variacion (%)
Variacién (%)

-15

-25

L1193 N3 N8 28 PL P2 P4 P6 BA EN21 SN31 SS1B L1193 N3 N8 Z8 P1 P2 P4 P6 BA EN21 SN31 SS1B

@ Parte aérea Raiz @ Total @ Parte aérea Raiz BTotal

Figura 25. Variacién en el crecimiento de las plantas de tomate inoculadas con las cepas bacterianas de estudio. A,
longitud; B, peso seco. *, diferencias estadisticamente significativas con respecto a su control. Ndtese la distinta escala de
porcentaje de variacion en ambos graficos.

En todos los tratamientos en los que se produjo un aumento del peso seco de la parte radicular,
se pudo observar un gran desarrollo de raices secundarias y de pelos radicales en detrimento de
una mayor longitud de la raiz principal. Del mismo modo, se observé una mayor densidad foliar con
un incremento en el nimero y tamafo de las hojas en aquellas plantas que mostraban un
incremento en el peso seco de la parte aérea (Fig. 26).

Figura 26. Efectos en el desarrollo foliar y radicular tras el tratamiento por irrigacién radicular con las cepas EN21 y SN31 en
plantas de tomate. A, plantas control regadas con agua destilada estéril; B, plantas tratadas con la cepa EN21; C, plantas

tratadas con la cepa SN31; D, comparativa de ejemplares control y tratados con la cepa EN21 y con la cepa SN31 (de
izquierda a derecha).

En base a los resultados obtenidos en los ensayos previos de germinacion, se decidio realizar un
tratamiento combinado de bacterizacion de semillas con las cepas y el posterior irrigacion radicular
con una suspensidn de estas, para comprobar si ambas modalidades muestran sinergias en la
promocién del crecimiento en plantas de tomate al establecerse la relacidon bacteria-planta desde
etapas tempranas.

Los resultados de este ensayo mostraron un notable incremento en el desarrollo de las plantas
de tomate cuando se bacterizaron las semillas y, posteriormente, se regaron con las cepas N3,
EN21, SN31 y SS1B (Tabla 8). Por otra parte, las plantas tratadas con las cepas N3 y SS1B mediante
biopriming+irrigacidn radicular mostraron un incremento significativo de la longitud de la parte
aérea con respecto a las plantas control. Ademas, se observd que este tipo de tratamiento

incrementd este parametro con respecto al a las plantas tratadas Unicamente por irrigacion
radicular.
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Con respecto al peso seco, se observé un incremento estadisticamente significativo en todos los
casos con respecto a las plantas control. En este caso, el tratamiento combinado de
biopriming+irrigacidn radicular mostré un notable incremento en el peso seco de las plantas en
comparaciéon con el tratamiento por irrigacién radicular, siendo especialmente importante en las
cepas N3 y SS1B. En cambio, las plantas a las que se les aplicaron las cepas L193, Z8, P1, P2 y BA
mediante tratamiento combinado mostraron un mayor desarrollo en cuanto a longitud y biomasa
qgue las aquellas tratadas exclusivamente por irrigacién radicular. Sin embargo, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los controles.

Tabla 8. Variacidon del crecimiento y desarrollo de plantas de tomate tratadas con las cepas bacterianas mediante
irrigacion radicular y mediante la combinacion biopriming+irrigacion con respeto al control. *, diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control.

g Variacion (%)

2

E

g Cepa Longitud Longitud Longitud Peso parte Peso Peso
= P parte aérea raiz total aérea raiz total

N3 9,8 -12,5 1,0 -7,8 11,2 -4,2

c

€ EN21 10,0 -0,9 5,6 43,4% 33,2 41,5%
©

2 SN31 2,1 28,3* 12,5* 82,8* 97,7* 85,6*
B SS1B 5,3 -7,9 0,1 -17,7 16,8 -11,2
+ N3 16,1%* 11,4 14,3* 110,7* 55,3* 106,8*
o> C
§ 2 EN21 10,5 -1,6 58 114,4* 59,8%  110,5*
S ©

§'%° SN31 16 29,4* 12,4 149,5% 87,2%  145,0*
8 " SS1B 14,5* 7,0 11,6 95,3* 67,1* 93,3*

5. Determinacion de la actividad degradadora de AHLs sintéticas

A las cepas seleccionadas por su actividad PGP, se les analizé la actividad quorum quenching
sobre AHLs sintéticas mediante un ensayo de difusidn en placa. Para ello, a los cultivos de cada
cepa se le adicionaron AHLs de cadena corta, media y larga, con o sin sustituciones (C4-HSL, C6-
HSL, 3-0-C6-HSL, C8-HSL, 3-0O-C8-HSL, C10-HSL, 3-OH-C10-HSL, C12-HSL, 3-0-C12-HSL y C14-HSL) y
tras su incubacion se detectaron las AHLs remanentes.

Los resultados de este ensayo muestran que las cepas P1, P2, P4 y BA no degradaron ninguna de
las AHLs probadas (Tabla 9). En cambio, las cepas L193, N3, N8, Z8, P6 y EN21 mostraron una
elevada versatilidad de degradacion, siendo especialmente importante la actividad de la cepa P6.
Esta degradd completamente todas las AHLs, mostrando una degradacion parcial en el caso
particular de 3-O-C6-HSL (Fig. 27). Se observé un patron de degradacién similar para la cepa EN21
obteniéndose en este caso una degradacion parcial de C12-HSL. La cepa N3 mostré una mayor
capacidad para degradar las AHLs de cadena media y larga, con o sin sustituciones en la cadena
hidrocarbonada.
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Tabla 9. Determinacién de la actividad quorum quenching empleando AHLs sintéticas mediante un ensayo de difusion en
placa. +, degradacion leve; ++, degradacion moderada; +++, degradacion completa; -, no degradacion.
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L193 - + + + + + + ++ ++ ++
c BA - - - - - - - - - -
\ -]
28
S o N3 + ++ +H+ + ++ +++ +++
S @ ns8 +++ + + ++ +++ ++ ++ + +++ +++
28 ++ ++ + ++ +H+ 4+ +++ +++
P1 - - - - - - - - - -
o
o0 P2 - - - - - - - - - -
©
= P4 - - - - - - - - - -
w
o P6 +H+ ++ +H+ +++
©
5 EN21 +++ +++  +++ A A +++ +++
T
2 SN31 - ++ +++ ++ +++ - - -
(%]
SS1B - +HH+ ++ +H+ o+ - - -
CV026 CV026 CV026
e O o
TSB + P6 + TSB + P6 + TSB + P6 +
C4-HSL C4-HSL C6-HSL C6-HSL 3-0-C6-HSL 3-0-C6-HSL
NTL4 NTL4 VIR0?
TSB + P6 + TSB + P6 + P6 +
C8-HSL C8-HSL 3-0-C8-HSL 3-0-C8-HSL C10-HSL C10-HSL
NTL4 NTL4 NTL4 NTL4
TSB + P6 + TSB + P6 + TSB + P6 + TSB + P6 +
3-OH-C10-HSL  3-OH-C10-HSL C12-HSL C12-HSL 3-0-C12-HSL 3-O-C12-HSL C14-HSL C14-HSL

Figura 27. Actividad quorum quenching de la cepa P6 frente a AHLs sintéticas detectada mediante ensayo de
difusiéon en placa empleando los biosensores C. violaceum CV026, C. violaceum VIRO7 y A. tumefaciens NTL4
(pZLR4) en medio LB y AB-Xgal.

6. Identificacion taxondmica de las cepas

La identificacién taxondmica de las 12 cepas seleccionadas por su actividad PGP mediante el gen
ARNr 16S, mostré homologia con cepas previamente descritas y depositadas en las bases de datos,
siendo el porcentaje de identidad superior al 99% (Tabla 10).

En el caso de la cepa Z8, mostrd un porcentaje de identidad del 99,2% con la especie
Psychrobacillus lasiicapitis DSM 1004847, un porcentaje que podria indicar que se trataba de una
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cepa nueva de este género. Por su parte, el andlisis de la secuencia de la cepa N3 mostraba un
porcentaje de identidad muy parecido con Brevibacterium frigoritolerans DSM 8801" (99,93%) y
Peribacillus simplex DSM 13217 (99,88%) que impidid identificar correctamente la especie mas
préxima filogenéticamente. Por ello, las cepas N3 y Z8 se seleccionaron para un estudio taxondmico
mas profundo ya que podrian constituir nuevas especies. En este estudio taxondmico también se
incluyd también la cepa N10, procedente de heces de nutria, que destacé por su elevada actividad
quitinolitica y por un porcentaje de identidad del 95,4% con Paenibacillus chitinolyticus LMG
180477, aunque no fue seleccionada en este trabajo por su escasa actividad PGP detectada en el
primer cribado descrito anteriormente.

Tabla 10. Identificacién taxondmica de las cepas basada en la secuencia del gen ARNr 16S. Pb, pares de bases.

Cepa Tamaiio (pb) Especie Identidad (%)
L193 1465 Bacillus atrophaeus JCM 90707 99,40
§ BA 1348 Bacillus amyloliquefaciens DSM 77 99,43
% Brevibacterium frigoritolerans DSM 88017 99,93
:E N3 1460 Peribacillus simplex DSM 13217 99,88
]
§ N8 1416 Bacillus atrophaeus JCM 90707 99,93
Z8 1476 Psychrobacillus lasiicapitis DSM 1004847 99,20
T P1 1345 Cobetia marina DSM 47417 100,0
En P2 1472 Pseudoalteromonas atlantica DSM 68407 100,0
§ P4 1402 Pseudoalteromonas atlantica DSM 68407 100,0
E P6 1362 Pseudomonas segetis CIP 1085237 99,93
-,E‘, EN21 1434 Staphylococcus equorum ATCC 439587 99,86
Z‘E SN31 1429 Bacillus velezensis CR-5027 99,85
?  ss1B 1431 Bacillus amyloliquefaciens DSM 77 99,79

La secuenciacion del genoma de las cepas N3, Z8 y N10 y su posterior analisis filogendmico junto
con la caracterizacién fenotipica y quimiotaxondmica, dio lugar la descripciéon de tres nuevas
especies, Peribacillus castrilensis N3" (articulo en preparacién), Psychrobacillus vulpis Z8" (Rodriguez
et al., 2020) y Paenibacillus lutrae N10" (Rodriguez et al., 2019), respectivamente.

A continuacidn, se incluye un breve resumen de la descripcidon de las tres cepas:

Descripcion de Peribacillus castrilensis sp. nov.

Peribacillus castrilensis (cas’tri’len’sis. N.L. castrilensis por su aislamiento del parque natural de
Castril, Granada, Espafia).

Peribacillus castrilensis sp. nov. es una cepa movil, Gram positiva, con forma de bacilo, con
endosporas en esporangios deformantes. Las colonias de Peribacillus castrilensis sp. nov. son de
color crema en medio TSA tras 48 horas de incubacién a 28°C. Esta cepa es halotolerante y puede
crecer en presencia de entre 0,5y 7,5% (p/v) de NaCl, siendo el 1% (p/v) la concentracion éptima.
Crece en un rango de temperatura de 10 a 42°C, con un éptimo a 28°C, y en un rango de pH de 6 a
8, con pH 7 como valor optimo. Peribacillus castrilensis sp. nov. es un microorganismo
qguimioorganétrofo, y aerobio estricto. No reduce el nitrato en condiciones aerdbicas, es catalasa
positivo y oxidasa negativo. Esta cepa es positiva para la produccidn de arginina hidrolasa,
triptofano desaminasa y de indol, pero negativa en la prueba ONPG, en la produccién de lisina y
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ornitina descarboxilasas, ureasa, acetoina, H,S y en la utilizacién de citrato. No produce 4cidos a
partir de ninglin compuesto ensayado en las galerias API 50CH, excepto a partir de la esculina, en la
que se detectd una reaccién débil.

Los principales acidos grasos de Peribacillus castrilensis sp. nov. son anteiso-Cis, (68.07%) e iso-
Cis.0 (8.71%). El contenido en G+C del genoma es 40,3 mol% segun la determinacion in silico.

La cepa tipo N3 (= LMG 32505") se aislé de heces de nutria europea en el parque natural de
Castril, Granada (Espafia).

El cddigo de acceso de la secuencia del gen ARNr 16S de Peribacillus castrilensis N3" en las bases
de datos GenBank/EMBL/DDBJ es OL619301, y la secuencia completa del genoma se encuentra
depositada bajo el cddigo JAJNAFO00000000 (Fig. 28).

Peribacillus sp. N3 (OL619301)
Brevibacterium frigoritolerans DSM 88017 (AM747813)
Peribacillus muralis DSM 162887 (AJ316309)

Peribacillus simplex DSM 13217 (X60638)

Peribacillus butanolivorans DSM 189267 (EF20629)

Peribacillus loiseleuriae DSM 1017767 (KT362910)

95(| | Peribacillus gossypii DSM 1000347 (KT240114)

Peribacillus psychrosaccharolyticus DSM 137787 (X60635)
Peribacillus huizhouensis KCTC 331727 (KJ464756)
Peribacillus asahii JCM 121127 (AB109209)

Peribacillus massiliglaciei DSM 1028617 (LT223699)
Peribacillus glennii DSM 1051927 (KT720324)
Peribacillus saganii DSM 1051907 (KT720344)

Peribacilius cavernae DSM 1054847 (KT186244)
Peribacillus kribbensis DSM 178717 (DQ280367)
Peribacillus deserti DSM 1054827 (GQ465041)
Neobacillus bataviensis DSM 156017 (AJ542508)
721 Neobacillus soli DSM 15604T (AJ542513)
Neobacillus novalis DSM 15603 (AB681792)
Neobacillus niacini DSM 19237 (AB021194)
Neobacillus pocheonensis DSM 18135" (AB245377)
4| - Mesobacillus foraminis DSM 196137 (AJ717382)
Mesobacillus persicus DSM 253867 (HQ433471)
) Peribacillus endoradicis DSM 281317 (GU434676)
Bacillus massiliogorillae DSM 26159 T (JX650055)
86 | Bacillus testis DSM 1011907 (LN851186)
Peribacillus faecalis KCTC 432217 (MW009695)
M. cr DSM 244847 (HQ419276)
Cytobacillus kochii DSM 23667 (FN995265)
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Cytobacillus horneckiae DSM 23495T (FR749913)
Cytobacillus purgationiresistens DSM 23494 (FR666703)
Peribacillus alkalitolerans DSM 291357 (KM077161)
Peribacillus acanthi DSM 1042967 (KY038378)
Brevibacil brevis DSM 30T (X60612)
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Figura 28. Reconstruccidn filogenética de la cepa N37y las cepas mas proximas basada en la secuencia del gen ARNr 16S
mediante el algoritmo de mdximum-likelihood basado en modelo Kimura 2-parametros. Se empleé una distribucién
discreta de tipo gamma para realizar el modelo de tasa de diferencias evolutivas entre posiciones [5 categorias (+G,
pardmetro = 0,2703)]. Los numeros de acceso de cada secuencia en las bases de datos Genbank/EMBL/DDBJ se indican
entre paréntesis. Los valores de Bootstrap se expresan como porcentajes tras 1000 réplicas, y se muestran aquellos
superiores al 60% en las ramificaciones. La barra indica 0,1 sustituciones por nucleétido. La secuencia del gen ARNr 16S de
Brevibacillus brevis DSM 30T se empleé como outgroup.

Descripcion de Psychrobacillus vulpis sp. nov.

Psychrobacillus vulpis (vul'pis. L. gen. n. vulpis, del zorro).

Las células son bacilos, Gram positivos, mdviles, anaerobios facultativos y con capacidad de
formar esporas. Las endosporas forman esporangios deformantes y son centrales y redondeadas
con un tamafio de 0,8 — 0,9 x 0,8 — 0,9 um. Las colonias de color gris-transparente con forma de
hélice invaden completamente la placa tras 5 dias de incubacion a 28°C. Haldfila débil con un rango
de tolerancia a NaCl comprendido entre el 0y 5,5% (p/v) y un 6ptimo en 2,5% (p/v). Crecimiento en
un rango de pH de 6 a 10, entre 0 y 37°C, con dptimos a pH 7 y 28°C. Resultados positivos en
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catalasa, oxidada y produccién de H,S, y negativos en Voges-Proskauer y produccién de indol.
Hidrélisis positiva para el almidén, Tween 20, Tween 80, ADN y L-tirosina, pero negativa para la
celulosa, caseina, gelatina, quitina, hemo y esculina. Resultados positivos en la produccion
fosfatasas acida y alcalina y de siderdforos. Positiva en la reduccion de nitrato, pero negativa para
las enzimas arginina dehidrolasa, B-galactosidasa y ureasa. No se detectd la asimilacién de ningin
compuesto evaluado en las galerias APl 20NE, excepto N-acetilglucosamina, malato y dcido adipico.
Resultados positivos para esterasa (C4), esterasa lipasa (C8), leucina arilamidasa, tripsina, o-
quimiotripsina y naftol-AS-bi-fosfohidrolasa. Débilmente positiva para la produccién de valina
arilamidasa. No se detectd la produccién de acidos a partir de ningun sustrato en el sistema API
50CH.

Los principales acidos grasos celulares son iso-Cis., iS0-Cis:0 ¥ anteiso-Ciso. LOs principales
lipidos polares son difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina y fosfatidilglicerol, mientras que la
principal quinona isoprenoide respiratoria es MK-8 con una inferior presencia de MK-7. El
contenido en G+C de la cepa tipo es 35,9 mol%.

La cepa tipo es Z8" (=CECT 9721"=LMG 310017, aislada de heces de zorro rojo (Vulpes vulpes)
recolectadas en el parque nacional de Las Tablas de Daimiel, Ciudad Real, Espafia.

El cdigo de acceso de la secuencia del gen ARNr 16S de Psychrobacillus vulpis Z8" en las bases
de datos GenBank/EMBL/DDBJ es MH910346, y la secuencia completa del genoma se encuentra
depositada bajo el codigo VDGIO0000000 (Fig. 29).

- Psychrobacillus vulpis Z8" (MH910346)
Psychrobacillus lasiicapitis NEAU-3TGS177 (KP219721)
x| L— psychrobacillus soli NHI-2" (KJ956929)
100 insolitus DSM 57
4 Psychrobacillus psychrotolerans DSM 11706 (AJ277983)
100 ! Psychrobacillus psychrodurans DSM 117137 (AJ277984)
C MW 107 (GQ927308)

Viridibacillus arenosi LMG 221667 (AJ627212)
{ L BLB-17 (FJ169465)
_*
d 99

;h Lysinibacillus xylanilyticus XDBS" (FJ477040)
96 ~ Lysinibacillus contaminans FSt3A" (KC254732)
78— Sporosarcina macmurdoensis CMS 21w" (AJ514408)

| ¥— Sporosarcina antarctica N-05" (EF154512)

100 | — Paenisporosarcina quisquiliarum SK 55" (DQ333897)
'-{*
64 L paenisporosarcina indica PN2" (FN397659)

—— Sporosarcina sol 180" (DQ073394)
— Sporosarcina koreensis F73" (DQ073393)
62" — Sporosarcina thermotolerans CCUGS3480" (FN298445)
‘ Bacillus koreensis BRO30" (AY667496)
X Bacillus DCY53" (HQ224517)

9 ;{— Bacillus vireti LMG 21834" (AJ542509)
97 Bacillus drentensis LMG 218317 (AJ542506)

polymyxa |IAM 134197 (D16276)

—
0,01

Figura 29. Reconstruccion filogenética de la cepa Z8T y las cepas mds proximas basada en la secuencia del gen ARNr 16S
mediante el algoritmo de neighbour-joining. Los nimeros de acceso de cada secuencia en las bases de datos
Genbank/EMBL/DDBJ se indican entre paréntesis. LOs valores de bootstrap se expresan como porcentajes tras 1000
réplicas, y se muestran aquellos superiores al 60% en las ramificaciones. La barra indica 0,01 sustituciones por nucledétido.
Los asteriscos indican que los correspondientes nodos se obtuvieron también en los arboles generados aplicando los
algoritmos de maximume-likelihood y maximum-parsimony. La secuencia del gen ARNr 16S de Paenibacillus polymyxa 1AM
134197 se empled como outgroup.

Descripcion de Paenibacillus lutrae sp. nov.

Paenibacillus lutrae (lu’trae. L. fem. gen. n. lutrae perteneciente a la nutria Lutra lutra de la cual
fue aislada la cepa).

Paenibacillus lutrae sp. nov. es una bacteria movil, recta, Gram positiva, con forma de bacilo de
2,2 x 0,8 um que forma endosporas ovales en esporangios deformantes. Las colonias de
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Paenibacillus lutrae sp. nov. en medio LB son de color rosa tras 48 horas de incubacion a 28°C. El
patron de crecimiento de las células es uniforme en medio liquido. Es capaz de crecer en
concentraciones de NaCl comprendidas entre 0 y 3% (p/v), con un éptimo al 1% (p/v). Las células
crecen en un rango de temperatura de 15 a 37°C, con un dptimo en 28°C, y un rango de pH de 7 a
10, con pH 8 como dptimo. Paenibacillus lutrae sp. nov. es un microorganismo quimioorganétrofo y
anaerobio facultativo. No es capaz de reducir el nitrato en condiciones aerobias. Las pruebas rojo de
metilo e indol fueron negativas, asi como la presencia de catalasa y oxidasa. No se detectd la
produccién de acidos a partir de adonitol, D-celobiosa, D-fructosa, D-galactosa, myo-inositol,
lactosa, D-manitol, D-manosa, D-melezitosa, L-ramnosa, sacarosa, D-salicilina, D-sorbitol, sorbosa o
D-trehalosa. La hidrélisis de Tween 20 fue positiva, pero no la de almiddn, caseina, lecitina, gelatina,
Tween 80, urea o hemo, ni tampoco se detectd la produccién de fosfatasas. Produce H,S a partir de
L-cisteina, pero no butanodiol a partir de glucosa (Voges-Proskauer negativo). La prueba de ONPG es
negativa. No crece en agar MacConkey. Es susceptible a ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 ug),
gentamicina (10 pg), neomicina (30 pg), novobiocina (30 ug), penicilina G (10 pg), acido nalidixico
(30 pg), rifampicina (2 ug) y tetraciclina (30 pg). Es resistente a estreptomicina (10 pg), kanamicina
(30 pg) y trimetoprima/sulfametoxazol (1,25/23,75 ug).

Los acidos grasos principales de la Paenibacillus lutrae sp. nov. son anteiso-Ciso (56,95%), Cis:0
(11,69%) e iso-Ciso (8,46%), y la principal quinona isoprenoide es MK-7. Los lipidos polares
mayoritarios son difosfatidilglicerol (DPG), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidiletanolamina (PE) y
fosfoaminolipidos (PNL). El diaminoacido del peptidoglicano de la pared celular es acido meso-
diaminopimélico (tipo Aly). El contenido en G+C del genoma estd comprendido entre el 45 y el 48
mol% de acuerdo con el método de la temperatura de fusion (Tm) y del 49,8 mol% en el caso de la
determinacion in silico.

La cepa tipo N10" (= CECT 9541" =LMG 30535") se aislé de heces de nutria europea en el parque
natural de Castril en Granada (Espafia).

El cédigo de acceso de la secuencia del gen ARNr 16S de Paenibacillus lutrae N10" en las bases
de datos GenBank/EMBL/DDBJ es MG831947, y la secuencia completa del genoma se encuentra
depositada bajo el cddigo RHLKO0000000. (Fig. 30)

Paenibacillus yunnanensis YN2T (KJ914577)
99* Paenibacillus konkukensis SK-3146T (KX462877)
*

E”i Paenibacillus vulneris CCUG 532707 (HE649498)
+ \——— Paenibacillus periandrae PM10T (KT257095)
Paenibacillus chinjuensis WNIT (AF164345)
Paenibacillus elgii SD17T (AY090110)
W&nmaoiﬂus ehimensis KCTC 37487 (AY116665)
o7 69 Paenibacillus tianmuensis B27rmAT (FJ719490)
% Paenibacillus gansuensis B518T (AY839866)
- Paenibacillus swuensis DY6T (CP011388)
72 P ibacillus sp. N10T (MG831947)
L Paenibacillus chitinolyticus NBRC 156607 (NR112053)
& Paenibacillus ginlingensis TEGT-2T (KX009025)
—96|—Tmbauuus aestuarii CJ257 (EU570250)
Paenibacillus polymyxa 1AM 134197 (D16276)
Bacillus subtilis subsp. subtilis ATCC 60517 (NR027552)

0.01

Figura 30. Posicidn filogenética de la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa N10T y su relacién con otras cepas proximas
basada en el algoritmo de neighbour-joining. Los nimeros de acceso de cada secuencia en las bases de datos
Genbank/EMBL/DDBJ se indican entre paréntesis. Los valores de bootstrap se expresan como porcentajes tras 1000
réplicas, y se muestran aquellos superiores al 60% en las ramificaciones. La barra indica 0,01 sustituciones por nucleétido.
Los asteriscos indican que los correspondientes nodos se obtuvieron también en los arboles generados aplicando los
algoritmos de maximum-likelihood y maximum-parsimony. La secuencia del gen ARNr 16S de los Bacillus subtilis subsp.
subtilis ATCC 60517 se empled como outgroup.

121



7. Determinacion de la actividad antibacteriana

Con el fin de determinar si las cepas seleccionadas producian metabolitos que pudieran interferir
en el crecimiento de los fitopatdgenos Dickeya solani, Erwinia amylovora, Pectobacterium
atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum y Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 se
realizd un ensayo de antibiosis en medio sdlido empleando el sobrenadante procedente de un
cultivo de 5 dias de cada cepa QQ en medio TSB, previamente esterilizado por filtracién.

Los resultados del ensayo revelaron que las cepas B. atrophaeus L193, B. atrophaeus N8, P. vulpis
Z8, B. velezensis SN31 y B. amyloliquefaciens SS1B mostraban diferente grado de actividad
antibacteriana frente a los distintos fitopatégenos (Tabla 11). La cepa B. atrophaeus N8 inhibid
moderadamente el crecimiento de cuatro de los cinco fitopatégenos, mientras que la cepa P. vulpis
78, mostro actividad frente a tres fitopatdgenos. Las cepas B. velezensis SN31 y B. amyloliquefaciens
SS1B fueron las que exhibieron una mayor actividad, inhibiendo considerablemente el crecimiento
de todos los fitopatdgenos. En cambio, las cepas P. castrilensis N3, P. segetis P6 y S. equorum EN21
no produjeron ningun efecto sobre el crecimiento de estos patégenos de plantas.

Tabla 11. Actividad antibacteriana de las cepas QQ mediante ensayo de difusién en pocillo frente a los principales
fitopatdgenos.

Halo de inhibicion (mm)

Fitopatogeno
L193 N3 N8 Z8 P6 EN21 SN31 SS1B

D. solani 8 0 7 0 0 14 14
E. amylovora 9 0 17 16
P. atrosepticum 5 0 14 14
cibsp.carotovoram 2 09 7 0 0 a1 12
P. syringae pv. tomato 6 0 0 0 0 0 14 15

DC3000

A pesar de sus buenas caracteristicas PGP y QQ, los resultados obtenidos en este ensayo dieron
lugar a la exclusion de las cepas B. atrophaeus L193, B. atrophaeus N8, P. vulpis 28, B. velezensis
SN31 y B. amyloliquefaciens SS1B para los posteriores ensayos ya que este trabajo tiene como
objetivo estudiar la actividad QQ sobre la virulencia de los patégenos sin afectar al crecimiento de
estos. Por ello, se seleccionaron las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 para la
determinacidn y caracterizacion de la actividad quorum quenching in vitro y los siguientes ensayos.

8. Discusion

Desde hace varias décadas, la biodiversidad de los ambientes salinos ha sido muy estudiada
debido a las caracteristicas Unicas que presentan los microorganismos que habitan en esas
condiciones y a la produccién de compuestos de elevado interés biotecnoldgico. Sin embargo, son
escasos los estudios que analizan la actividad promotora del crecimiento vegetal y la actividad
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quorum quenching de las cepas bacterianas asociadas a las especies de haléfitos que crecen en
estas condiciones. Por ello, en este trabajo se planted la busqueda de cepas bacterianas que
combinaran la actividad PGP y QQ, y que mostraran la elevada tolerancia a distintos tipos de estrés
abidtico que les confieren las condiciones de estos ambientes salinos, lo que permitiria aplicarlas
en suelos agricolas con diversas caracteristicas fisicoquimicas.

El procesamiento de las muestras procedentes de suelos, aguas y plantas del Saladar de El
Margen dio lugar a la seleccién de 320 cepas distintas en base a su morfologia colonial en medio
TSA diluido al 10% (p/v) de nutrientes (TSAd). En cuanto a la concentracion de NaCl, no se observé
una gran diferencia entre la cantidad de cepas aisladas al 2 y al 5%, probablemente debido a las
fluctuaciones de salinidad que sufre la zona del humedal entre las estaciones lluviosa y seca, que
hacen que los microorganismos que habitan esas zonas tengan una elevada tolerancia a los
cambios de este pardmetro. Sin embargo, si se encontré una elevada variedad en la morfologia
colonial de las muestras procedentes de plantas y de suelos rizosféricos con respecto a las
muestras procedentes de los suelos no rizosféricos y de las muestras de agua. Esto es comun en los
ambientes extremos y oligotroficos, como el Saladar de El Margen, en los que la diversidad
microbiana aumenta considerablemente en la rizosfera de las plantas haldfitas por el aporte de
azUcares, aminoacidos, acidos orgdnicos, proteinas, acidos grasos en forma de exudados y de
restos vegetales que realizan estas (Badri et al.,, 2009; Mukhtar et al., 2020b). En cuanto a la
variedad de morfologia colonial con respecto a la procedencia de las muestras, la planta S.
ramossisima recolectada en la zona 1 fue la que mostré una mayor cantidad, lo que podria estar
relacionado con una salinidad inferior, una mayor oxigenacién de suelo y un mayor aporte de
nutrientes a causa de la circulacion superficial del agua de la zona de aislamiento.

Tras el aislamiento de las 320 cepas en cultivo puro, se realizé una prueba para seleccionar
aquellos aislados capaces de crecer en las condiciones de cultivo cominmente empleadas en el
laboratorio (medio TSA sin diluir y NaCl 0,5%, p/v). Del total de los aislados, 124 crecieron en medio
TSA, lo que indica que muchas de ellas son sensibles al estrés oxidativo que generan los
componentes de un medio rico como este (Kato et al., 2018) o bien se trata de cepas haldfilas
débiles que requieren cierta concentracién de NaCl superior al 0,5% (p/v) para su crecimiento.

Estos 124 aislados del Saladar de El Margen, junto con otras 71 cepas pertenecientes a la
coleccion del grupo BIO-188 se sometieron a un estudio de la actividad promotora del crecimiento
vegetal mediante pruebas bioquimicas y se seleccionaron aquellas que mostraban nueve o mas
resultados positivos en estas pruebas. Tras esta seleccidn inicial, Unicamente 14 cepas cumplieron
los requisitos establecidos, de las que tres procedian de heces de nutria (Peribacillus castrilensis
N3, B. siamensis N6 y B. atrophaeus N8), una de heces de zorro (P. vulpis Z8), dos de las salinas de
La Malaha (Granada) (B. atrophaeus L193 y B. amyloliquefaciens BA) y 9 de la rizosfera de plantas
de S. hispanica del Saladar de El Margen (C. marina P1, P. atlantica P2, P. atlantica P4, P. segetis P6,
S. equorum EN21, B. velezensis EN31, B. velezensis SN31 y B. amyloliquefaciens SS1B). Estudios
previos en ambientes salinos han confirmado que diversas especies haldfitas como Arthrocaulon
sp., Atriplex sp., Glaux sp., Phragmites sp., Salicornia sp. o Salsola sp., constituyen una fuente poco
explorada de cepas bacterianas con actividad PGP (Borruso et al., 2014; Mukhtar et al., 2020b;
Yamamoto et al., 2018). De igual modo, en los ultimos afios han adquirido importancia los estudios
de la microbiota intestinal de distintos mamiferos como una fuente de cepas con interés agricola
por sus propiedad PGP, pero especialmente por su elevada versatilidad enzimatica (Aiysha & Latif,
2019; Liu et al., 2013).

En cuanto a las pruebas realizadas para determinar su actividad PGP, la mayoria de las cepas
mostraba resultados positivos en aquellas relacionadas con la nutricion vegetal, como la
produccién de fosfatasas acida y alcalina, la fijacion de nitrégeno y la produccion de siderdéforos.
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Como se ha demostrado en diversos estudios, las cepas bacterianas con actividad PGP que
aumentan la biodisponibilidad de nitrégeno, fésforo y hierro promueven un incremento en la
productividad de los cultivos y reducen considerablemente la dependencia de fertilizantes quimicos
hasta un 50% (Anwar et al., 2016; Marques et al., 2010; Shakeri et al., 2016; Witte, 2011). Ademas,
el secuestro del hierro de la rizosfera mediante la produccién de sideréforos crea unas condiciones
de crecimiento mds competitivas que dificultan o incluso inhiben el crecimiento de otros
microrganismos, incluidos los fitopatégenos, contribuyendo asi a la formaciéon de suelos supresivos
(Gu et al., 2020; Miljakovi¢ et al., 2020; Villa-Rodriguez et al., 2019; Yu et al., 2011). Destacar
ademas que todas ellas resultaron positivas para la produccidn de la enzima ACC desaminasa, salvo
la cepa P. atlantica P4. Trabajos de investigacidon previos sefialan que las plantas inoculadas con
cepas PGP que disminuyen los niveles de etileno mediante la actividad de la enzima ACC
desaminasa, incrementan el crecimiento y desarrollo de diversas especies vegetales en presencia
de fitopatdgenos bacterianos y fungicos (Ghosh et al., 2018; Gupta & Pandey, 2019; Ravanbakhsh
et al.,, 2017; Saikia et al., 2018), asi como en condiciones de elevada salinidad o sequia y en
presencia de metales pesados (Acufa et al.,, 2019; Hussein & Joo, 2018; Jaemsaeng et al., 2018;
Tiwari et al., 2018). La produccidn de acido indol-3-acético también fue cominmente observada en
estas cepas, un resultado prevalente en diversas cepas PGP de los géneros Bacillus, Pantoea y
Pseudomonas (Cassan et al., 2014; Chandra et al., 2018) y su aplicacién en diversas especies
vegetales dio lugar a un incremento de la biomasa foliar y radicular, asi como del contenido en
clorofila (Islam et al., 2016; Khan et al., 2016; Patten & Glick, 2002). Por ultimo, la produccién de
enzimas hidroliticas fue un resultado bastante comun y variable en todas las cepas, lo que estaria
relacionado con una elevada versatilidad a la hora de emplear distintos sustratos como fuente de
carbono, estabilizando la microbiota de la rizosfera, favoreciendo la colonizacion y con una elevada
importancia en el biocontrol de fitopatdgenos bacterianos y fungicos (Behera et al., 2017,
Choubane et al., 2016; Myo et al., 2019; Passera et al., 2019; Sadeghi et al., 2017). Por otro lado, la
produccién de surfactantes identificada por la hemolisis que mostraban algunas de estas cepas
podria intervenir en el biocontrol de fitopatdgenos y en la colonizacién de la planta (Alsohim et al.,
2014; Bais et al., 2004; Goswami et al., 2016; Raaijmakers et al., 2006).

El andlisis de la tolerancia a distintas concentraciones de NaCl de las 14 cepas de estudio
permitid confirmar la elevada versatilidad que presentan las cepas aisladas de ambientes
hipersalinos para crecer a distintas concentraciones de cloruro sédico, puesto que en su mayoria
mostraron crecimiento en concentraciones de NaCl de hasta el 25% (p/v), salvo en el caso de las
cepas C. marina P1, P. atlantica P2, P. atlantica P4 y P6 que fue ligeramente inferior. Sin embargo,
las cepas procedentes de la microbiota de mamiferos, crecieron a concentraciones de NaCl
inferiores, excepto la cepa B. siamensis N6 que logré crecer a concentraciones iguales o inferiores
al 25% (p/v). Por otra parte, la concentracion de NaCl a la que se produjo un crecimiento dptimo en
la mayoria de las cepas se situd entre el 0,5 y el 5% (p/v), lo que indicd que la mayoria de las
bacterias eran halotolerantes. Este rango de salinidad tan amplio tolerado por las cepas junto con
la necesidad de evitar estados de estrés salino en las plantas y la posible inhibicién del crecimiento
de los fitopatdgenos en los cocultivos, hicieron que se seleccionara una concentracion de NaCl del
0,5% (p/v) para realizar los siguientes experimentos.

La determinacion de la actividad PGP in vivo tanto en semillas como en plantas de tomate
permitid confirmar los resultados previamente obtenidos en los ensayos in vitro. Asi, la
bacterizacion de semillas de tomate mostré la habilidad de estas cepas para aumentar el
porcentaje de germinacién, asi como el crecimiento y desarrollo del germinado con respecto al
control con agua. Tomando el indice de vigor como un indicador global del impacto de las cepas en
el proceso de germinacion, todas ellas mostraron efectos positivos en este aspecto. La
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bacterizacion de semillas de diversas plantas con cepas de los géneros Azospirillum, Bacillus,
Enterobacter y Pseudomonas ha demostrado tener efectos beneficiosos en la velocidad de
germinacioén y en el desarrollo temprano de la planta debido a la reduccion de los niveles de etileno
mediante la actividad de la enzima ACC desaminasa y la produccién de compuestos de la familia de
las auxinas, como el acido indolacético (AIA) (Mangmang et al., 2015; Roslan et al., 2020; SICUIA et
al., 2016) y de la familia de las giberelinas (GAs), que producen la activacién de diversas enzimas,
entre las que destacan las a-amilasas, originando una temprana movilizaciéon del almidén de las
semillas (Bharathi et al., 2004; Qessaoui et al., 2019). Igualmente, la aplicacion exdgena de AIA
(zhao & Zhong, 2013; Zhao et al., 2020) y de GAs (da Silva et al., 2005) en las semillas de diversas
plantas ha confirmado estos efectos.

A nivel global, las cepas B. atrophaeus L193, P. castrilensis N3, B. atrophaeus N8, P. atlantica P2,
P. atlantica P4, P. segetis P6, B. amyloliquefaciens BA, S. equorum EN21 y B. velezensis SN31, que
mostraron actividad ACC desaminasa, amilasa y produjeron AlA, fueron las que produjeron cambios
significativos en la germinacidon de las semillas de tomate, lo que podria confirmar la implicacion de
estos factores en una pronta y vigorosa germinacion de las semillas. En cambio, los escasos o
negativos resultados en cuanto a indice de vigor obtenidos en las semillas tratadas con las cepas B.
siamensis N6 y B. velezensis EN31, aun siendo positivas para esas tres caracteristicas, indicarian la
influencia de otro tipo de factores ademas de los sefalados anteriormente. En base a estos
resultados, se decidid no seguir con el estudio de estas dos cepas en los siguientes experimentos.

Por otra parte, los ensayos de promocidn del crecimiento en plantas de tomate tras aplicar las
cepas bacterianas mediante irrigacién radicular mostraron resultados muy prometedores. En su
mayoria las cepas incrementaron la longitud y la biomasa tanto de la parte aérea como de la
radicular con respecto a las plantas control, siendo mds notable el incremento de biomasa. Por lo
general, si bien no se detectd un gran cambio en la longitud de la parte aérea, se observd una
mayor cantidad de hojas y con tamafo superior, lo que aumentd la densidad foliar, lo que
permitiria una capacidad fotosintética superior en las plantas tratadas con las cepas PGP. Estos
beneficios se han observado en estudios previos tras el tratamiento de plantas de tomate con
distintas cepas PGP y se han relacionado con la produccién de fitohormonas (AIA y GA), con la
fijacién de nitrégeno y con la contribucidén que ejercen estas cepas a una mayor biodisponibilidad
del fésforo y del hierro presentes en el sustrato (Fan et al., 2017; Qessaoui et al., 2019). Algo
parecido ocurrié con la parte radicular, en la que, en general, no se produjo una gran variacién de
la longitud de la raiz, sin embargo, se observé un incremento considerablemente de la biomasa
debido a un elevado desarrollo de raices secundarias y una elevada densidad de pelos radicales.
Esta interferencia en la arquitectura radicular de las plantas es una caracteristica bien
documentada de las cepas con actividad PGP, especialmente en plantas de A. thaliana, siendo
esencialmente atribuida a la alteracion del balance hormonal auxinas/citoquininas en favor de las
primeras. Este desequilibrio favorece la formacion de raices laterales y pelos radicales en
detrimento de una mayor longitud de la raiz principal, favoreciendo asi la captacién de agua y
nutrientes del sustrato (Persello-Cartieaux et al., 2001; Ryu et al., 2005; Zamioudis et al., 2013b).

La combinacion de la bacterizacidn de semillas y la posterior irrigacidn radicular con las cepas P.
castrilensis N3, S. equorum EN21, B. velezensis SN31 y B. amyloliquefaciens SS1B mejord
considerablemente la biomasa foliar y radicular de las plantas de tomate en comparacién con
aquellas tratadas Unicamente por irrigacion radicular. Igualmente, la longitud se vio afectada
positivamente, aunque no alcanzé la intensidad del incremento en la biomasa. Estas diferencias
generadas por el método de aplicacidn de las cepas PGP podrian estar relacionadas con la ausencia
de quimiotaxis hacia los exudados de las raices de tomate, con la falta de movilidad de las cepas o
bien con dificultades que muestran estas para realizar una colonizacién efectiva de la raiz

125



(Mahmood & Kataoka, 2018; O'Callaghan, 2016). Por ello, la bacterizacién de las semillas podria
establecer una relacién planta-bacteria mds estable y duradera en el tiempo, favoreciendo asi la
capacidad de estas cepas para promover el crecimiento de la planta mediante los mecanismos
previamente descritos (Roslan et al., 2020).

En general, las cepas PGP que lograron incrementar la longitud o la biomasa de las plantas de
tomate de forma significativa, fueron aquellas que mostraban resultados positivos para la fijacién
de nitrégeno, la solubilizacién de fosforo y la produccién de sideréforos en los ensayos in vitro.

Por dltimo, se abordd un estudio para determinar la actividad quorum quenching de las cepas
seleccionadas por su actividad PGP.

Las cepas PGP mostraron en su mayoria una elevada versatilidad en la degradacién de AHLs
sintéticas, siendo mas efectiva dicha actividad sobre aquellas con una longitud de cadena media y
larga.

La capacidad para degradar AHLs de la cepa P. vulpis Z8 constituye la primera descripcion de la
actividad quorum quenching en especies del género Psychrobacillus. Por el contrario, esta actividad
es frecuente en especies del género Bacillus habiendo sido descrita en B. amyloliquefaciens, B.
anthracis, B. cereus, B. megaterium, B. mycoides, B. subtilis y B. thuringiensis (Dong et al., 2002; Lee
et al., 2002; Ulrich, 2004; Wang et al., 2007; Wang et al., 2004). Sin embargo y hasta la fecha, esta
es la primera descripcion de la degradacion de AHLs realizada por las cepas B. atrophaeus L193, B.
atrophaeus N8 y B. velezensis SN31. Por otra parte, la elevada actividad degradadora de AHLs de la
cepa P. castrilensis N3 fue previamente observada en un estudio en el que la cepa B. simplex,
recientemente reclasificada en el género Peribacillus como P. simplex (S. Patel & R. S. Gupta, 2020),
mostraba una elevada capacidad para inhibir la virulencia de Erwinia amylovora mediante quorum
quenching (Hanano, Harba, Al-Ali, et al., 2014).

El estudio de la interferencia en los sistemas QS por parte de especies del género
Staphylococcus es escaso, sin embargo, se ha descrito la produccion de dos moléculas inhibidoras
de QS, conocidas como yayurea A y B, por parte de S. delphini, S. intermedius, S. lutrae, S.
pseudintermedius y S. schleiferi (Chu et al., 2013). Recientemente, (Morohoshi, Kamimura, et al.,
2020) demostraron la produccion de enzimas QQ de tipo lactonasa capaces de degradar AHLs en
las especies S. carnosus, S. haemolyticus, S. saprophyticus y S. sciuri. Asi, la elevada actividad QQ de
la cepa S. equorum EN21 obtenida en este trabajo hace posible la inclusion de S. equorum en este
grupo de estafilococos coagulasa negativos con actividad QQ.

En el caso de la cepa P. segetis P6, la eficacia y versatilidad para degradar todas las AHLs
ensayadas muestran su potencial en el control de la virulencia de fitopatégenos mediante QQ. A lo
largo de los ultimos afios, han ido aumentando los estudios de la deteccion de esta actividad en
algunas cepas del género Pseudomonas, como es el caso de P. syringae pv. syringae (Shepherd &
Lindow, 2009), P. nitroreducens (Kaur & Yogalakshmi, 2020) o P. aeruginosa PAO1 (Bokhove et al.,
2010; Wahijudi et al., 2011). Incluso se ha documentado la capacidad de P. aeruginosa PAO1 para
modular la actividad de sus sistemas QS mediante la degradacién enzimatica de sus propias AHLs
(Huang et al., 2003; Huang et al., 2006; Wong et al., 2012).

La ausencia de actividad QQ de la cepa B. amyloliquefaciens BA es un resultado poco comun en
las cepas de esta especie. De hecho, la cepa B. amyloliquefaciens SS1B mostré una gran actividad
degradadora de AHLs de cadena media, tal y como se ha descrito en diversas cepas de este género
por la intervencidn de enzimas con estructura homdloga a la lactonasa AiiA (Amin et al., 2016; Yin
et al., 2010).
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Asi, estas bacterias seleccionadas con doble actividad PGP-QQ podrian tener una potencial
aplicacion en el biocontrol de fitopatégenos mediante la interferencia de los sistemas quorum
sensing que controlan diversas caracteristicas relacionadas con la virulencia.

Finalmente, la secuenciacién y andlisis del gen ARNr 16S de las 14 cepas seleccionadas por su
actividad PGP in vitro, permitié identificarlas taxonédmicamente. Se observd que pertenecian a los
filos Firmicutes y Proteobacteria, siendo predominante el primero. A nivel de género, las cepas de
Bacillus fueron las mds abundantes. Otros estudios de la biodiversidad de la rizosfera de Salicornia y
otros haldfitos han revelado resultados similares en los que las cepas identificadas pertenecen a los
filos Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria (Mukhtar et al., 2020b; Szymanska et
al.,, 2018; Yamamoto et al., 2018). Del mismo modo, la mayoria de las cepas con actividad PGP
pertenecen a estos filos (Drogue et al., 2012; Lugtenberg & Kamilova, 2009).

Puesto que las cepas Peribacillus castrilensis N3 y P. vulpis 728, junto con la cepa N10, no
seleccionada por su escasa actividad PGP, mostraban un porcentaje de identidad muy préximo entre
dos especies, se realizé la secuenciacidon de sus genomas. El andlisis gendmico, quimiotaxondmico y
fenotipico de estas permitié describir tres especies nuevas: Peribacillus castrilensis N3" (articulo en
preparacién), Psychrobacillus vulpis Z8" (Rodriguez et al., 2020) y Paenibacillus lutrae N10" (Rodriguez
et al., 2019).

En base a los resultados obtenidos en estos ensayos de degradacion de AHLs, se decidié no
proseguir con el estudio de las cepas B. amyloliquefaciens BA, C. marina P1, P. atlantica P2 y P.
atlantica P4 puesto que no mostraban actividad quorum quenching. Sin embargo, los prometedores
resultados de la actividad PGP tanto in vitro como en semillas y plantas de tomate de la cepa P.
atlantica P4 podrian suponer un avance en el uso agricola de cepas bacterianas clasicamente aisladas
de ambientes marinos.

El mecanismo de QQ se basa en la interferencia de los sistemas QS del patégeno sin afectar su
crecimiento. Por ello, el primer paso en el estudio de las bacterias QQ para su utilizacion como
agentes de biocontrol fue analizar el posible efecto en la inhibicién del crecimiento de los
principales fitopatédgenos de relevancia agricola. Las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 no mostraron actividad inhibidora frente a ninguno de los fitopatdgenos, lo que
permitiria su aplicacidn en el biocontrol de D. solani, E. amylovora, P. atrosepticum, P. carotovorum
subsp. carotovorum y P. syringae pv. tomato DC3000 mediante un mecanismo QQ. En cambio, las
cepas B. atrophaeus L193, B. atrophaeus N8, P. vulpis 28, B. velezensis SN31 y B. amyloliquefaciens
SS1B inhibieron significativamente el crecimiento de estos patdgenos. Esta actividad inhibidora es
comun entre las cepas de la familia Bacillaceae ampliamente estudiadas y empleadas en agricultura
como agentes de biocontrol por su elevada produccidon de enzimas, compuestos orgdnicos volatiles,
surfactantes, bacteriocinas y antibiéticos (Aloo et al., 2019; Borriss, 2011; Shafi et al., 2017). Aunque
estos resultados obligaron al descarte de estas cepas en este estudio, si que destacaron por su
potencial aplicacién en agricultura como promotoras del crecimiento vegetal, por sus buenos
resultados en plantas de tomate, y como agentes de biocontrol, por su capacidad para inhibir el
crecimiento de diversos fitopatdgenos.
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Capitulo 2

Evaluacién de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vivo
de las cepas seleccionadas empleando plantas de interés agricola
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Resumen

Diversos estudios apuntan que la colonizacidén del tejido vegetal es un requisito para que las cepas
con actividad promotora del crecimiento (PGP) establezcan una relacion efectiva y duradera con las
plantas. En este proceso interviene la produccién, composicidn y liberacién de exudados por parte de las
raices que ejercen un efecto atrayente o repelente en el microbioma presente en el suelo. Por tanto,
aquellas cepas con la capacidad de detectar y desplazarse en respuesta a gradientes quimicos tendran
una ventaja a la hora de colonizar la rizosfera de las plantas. Tras la colonizacidn de las raices, las cepas
PGP son capaces de ejercer su actividad y promover el crecimiento de las plantas mediante diversos
mecanismos, asi como favorecer la tolerancia a estrés bidtico y abidtico en la planta. En base a esto, se
realizé un estudio de la movilidad, la quimiotaxis a distintos compuestos quimicos y exudados de
plantas, la formacion de biofilm y la produccidon de exopolisacadridos en las cepas Staphylococcus
equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 y Pseudomonas segetis P6, como mecanismos esenciales para
la colonizacién.

Los resultados de los ensayos de movilidad mostraron que era de tipo swimming y swarming en la
cepa P. castrilensis N3 y de tipo swimming, swarming y twitching en la cepa P. segetis P6. Por el
contrario, la cepa S. equorum EN21 mostré ser moévil, aunque no se pudo determinar el tipo de
movimiento. En cuanto a los ensayos de quimiotaxis, las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6
mostraron atraccion a GABA y exudados de plantas de tomate y de arabidopsis. En el caso concreto de
la cepa P. castrilensis N3 tan solo mostré quimioatraccién a exudados de arabidopsis. El analisis
gendmico de las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6, permitio identificar varios clusteres de genes
relacionados con la movilidad y con la quimiotaxis de estas cepas. Sin embargo, no se encontrd ninguna
relacidn entre el genoma y la movilidad y quimiotaxis de la cepa S. equorum EN21.

La mayor capacidad de formacion de biofilm se dio en el caso de las cepas S. equorum EN21 y P.
segetis P6, alcanzandose valores inferiores para la cepa P. castrilensis N3, pero en todos los casos la
formacién de biofilm se vio estimulada por la suplementacidon con exudados de plantas. Por otra parte,
Unicamente la cepa P. segetis P6 produjo exopolisacaridos.

En cuanto a la colonizaciéon de las raices de las plantas de tomate, se detectd la presencia de
acumulos de células de las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, mientras que la cepa P. segetis P6
colonizé densamente las raices. Por otra parte, tanto los recuentos en placa de las raices de tomate
como el estudio por microscopia no mostraron signos de una colonizacién endofitica.

Finalmente, el andlisis de las propiedades promotoras del crecimiento de las tres cepas en plantas de
tomate en invernadero mostré un incremento significativo en la biomasa aérea y radicular en
comparacién con las plantas control tratadas con agua. El estudio de los mecanismos implicados en esta
promocién del crecimiento indicd un claro impacto en el metabolismo del nitrégeno de las plantas
asociado a un aumento del contenido de aminoacidos y proteinas. Por otra parte, el andlisis del balance
redox de las plantas no mostré signos de estrés. A nivel de la actividad enzimatica, se detecté un
incremento de aquellas relacionadas con la fijaciéon de CO, y la asimilacién de amonio. Por ultimo, el
estudio del perfil hormonal tuvo como principal resultado un notable incremento de la concentracion de
acido indolacético en las plantas tratadas con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis
P6.
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Summary

Several studies suggest that the colonization of plant tissue is a requirement for the plant growth-
promoting (PGP) strains to establish an effective and lasting relationship with plants. This process
involves the production, composition and the release of exudates by the roots which exert an attractive
or repellent effect on the microbiome present in the soil. Therefore, those strains with the ability to
detect and move in response to chemical gradients will have an advantage when colonizing the plant
rhizosphere. After root colonization, PGP strains are able to exert their activity and promote plant
growth through various mechanisms, as well as promote tolerance to biotic and abiotic stress in the
plant. Based on this, motility, chemotaxis to different chemical compounds and exudates of plants, the
biofilm formation and exopolysaccharide production were studied in the Staphylococcus equorum EN21,
Peribacillus castrilensis N3 and Pseudomonas segetis P6 strains, as an essential mechanism for root
colonization.

Results obtained from P. castrilensis N3 strain motility tests showed that it possessed swimming and
swarming motility, while P. segetis P6 showed swimming, swarming and twitching motilities. By
contrast, S. equorum EN21 strains was shown to be motile, although the type of movement could not be
determined. As for chemotaxis trials, S. equorum EN21 and P. segetis P6 strains showed attraction to
GABA and tomato and arabidopsis root exudates. In the specific case of P. castrilensis N3 strain, it only
showed chemoattraction to arabidopsis root exudates. P. castrilensis N3 and P. segetis P6 genome
mining allowed us to identify several gene clusters related with the motility and chemotaxis observed in
these strains. However, no link was found between the S. equorum EN21 strain genome and its motility
and chemotaxis.

The greatest capacity for biofilm formation was detected in the S. equorum EN21 and P. segetis P6
strains, reaching lower values for P. castrilensis N3 strain, but in all cases the biofilm formation was
stimulated by the presence of plant root exudates. On the other hand, only P. segetis P6 strain produced
exopolysaccharides.

As for the colonization of tomato plant roots, the presence of S. equorum EN21 and P. castrilensis N3
small cell groups were detected, while P. segetis P6 strain densely colonized the roots. Moreover, both
the plate counts of tomato roots and the microscopy study showed no signs of endophytic colonization.

Finally, the analysis of the growth-promoting properties of the three strains in tomato plant under
greenhouse conditions showed a significant increase in aerial and root biomass compared to the control
plants treated with water. The study of the mechanisms involved in this growth promotion indicated a
clear impact on the nitrogen metabolism of plants associated with an increase in the amino acids and
protein content. Moreover, analysis of the plants' redox balance showed no signs of stress. At the level
of enzymatic activity, an increase in those related to CO2 fixation and ammonium assimilation was
detected. Finally, the study of the hormonal profile had as its main result a notable increase in the
concentration of indoleacetic acid in plants treated with S. equorum EN21, P. castrilensis N3 and P.
segetis P6 strains.
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Una vez seleccionadas las cepas Staphylococcus equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 y
Pseudomonas segetis P6 por su elevado potencial promotor del crecimiento vegetal in vitro, se decidié
analizar la capacidad de estas para colonizar las raices de las plantas de tomate mediante el estudio de
su movilidad, quimiotaxis, formacién de biofilm y produccién de exopolisacdridos. Tras ello se evalud su
actividad PGP in vivo en plantas de tomate en condiciones de invernadero.

1. Analisis de la movilidad bacteriana

La movilidad de las cepas Staphylococcus equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 y Pseudomonas
segetis P6 se evalud inicialmente mediante microscopia dptica utilizando la técnica de la gota pendiente.
Tras analizar las suspensiones de las cepas, se detectd una elevada movilidad en la cepa P. segetis P6 y
P. castrilensis N3, mientras que las células de la cepa S. equorum EN21 no mostraban movilidad alguna.
Posteriormente, se estudio el tipo de movilidad swimming, swarming y twitching en un ensayo en placas
de medio TSB suplementado con agar al 0,3%, 0,5% y 1% (p/v) respectivamente. Las cepas P. castrilensis
N3 y P. segetis P6 mostraron una elevada movilidad de tipo swimming en las placas de TSB con agar al
0,3% (p/v), aunque esta no se detectd hasta transcurridas 24 horas (Fig. 31). Las tres cepas mostraron
movilidad de tipo swarming en placas de TSB con agar al 0,5% (p/v), mientras que sdlo las cepas S.
equorum EN21 y P. segetis P6 tenian movilidad de tipo twitching cuando se cultivaron el TSB con agar al
1% (p/v).

Figura 31. Determinacidn de la movilidad de tipo swimming en placas de TSB suplementado con agar al 0,3% (p/v) tras 24 horas
de incubacién.

Tras analizar el genoma de las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 se observd una elevada riqueza
de genes relacionados con la movilidad asociada a flagelos (fla, flg, flh, fliy mot). En el caso de la cepa P.
castrilensis N3, los genes responsables de la movilidad se encontraron dispersos en el genoma (Fig.
32A), mientras que en el genoma de la cepa P. segetis P6 se encontraron agrupados en un unico gran
cluster (Fig. 32B).

El analisis gendmico en busca de genes relacionados con la movilidad de tipo twitching fue menos
fructifero, obteniéndose resultados solo en el de la cepa P. segetis P6. Se encontraron los genes
encargados de la sintesis y de extensidn/retraccion de los pili de tipo IV pi/[ABCDEFMNOPQTUVWXY1Y2Z
y fimTUVX. En el caso de la cepa S. equorum EN21, no se identificé ningun gen relacionado con la
movilidad de tipo swimming, swarming o twitching.
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Figura 32. Distribucién de los clisters de genes de movilidad asociados al movimiento flagelar. A, genoma de la cepa P.
castrilensis N3; B, genoma de la cepa P. segetis P6.

2. Evaluacion de la quimiotaxis bacteriana

Con el propdsito de evaluar la capacidad de las cepas de moverse en respuesta a gradientes de
concentracién que pudieran estar asociados a la respuesta a exudados de plantas en el proceso de
colonizacion de las raices, se analizé la quimiotaxis de estas a GABA, casaminodcidos y exudados de
tomate, de salicornia y de arabidopsis mediante ensayos cuantitativos en capilar y posterior siembra en
placas de TSA. Los resultados se expresaron en UFC/capilar.

Los mayores recuentos de la quimiotaxis en capilar se encontraron en la cepa S. equorum EN21 que
mostré atraccién hacia todos los compuestos y exudados en comparacion con el control de buffer de
guimiotaxis (BC), observandose diferencias estadisticamente significativas en todos ellos (Fig. 33A). En el
caso de la cepa P. castrilensis N3, los recuentos por capilar fueron mucho menores que en la cepa EN21,
pero se hallé una atraccidn significativa hacia todos los compuestos y exudados en comparacién con el
control, siendo especialmente elevados para casaminoacidos y exudados de arabidopsis (Fig. 33B). Por
ultimo, los ensayos realizados con la cepa P. segetis P6 mostraron una elevada atraccion hacia todos los
compuestos y exudados de plantas ensayados, siendo mayor hacia estos ultimos excepto en el caso de
los exudados de salicornia, en los que se halld Unicamente un ligero y significativo incremento con
respecto al control con buffer de quimiotaxis Fig. 33C).
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Figura 33. Recuentos del ensayo de quimiotaxis en capilar de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 a
GABA, casaminoacidos y exudados de tomate, salicornia y arabidopsis. Como control se empled buffer de quimiotaxis (BC). Las
distintas letras indican diferencias estadisticamente significativas entre compuestos (p < 0,05, n = 10).

El andlisis de la anotacion del genoma de las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 mostro la
presencia de varios genes con funciones relacionadas con la quimiotaxis (che, chp, mcp y wsp). En el
caso de la cepa P. castrilensis N3 se encontraron los genes que codifican las proteinas CheABCDWY
asociados al cluster de movilidad previamente descrito en el apartado anterior, mientras que CheRV
estaba codificada por un cluster independiente (Fig. 34A). Ademas, se localizaron 4 proteinas aceptoras
de grupos metilo (MCP) distribuidas en el genoma. Por su parte, en el genoma de la cepa P. segetis P6,
los genes que codifican las proteinas CheABRVWYZ se hallaron igualmente distribuidos en el cluster
asociado a la movilidad previamente descrito. Adicionalmente, se hallaron dos clusteres
independientes: uno formado por los genes de las proteinas ChpABC y los de proteinas de los pili
relacionados con la movilidad de tipo twitching (pilGHIJK), y otro que codifica las proteinas WspABCDEF
(Fig. 34B). Por otra parte, se identificaron 14 genes de proteinas MCP distribuidas en el genoma.
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Figura 34. Distribucion de los clusters de genes de quimiotaxis y movilidad. A, genoma de la cepa P. castrilensis N3; B, genoma
de la cepa P. segetis P6.

3. Analisis de la formacidn de biofilm y produccion de exopolisacaridos

El siguiente paso en el estudio de la colonizacién radicular fue analizar la formacidn de biofilms y la
produccién de exopolisacaridos como mecanismos bacterianos asociados a este proceso. Para ello se
realizd un ensayo en placas microtiter de 96 pocillos empleando los medios LB, MY y TSB.

Los mayores valores de absorbancia a 540nm y con ello, la formacién de biofilm, se encontraron en el
caso de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6, mientras que se observé una escasa formacién del
mismo en la cepa P. castrilensis N3. En todos los casos, los valores fueron similares, siendo ligeramente
superior cuando las cepas se cultivaron en medio TSB.

En base a estos resultados, se seleccioné el medio TSB para los futuros ensayos. Asi, se analizé el
efecto que tenia la suplementacién de GABA y de exudados de tomate, de salicornia y de arabidopsis al
10% y 20% (p/v) en la formacién de biofilms de estas cepas.

Los datos de absorbancia a 540 nm de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 mostraban un
incremento significativo en la formacidn de biofilm en medio TSB suplementado con GABA al 10% (p/v),
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con exudados de tomate al 20% (p/v) y de salicornia al 20% (p/v) con respecto al medio sin suplementar
(Fig. 35A y 35C). En el caso de la cepa P6, también se observd un ligero incremento en la formacién de
biofilm cuando se cultivd en medio TSB suplementado con exudados de salicornia al 10% (p/v) (Fig. 35C).
En el caso del ensayo con la cepa P. castrilensis N3, Unicamente se observé un incremento
estadisticamente significativo en la formaciéon de biofilm cuando el medio TSB se suplementd con
exudados de salicornia al 20% (p/v) (Fig. 35B). Ademas, la formacidn de biofilm de la cepa P. castrilensis
N3 en todas las condiciones ensayadas fue considerablemente inferior a la obtenida por las cepas S.
equorum EN21 vy P. segetis P6.
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Figura 35. Determinacion de la produccién de biofilm en placa microtiter empleando medio TSB suplementado con GABA o
con exudados de tomate, de salicornia y de arabidopsis a distintas concentraciones. Las letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre medios (p < 0,05, n = 12).

Finalmente, se cuantificd la produccién de exopolisacaridos (EPS) de las tres cepas tras su cultivo en
medio TSB suplementado con glucosa al 1% (p/v) durante 5 dias. Las cepas S. equorum EN21 y P.
castrilensis N3 no mostraban una produccién significativa, mientras que la cepa P. segetis P6 produjo
0,35 g/L de EPS, con un rendimiento del 19,8% con respecto a la biomasa. El analisis del genoma de la
cepa P6 en busca de genes de responsables de la sintesis de EPS dio lugar a la identificacién del cluster
de sintesis y regulaciéon de la produccion de alginato algABCDEGJKLUX8, mucAB y kinB lo que podria
estar asociado a la produccion de EPS observada en esta cepa.

4. Evaluacion de la colonizacion de plantas de tomate in vitro por las bacterias de estudio

Con el objetivo de evaluar el grado de colonizacién de la raiz de plantas de tomate por parte de las
cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6, se realizd un ensayo cuantitativo durante 7
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dias en medio Murashige y Skoog (MS) empleando un soporte semisélido y otro liquido para las plantas
y posteriormente, se determind mediante recuento en placa para la cuantificacion de UFC/g de raiz.

Los recuentos obtenidos del ensayo en soporte semisdlido para las tres bacterias mostraban valores
crecientes en el tiempo encontrdndose valores comprendidos entre 10*y 10° UFC/g de raiz. Similares
resultados de colonizacidn de obtuvieron en soporte liquido tras un periodo de incubacién de 7 dias
(Tabla 12). En ninguno de los experimentos se encontraron evidencias de que alguna de las cepas
realizase una colonizacién endofitica en base a los resultados de los recuento en placa de las raices
tratadas con estas cepas y desinfectadas en superficie.

Tabla 12. Recuentos de epifitos del ensayo de colonizacidn de las raices de tomate en soporte semisdlido y en soporte
liquido. UFC/g, unidades formadoras de colonias por gramo de raiz.

Cepa Medio semisélido (UFC/g) Medio liquido (UFC/g)
5 dias 6 dias 7 dias 7 dias

EN21 1,9 x 10° 6,0 x 10° 1,5 x 107 6,3 x 10°

N3 4,6 x10* 1,0x10° 2,3x10° 1,9x10°

P6 2,8x 108 5,7 x 108 1,3x10° 1,7 x10°

Por otra parte, las plantas utilizadas en los ensayos en medio liquido se emplearon para analizar la
colonizacion de la raiz de forma cualitativa mediante microscopia. Las micrografias obtenidas por
contraste por interferencia diferencial (DIC) y por contraste de fases (PC) mostraban acumulos de
bacterias en la superficie de las raices tratadas con la cepa P. castrilensis N3, mientras que en las raices
de las plantas tratadas con la cepa S. equorum EN21, se observaron pequefas masas bacterianas en la
base de los pelos radicales y un ligero incremento del halo que produce el biofilm en las imagenes de
contraste de fases con respecto a las raices control (Fig. 36).

Control ’ EN21

Figura 36. Anadlisis de la colonizacion de raices de tomate por las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 mediante
microscopia de contraste por interferencia diferencial (DIC) y de contraste de fases (PC). Las flechas indican acimulos de células
bacterianas en la superficie de la raiz. Todas las micrografias se obtuvieron con las mismas condiciones de brillo y exposicidn a
200X.

En el caso de los ensayos con la cepa P. segetis P6, se empled un marcaje con la proteina
fluorescente GFP para analizar la colonizacién con mas detalle mediante microscopia de fluorescencia
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(FL) y microscopia confocal laser de barrido (CLSM), ademas de utilizar las técnicas DIC y PC. Las
micrografias obtenidas por DIC y PC revelaron una gruesa capa en la superficie de la raiz que cubria
completamente los pelos radicales y que oscilaba entre 70 y 120 um. Las micrografias de fluorescencia,
y su posterior tratamiento por superposicion, permitieron identificar que esta capa estaba compuesta
por células de la cepa P. segetis P6 aglutinadas en una densa matriz de biofilm y exopolisacarido sobre la
superficie de la raiz (Fig. 37A). Por otra parte, las micrografias de CLSM de las raices confirmaron los
resultados previamente obtenidos por microscopia de fluorescencia. Los distintos planos obtenidos
mediante CLSM mostraban la superficie de las raices colonizadas por una capa de células de la cepa P.
segetis P6 marcada y demostraron que esta no realiza una colonizacién endofitica, al no encontrarse
fluorescencia en el interior de la raiz (Fig. 37B).
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Figura 37. Analisis de la colonizacién de raices de tomate por la cepa P. segetis P6 marcada con la proteina fluorescente GFP. A,
micrografias obtenidas por microscopia de contraste por interferencia diferencial (DIC), contraste de fases (PC) y fluorescencia
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a 488 nm (FL) a 400X; B, micrografias obtenidas por microscopia de campo claro (BF) y confocal laser de barrido (CLSM) a 200X
y 400X. Todas las imagenes de cada bloque se obtuvieron con las mismas condiciones de brillo y exposicidn.

5. Evaluacion de la actividad promotora del crecimiento vegetal in vivo en plantas de tomate
mediante cultivo en invernadero

En base a los buenos resultados obtenidos por las tres cepas tanto en los ensayos iniciales de
promocién de crecimiento en plantas de tomate como en la colonizacién de la raiz de estas, se realizd
un ensayo en condiciones de invernadero empleando plantas de tomate. Para determinar los efectos de
estas cepas bacterianas en la planta se analizaron pardmetros fisicos relacionados con el crecimiento,
como la biomasa y el contenido en clorofila, los principales compuestos del metabolismo central, el
balance redox, la actividad enzimatica del metabolismo central y el perfil hormonal de las hojas de las
plantas de tomate.

5.1 Determinacion de biomasa y contenido en clorofila

Tras un mes desde el inicio de los tratamientos con las tres cepas por irrigacion, se recolectaron las
plantas y se analizaron diversos parametros fisicos relacionados con el crecimiento y el desarrollo, como
la biomasa foliar y radicular y la concentracion de clorofila de las hojas.

Como se puede observar en la Figura 38, las plantas de tomate irrigadas con las tres cepas de estudio
mostraban una mayor densidad foliar que las plantas control y se apreciaba un incremento en la
longitud de la parte aérea, especialmente en aquellas tratadas con las cepas S. equorum EN21 y P.
segetis P6 (Fig. 38B y 38D, respectivamente). En cuanto a la parte radicular, se observd un mayor
desarrollo de raices secundarias en las plantas tratadas con las tres cepas (Fig. 38B, 38C y 38D), lo que
incrementod el volumen del sistema radicular en detrimento de una mayor longitud en comparacién con
las raices de las plantas control tratadas con agua destilada (Fig. 38A). Estos resultados observacionales
se confirmaron tras determinar el peso fresco de la parte aérea, cuyo analisis estadistico mostraba un
incremento significativo del peso en las plantas tratadas con cada una de las cepas con respecto al
control, siendo especialmente acentuado en aquellas tratadas con la cepa S. equorum EN21. En cuanto
al analisis de la parte radicular, se observé un incremento significativo del peso de las raices de las
plantas tratadas con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 con respecto al control, mientras que la
cepa S. equorum EN21 no mostraba diferencias con las plantas control (Fig. 38E).

Con respecto al analisis del contenido en clorofila de las hojas, se observé un ligero incremento en la
concentracién de clorofila A en las plantas irrigadas con las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 con
respecto a las plantas control. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas con respecto a
la concentracion de clorofila B. Teniendo en cuenta la concentracion total de clorofila en las hojas,
Unicamente las hojas de las plantas tratadas con la cepa P. segetis P6 mostraban un incremento
significativo de este parametro (Fig. 38F).
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Figura 38. Analisis de biomasa y contenido en clorofila de las plantas de tomate irrigadas con las cepas S. equorum EN21 (B), P.
castrilensis N3 (C) y P. segetis P6 (D) con respecto a las plantas control tratadas con agua destilada (A). Estudio de la biomasa (E)
y del contenido en clorofila (F) de las plantas. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p < 0,05, n = 5).

5.2 Andlisis del metabolismo central

Con el fin de dar explicacién a este incremento en la biomasa y en la concentracién de clorofila, y de
la interaccién planta-bacteria, se realizé un estudio de los principales metabolitos primarios en la planta.
Asi, el andlisis del metabolismo de las plantas tratadas con cada una de las cepas permitié observar
cambios significativos en la concentracién de diversos parametros con respecto a las plantas control
tratadas con agua destilada.

Con respecto a los compuestos nitrogenados, se detectd un incremento de aminoacidos totales en
aquellas plantas tratadas con las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 (Fig. 39A), y un incremento
generalizado en la concentracién de proteinas en las plantas irrigadas con cada una de las cepas (Fig.
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39B). En el caso de la concentraciéon de almidon, se observd una disminucidon de este en las plantas
tratadas con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6. En cambio, no se observaron cambios
significativos en aquellas irrigadas con la cepa S. equorum EN21 (Fig. 39C).

Con respecto a la determinacion del contenido en carbohidratos, el estudio de la concentracién de
glucosa indicd un incremento en las plantas irrigadas con la cepa S. equorum EN21, mientras que este
pardmetro se vio reducido en aquellas tratadas con la cepa P. segetis P6 (Fig. 39D). Igualmente se
detectd una reducciéon en la concentracidn de fructosa en las plantas tratadas con las cepas S. equorum
EN21 vy P. castrilensis N3, aunque la irrigacidn con la cepa P. segetis P6 dio lugar a un incremento de este
carbohidrato (Fig. 39E). En cuanto al estudio de la concentracion de sacarosa, Unicamente el
tratamiento de las plantas con la cepa P. segetis P6 produjo un incremento de este parametro (Fig. 39F).

Por ultimo, en lo que respecta al contenido de los acidos orgdnicos, Unicamente las plantas tratadas
con la cepa P. segetis P6 mostraron un incremento en la concentracién de malato con respecto al
control (Fig. 39G). En cambio, el tratamiento con la cepa S. equorum EN21 dio lugar a una disminucidn
de la concentracidon de malato y citrato, mientras que el tratamiento con la cepa P. castrilensis N3,
Unicamente produjo un descenso en los niveles de citrato (Fig. 39G y 39H).
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Figura 39. Estudio de compuestos del metabolismo central de hojas de plantas de tomate tratadas con las cepas S. equorum

EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 mediante irrigacion. umol eqg. glut., umol equivalente de glutamato; umol eq. gluc., pmol
equivalente de glucosa. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05, n = 5).

5.3 Determinacion del balance redox

Una vez analizada la influencia del tratamiento de las plantas de tomate con las tres cepas de estudio
en el metabolismo central, se analizd el perfil redox en las hojas con el fin de determinar si el
tratamiento con dichas cepas suponia algun tipo de estrés para la planta.

La determinacion de la concentracidon de ascorbato total, reducido y oxidado no mostré ningin
cambio significativo con respecto a las plantas control tratadas con agua destilada. En el caso de
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aquellas irrigadas con la cepa S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, se observd un ligero descenso y
aumento, respectivamente, en la concentracién de ascorbato oxidado (Fig. 40A, 40B y 40C).

En el analisis de la concentracidn de glutation, este antioxidante se detectd Unicamente en su forma
reducida (GSH) en todos los tratamientos. Ademads, se pudo apreciar un incremento de este en las
plantas irrigadas con las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 con respecto a las plantas control
(Fig. 40D).

En cuanto a la concentracién de dinucleétidos de nicotinamida y adenina, se observé un incremento
significativo de estos compuestos en su forma oxidada (NAD*) y la consecuente disminucion en su forma
reducida (NADH) en las plantas irrigadas con las tres cepas con respecto al control (Fig. 40E y 40F). Del
mismo modo, se detectd un incremento significativo en la concentracién de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato en la forma oxidada (NADP*) en las plantas irrigadas con las tres cepas (Fig. 40G),
aunque en la concentracién de la forma reducida (NADPH + H*) Unicamente se vio disminuida en las
plantas tratadas con la cepa S. equorum EN21, mientras que permanecid inalterada en las plantas
tratadas con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 con respecto a las plantas control (Fig. 40H).

Por otra parte, se detectd una reduccion en la concentracion de perdxido de hidrégeno (H,0,) en las
plantas tratadas con las tres cepas con respecto a las plantas control (Fig. 40l). En cuanto a la
concentracién de malondialdehido, no se detectaron cambios significativos con respecto a las plantas
control, salvo en el caso de aquellas irrigadas con la cepa P. castrilensis N3, en las que se observd una
ligera reduccién (Fig. 40)).

Por ultimo, la determinacion de los compuestos fendlicos tuvo como resultado un descenso
significativo en la concentracion de estos en las plantas tratadas con las tres cepas con respecto a las
plantas control (Fig. 40K).
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Figura 40. Caracterizacidn del perfil redox de hojas de plantas de tomate tratadas con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis
N3y P. segetis P6 mediante irrigacién. “umol eq. ac. pirog.”: umol equivalente de acido pirogalico. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05, n = 8).

5.4 Evaluacion de la actividad enzimatica del metabolismo central

Tras la caracterizaciéon de metabolitos y del perfil redox en las plantas, se seleccionaron una serie de
enzimas del metabolismo central para dar explicacidn a las variaciones obtenidas a nivel de compuestos
nitrogenados, carbohidratos, acidos organicos y de estado oxidativo, y se analizé su actividad.

El estudio de la actividad de la enzima invertasa acida en las hojas de las plantas de tomate tratadas
con las tres cepas tuvo como resultado la disminuciéon de la actividad de la isoforma vacuolar (VInv) con
respecto al control (Fig. 41A). Sin embargo, la actividad de la isoforma de la pared celular (Cwinv), que
en las plantas control estaba completamente ausente, se vio incrementada en aquellas tratadas con las
tres cepas (Fig. 41B).

En cuanto a la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), se observé una
disminucién generalizada en las plantas tratadas con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 con respecto a las plantas control (Fig. 41C). En el caso de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NADP (NADP-GAPDH), se detectd un incremento significativo en las
plantas tratadas con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 (Fig. 41D). La enzima glutamato
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deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-GDH) mostrd una disminucion de su actividad en las plantas
tratadas con las cepas S. equorum EN21 y un incremento en aquellas irrigadas con la cepa P. castrilensis
N3 con respecto a las plantas control, mientras que el tratamiento con la cepa P. segetis P6 no produjo
ningun cambio (Fig. 41E).

Por ultimo, la actividad de las enzimas ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxidasa (RuBisCO) y nitrato
reductasa incrementé considerablemente en las plantas tratadas con las tres cepas, siendo
especialmente alta en aquellas tratadas con la cepa P. segetis P6 (Fig. 41F y 41G).
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Figura 41. Analisis de la actividad de enzimas del metabolismo central de plantas de tomate tratadas con las cepas S. equorum
EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p <
0,05, n =5).

5.5 Estudio del perfil hormonal de la planta

Por udltimo, se realizd una determinacion semicuantitativa del perfil hormonal en la planta mediante
HPLC-MS para determinar el impacto de la irrigacidon con cada una de las tres cepas en el balance de las
hormonas acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA), acido jasménico (JA), metil jasmonato (Mela),
acido indolacético (AIA) y acido giberélico (GA3), relacionadas con crecimiento vegetal y la tolerancia a
estrés bidtico y abidtico.

Los resultados del analisis de ABA en las hojas de las plantas tratadas con las cepas P. castrilensis N3
y P. segetis P6 mostraron un incremento significativo con respecto a las plantas control tratadas con
agua destilada, mientras que las irrigadas con la cepa S. equorum EN21 no mostraron cambios
significativos (Fig. 42A).

En cuanto a la concentraciéon de SA, JA y GA3, no se observaron cambios significativos tras el
tratamiento con las tres cepas con respecto a las plantas control, salvo en el caso de aquella tratadas
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con la cepa S. equorum EN21 en las que se observd una ligera disminucién de la concentracion de JA
(Fig. 42B, 42Cy 42F).

Con respecto a los niveles de Mela, se observé un descenso generalizado en las plantas irrigadas con
las tres cepas en comparacidon con el control (Fig. 42D). En cambio, se detecté un incremento
significativo en la concentracion de AlA en las plantas tratadas con las tres cepas, siendo especialmente
acusado en aquellas irrigadas con la cepa S. equorum EN21 (Fig. 42E).
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Figura 42. Determinacidn semicuantitativa de fitohormonas en las hojas de las plantas de tomate irrigadas con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. mAU/mg, mili-unidades de absorbancia del pico detectado por miligramo de
biomasa liofilizada. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05, n=5).

6. Discusion

El uso excesivo de fertilizantes quimicos en los campos de cultivo durante décadas ha causado
importantes dafios que han dado lugar a la degradacion del suelo, la contaminacidn de acuiferos
subterraneos y diversos problemas para la salud humana (Ge et al., 2018). Ante la creciente demanda de
alimentos de origen vegetal asociada al imparable crecimiento de la poblacidn mundial, es urgente
establecer sistemas de fertilizacion que promuevan el crecimiento vegetal, la produccién y el
rendimiento de las plantas al mismo tiempo que permitan la estabilidad ambiental. Desde hace décadas,
el estudio de los microorganismos nativos asociados a las plantas y su posterior aplicacién como una
alternativa eficaz, segura y sin efectos negativos para el medioambiente, los animales o la salud humana
ha ganado una gran importancia (Compant et al., 2010; Lucy et al., 2004; Oleriska et al., 2020). Dentro
del microbioma de las plantas, las rizobacterias han sido las mas estudiadas por sus efectos beneficiosos
mediante diversos mecanismos como la solubilizacién de nutrientes, la produccidn de fitohormonas, la
produccién de antibidticos y la sintesis de compuestos volatiles y metabolitos secundarios (Etesami &
Maheshwari, 2018; Glick, 2012; Majeed et al., 2018). En esta relacién de simbiosis, los microorganismos
a su vez se ven beneficiados por los exudados radiculares ricos en azlcares, acidos organicos,
aminodcidos y metabolitos secundarios que liberan las plantas a la rizosfera y que se estima suponen
hasta un 20% del carbono fijado mediante la fotosintesis y un 15% del nitrégeno asimilado (Sasse et al.,
2018; Venturi & Keel, 2016; Walker et al., 2003). Ademas, estos compuestos actlan como potentes
guimioatrayentes seleccionando el microbioma presente en la rizosfera y favoreciendo su
establecimiento mediante la colonizacién de las raices por parte de estos (Khatoon et al., 2020;
Olanrewaju et al., 2019). Por tanto, la colonizacién de la rizosfera o de la superficie de las raices de las
plantas por parte de las cepas PGP depende en gran medida de su movilidad y quimiotaxis hacia
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exudados radiculares, asi como de la capacidad para establecerse mediante la produccion
exopolisacaridos y formacién de biofilms (Santoyo et al., 2021).

En el presente capitulo se analizaron todos los parametros que permiten evaluar el establecimiento y
la colonizacién de las raices por las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6.

En primer lugar, el analisis de movilidad mediante la técnica de gota pendiente demostré la
capacidad de las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 para realizar una movilidad activa.
Posteriormente, los ensayos en placa demostraron que ambas cepas poseen movilidad de tipo
swimming y swarming mediada por flagelos. Ademas, el andlisis gendmico de estas cepas permitio
identificar los genes encargados de la sintesis de proteinas estructurales del aparato flagelar fla, flg, fih,
fli 'y mot caracteristicos de las familias Pseudomonadaceae y Bacillaceae (Bouteiller et al.,, 2021;
Mukherjee & Kearns, 2014) Por otra parte, la cepa P. segetis P6 mostré movilidad de tipo twitching
sobre superficies sdlidas mediada por la extensidon y retraccion de pili de tipo IV, algo que fue
confirmado mediante analisis  gendmico por la identificacion de los  genes
pilABCDEFMNOPQTUVWXY1Y2Z y fimTUVX ampliamente descritos como efectores de este tipo de
movilidad en especies del género Pseudomonas. Diversos estudios mediante mutagénesis dirigida de los
genes fliM, fliN, flgC, flgF pilA o pilT en especies de los géneros Pseudomonas y Azoarcus han
demostrado que la movilidad es un factor determinante en el proceso de la colonizacién de la raiz de
plantas de arroz (Barahona et al., 2010; B6hm et al., 2007; Fernandez-Llamosas et al., 2021). En cuanto a
la cepa S. equorum EN21, no se detecté movilidad activa en el ensayo en gota pendiente, mientras que
en los ensayos en placa mostraron resultados positivos para la movilidad de tipo swarming y de tipo
twitching. Puesto que la movilidad de tipo swarming requiere la presencia de flagelos y las especies del
género Staphylococcus carecen de ellos, es muy probable que la cepa S. equorum EN21 sea movil
mediante mecanismos previamente descritos en S. aureus como la movilidad activa de tipo gliding, que
emplea complejos de adhesién focal localizados en la parte externa de la célula, o la movilidad de tipo
sliding, mediada por el crecimiento colonial junto con la produccidn de surfactantes (Pollitt & Diggle,
2017).

Tras demostrar la movilidad de las tres cepas, se estudié su capacidad de detectar gradientes
quimicos y realizar una movilidad dirigida hacia estos estimulos mediante un analisis de quimiotaxis.
Asi, se analizd la quimiotaxis al acido y-aminobutirico (GABA), un compuesto comun en los exudados de
plantas en condiciones normales, pero cuya concentracién aumenta considerablemente en situaciones
de estrés en la planta. Estas variaciones en la composicién de los exudados se han descrito como un
mecanismo mediante el cual las plantas seleccionan y modifican el microbioma rizosférico ante
determinados estados de estrés bidtico o abidtico, un fenémeno conocido como cry for help (Kawasaki
et al.,, 2021; Rolfe et al.,, 2019; P. Wang et al., 2021; Zhalnina et al., 2018). De forma similar al
comportamiento mostrado hacia los casaminodcidos, empleado como control positivo en la quimiotaxis,
las tres cepas mostraron capacidad para responder a gradientes de concentracién de GABA, lo que
podria relacionarse con una respuesta quimiotdactica a exudados de plantas en condiciones de estrés.

También se analizé la actividad quimiotactica hacia exudados radiculares de plantas de tomate,
arabidopsis y salicornia, y se detectd la quimioatracccion de todas las cepas, especialmente en el caso de
S. equorum EN21 y P. segetis P6, aunque esta varié dependiendo de los exudados. En todos los casos se
observaron diferencias significativas con respecto al control que consistié en el buffer de quimiotaxis, lo
que descarta la posibilidad de que estos resultados se deban a fendmenos de difusion celular pasiva. Las
diferencias observadas segun el tipo de exudado podrian estar ligadas a que la composicidon de estos
varia en funcién de la especie vegetal, de la fase de crecimiento de la planta y de los factores
ambientales (Allard-Massicotte et al., 2016; Chaparro et al., 2014; Kong et al., 2021). Ademas, también
intervienen factores por parte de los microorganismos ya que los compuestos que forman parte de un
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determinado exudado pueden resultar atrayentes o repelentes dependiendo de la cepa de estudio
(Haichao Feng et al., 2018; Kudjordjie et al., 2019; Vora et al., 2021). A pesar de la complejidad del
estudio de la composiciéon de los exudados, gran cantidad de investigaciones confirman que la
guimiotaxis a exudados radiculares es un factor requerido en el reclutamiento y en la colonizaciéon de las
raices por parte de las cepas PGP, lo que a su vez revierte positivamente en estas, ya que los exudados
constituyen una fuente de carbono y nitrégeno para las bacterias (Chagas et al., 2018; Ménchgesang et
al., 2016; Santoyo et al., 2021; Scharf et al., 2016). Con respecto a la cepa S. equorum EN21, fue la que
mayor quimiotaxis mostré en base a un mayor recuento de UFC/capilar. Sin embargo, la quimiotaxis en
microorganismos con movilidad de tipo gliding es poco frecuente, aunque ha sido ampliamente descrita
en Myxococcus xanthus (Kearns & Shimkets, 1998; Kearns & Shimkets, 2001; Yang et al., 1998), lo que
podria justificar los resultados observados en los ensayos de quimiotaxis con la cepa S. equorum EN21.

Los resultados obtenidos en estos experimentos fueron respaldados mediante el analisis gendmico
de las cepas, en el que se detectd la presencia de los genes che, chp, mcp y wsp relacionados con la
maquinaria quimiotactica en las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6. Este sistema ha sido
ampliamente caracterizado en especies del género Pseudomonas (Garcia et al., 2015; Sampedro et al.,
2015) y de la familia Bacillaceae (H. Feng et al., 2018; Glekas et al., 2012), y se ha descrito su relevancia
en la colonizacién de la rizosfera de plantas por la capacidad para detectar gradientes de concentracion
de distintos aminoacidos, azlcares y acidos organicos liberados en los exudados radiculares (Feng et al.,
2021; Huang et al., 2018).

Tras demostrar la movilidad y la quimiotaxis de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6, se analizo la formacidn de biofilms empleando los medios LB, MY y TSB suplementados con
distintas concentraciones de NaCl con el fin de evaluar si existian diferencias en la producciéon en
funcidén de la composicion del medio, asi como si la presencia de estrés osmotico ejercia algun efecto en
la produccion de estas biopeliculas.

Los resultados mostraron una clara influencia de la composicion de medio en la produccién de
biofilm con una mayor formacién en los medios LB y TSB. Igualmente se detectd un incremento
significativo en la formacién de biofilm por parte de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 cuando el
medio se suplementé con GABA al 10% (p/v) y con exudados de tomate y de salicornia al 20% (v/v) lo
gue guarda relacién con los resultados obtenidos en los ensayos de quimiotaxis. En el caso de la cepa P.
castrilensis N3, los resultados mostraron un incremento en la formacidn de biofilm Gnicamente cuando
el medio se suplementd con exudados de salicornia al 20% (v/v), aunque en todos los casos la
biopelicula fue muy escasa. Las diferencias tal y como se sefialéd anteriormente parecen estar
relacionadas con la composiciéon y la concentracion de los compuestos que forman parte de los
exudados de las raices de las distintas plantas lo que favorece la colonizacidon de la raiz por parte
determinadas cepas en detrimento de otras, otorgando un papel protagonista a la planta en la seleccidn
y el reclutamiento del microbioma radicular y rizosférico (Sasse et al., 2018; P. Wang et al., 2021; Zhang
et al.,, 2014). Por otra parte, Unicamente la cepa P. segetis P6 demostrd la capacidad para producir
exopolisacaridos, con un rendimiento cercano al 20% con respecto a la biomasa celular o 0,35 g/L. El
anadlisis gendmico permitié identificar el operén completo asociado a la produccion de alginato
algABCEGJKLUXS, el promotor algD y los genes mucAB y kinB relacionados con su regulacién, todos ellos
previamente descritos en la produccion de este tipo de polisacdrido por especies del género
Pseudomonas y Azotobacter (Franklin et al., 2011; Muhammadi & Ahmed, 2007). Diversos estudios en
especies PGP del género Pseudomonas entre las que destacan P. syringae, P. putida y P. fluorescens han
demostrado la importancia de la produccién de exopolisacaridos y la formacién de biofilms en la
colonizacion de las raices de distintas plantas (Bhattacharyya & Jha, 2012; Couillerot et al., 2009;
Upadhyay et al., 2017).
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Por otro lado, se cuantificé la colonizacién de las raices de plantas de tomate por parte de las cepas
de estudio, para determinar si las caracteristicas previamente descritas favorecen el establecimiento de
una relacion estrecha y duradera entre la planta y las cepas. Los recuentos de los ensayos tanto en
medio semisdlido como en medio liquido mostraban una elevada colonizacién en la superficie de las
raices de las plantas de tomate. Estos resultados se confirmaron mediante la visualizacién de las raices
por microscopia, en la que se observaron pequenos agregados de células en la raiz de las plantas
tratadas con las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3. En cambio, los recuentos realizados en el
interior radicular tras la desinfeccidon en superficie de las raices tratadas con estas cepas resultaron
negativos, lo que indica que no producen una colonizacidn endofitica. En plantas tratadas con la cepa P.
segetis P6 mostraban una gruesa capa de crecimiento bacteriano cubriendo la superficie de la raiz y se
pudo observar gracias al marcaje de la bacteria con GFP que estas estaban contenidas en una densa
matriz de polisacarido. Al igual que en los ensayos con las otras cepas, los recuentos bacterianos del
interior radicular tras la desinfeccién de la superficie de las raices, asi como el estudio de la colonizacidn
de la cepa P. segetis P6 mediante microscopia confocal de barrido confirmaron la ausencia de una
colonizacion endofitica.

En todos los casos, la colonizacién se detectd asociada a los pelos radicales en la zona de
maduracién, especialmente en la unidn de las raices secundarias con la raiz principal.

Estos resultados en conjunto demuestran que las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 son mdviles mediante distintos mecanismos y tienen la capacidad para detectar estimulos
guimiotdcticos producidos por las raices de las plantas y de ejercer una colonizacion estable en estas.
Una vez establecida la asociacion planta-bacteria, estas cepas podrian mejorar el crecimiento de vegetal
mediante diversos mecanismos como la adquisicién de nutrientes, la produccién de fitohormonas, la
secrecién de exoenzimas, la reduccion del estrés oxidativo o la proteccion frente a estrés de tipo bidtico
y abidtico (Danhorn & Fuqua, 2007; Upadhyay et al., 2017). Por ello, y teniendo en cuenta las
caracteristicas PGP que demostraron estas cepas en los ensayos in vitro, se realizd un experimento con
plantas de tomate irrigadas con cada una de las cepas para estudiar su actividad PGP in vivo y
determinar el impacto que tienen en el metabolismo primario de la planta.

Tras un mes de tratamiento con cada una de las cepas, se analizé la biomasa y el contenido en
clorofila, relacionados con el crecimiento y el desarrollo en las plantas de tomate. Los resultados
obtenidos mostraban diferencias significativas en cuanto a crecimiento de la parte aérea con respecto a
las plantas control, especialmente aquellas irrigadas con la cepa S. equorum EN21. Con respecto a la
parte radicular se observé una disminucion en la longitud, pero un gran desarrollo de raices secundarias
y pelos radicales. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en ensayos previos, lo que demuestra
la actividad PGP de estas cepas in vivo independientemente de las condiciones de cultivo empleadas.
Con respecto a la concentracién de clorofila, Unicamente se detecté un incremento significativo en las
plantas irrigadas con la cepa P. segetis P6, un resultado comun tras el tratamiento con cepas PGP,
aunque se ha detectado que varia en funcién del tiempo transcurrido desde la aplicacion del
tratamiento y de la fase de crecimiento de la planta, con un mayor efecto en las etapas tempranas, lo
que justificaria nuestros resultados (Ortiz-Castro et al., 2020; Stefan et al., 2013).

El analisis de impacto del tratamiento de las plantas de tomate con las tres cepas de estudio en el
metabolismo primario tuvo como resultado un incremento generalizado en los compuestos
nitrogenados, basado en un aumento significativo de la concentraciéon de aminoacidos y proteinas en las
hojas de las plantas. Segun diversos estudios, el incremento de compuestos nitrogenados es efecto
comun en las plantas tratadas con distintas cepas PGP. Asi, es el caso de la inoculacién con
Pseudomonas fluorescens, P. koreensis, Paenibacillus alveiy Lysinibacillus sphaericus en plantas de
tomate, (Mhlongo et al., 2020), Acinetobacter calcoaceticus en plantas de pepino (Kang et al., 2012) o
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Bacillus megaterium en plantas de coliflor (Ekinci et al., 2014), debido a la capacidad de estas cepas para
incrementar la biodisponibilidad de amonio por distintos mecanismos como la fijaciéon de nitrégeno o la
degradacion del ACC, caracteristicas que poseen las cepas de este estudio y que podrian explicar este
incremento.

Con respecto al metabolismo primario del carbono, se analizaron los niveles de glucosa, fructosa,
sacarosa y almiddn. En este caso los resultados fueron variables con respecto a la concentracién de
glucosa y fructosa, mientas que el nivel de sacarosa se vio ligeramente incrementado Unicamente en las
plantas irrigadas con la cepa P. segetis P6. Estos valores podrian deberse a la incorporacion de estos
azlcares a estructuras de la planta o bien a una mayor produccién de metabolitos secundarios, lo que
hace que disminuya la concentracidn de azlcares libres en la célula, como se ha detectado previamente
en estudios de la actividad PGP de Lysinibacillus sphaericus en las plantas de tabaco (Mhlongo et al.,
2016). Con respecto a los niveles de almidén, se observé una disminucidn en las plantas tratadas con las
cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6, lo que esta relacionado con una movilizacion mas répida de las
reservas de glucosa y un mayor consumo de esta en la planta (Smith et al., 2003; Sulpice et al., 2009).

Por ultimo, se observé un incremento en los niveles de malato en las plantas irrigadas con la cepa P.
segetis P6, mientras que la concentracidon de malato y de citrato disminuyd en aquellas tratadas con las
cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 con respecto a las plantas control. Este incremento ha sido
previamente descrito en las plantas tras la inoculacién con cepas PGP y parece estar relacionado con
una mayor actividad del ciclo de Krebs en la planta, asi como una mayor reserva de carbono en la planta
en forma de acidos organicos (Aras et al., 2018; Curzi et al., 2008; Igamberdiev & Eprintsev, 2016). Por
otra parte, la disminucidn de la concentracidn de azucares y de acidos organicos, especialmente citrato y
malato, tras la irrigacién con algunas de las cepas podria estar relacionada con una mayor translocacion
de estos hacia las raices para formar parte de los exudados liberados a la rizosfera (Baudoin et al., 2003;
Meyer et al., 2010).

En cuanto al balance redox de las plantas, no se observaron cambios significativos en los niveles de
ascorbato total (Asc), reducido (AscA) ni oxidado (DHA), salvo un ligero incremento de este ultimo en las
plantas irrigadas con la cepa P. castrilensis N3. En el caso del analisis de la concentracién de glutation, se
observé un incremento significativo en las plantas irrigadas con cada una de las cepas y Unicamente se
detectd la forma reducida de este antioxidante (GSH). La reduccién y oxidacién del ascorbato en
coordinacion con la del glutatidn constituye el principal sistema de detoxificacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) como perdxido de hidrégeno (H,0;) en la planta (Akram et al., 2017; Sharma et al.,
2012). El hecho de que el ascorbato se encuentre mayoritariamente en su forma reducida indica un bajo
estrés oxidativo en la planta (Ahmad et al., 2010)((Farvardin et al., 2020). Por su parte, la deteccién
exclusiva de glutation en su forma reducida de nuevo demuestra que el tratamiento con las cepas no
supone una alteracién en el balance redox de la planta, pues se estima que, en ausencia de estrés, las
hojas de las plantas suelen mantener un ratio de glutatidon entre las formas reducida (GSH) y oxidada
(GSSG) de 20:1 aproximadamente (Mhamdi et al., 2010; NOCTOR et al., 2012).

En cuanto al andlisis de dinucleétidos de nicotinamida y adenina, se observaron incrementos
significativos en la concentracion de la forma oxidada (NAD") tras el tratamiento de las plantas con cada
una de las cepas, mientras que se detecté una reduccidn en los niveles de la forma reducida (NADH).
Con respecto a los resultados de la determinacién de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, se
observé el mismo patrén en el que la forma oxidada (NADP*) incrementd y la forma reducida (NADPH)
se vio reducida. A pesar de su similitud, ambas coenzimas tienen funciones muy distintas, estando el
NADP mas relacionado con la biosintesis, con procesos como la fotosintesis y la sintesis de acidos
grasos, mientras que el NAD esta mads asociado a procesos catabdlicos en los que actla como oxidante,
como es el caso de la glucolisis o el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Kramer et al., 2004; Rawsthorne,
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2002). Por ello, el incremento en los niveles de NAD se podria deber a un incremento en la glucolisis de
las plantas tratadas con las cepas, mientras que el incremento de NADP podria estar relacionado con un
incremento en fijacion de CO; en el ciclo de Calvin o en la asimilacién de amonio. Igualmente, ambas
coenzimas participan en la detoxificacién de ROS mediante la regeneracion de las formas reducidas del
ciclo ascorbato-glutation a expensas de su oxidacién (Decros et al., 2019; Gakiere et al., 2018). Por ello,
puesto que el glutation y el ascorbato se encontraban mayoritariamente en sus formas reducidas, es
coherente encontrar las formas oxidadas de NAD y NADPH.

La determinacion de peréxido de hidrégeno (H20,) en las hojas de las plantas de tomate mostrd una
elevada disminucién de los niveles de este compuesto altamente oxidante cuando estas fueron irrigadas
con cada una de las tres cepas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente con
respecto a los niveles de ascorbato y glutatién y dan cuenta de la inocuidad de la colonizacién de las
cepas en la planta. De forma similar, el contenido el malondialdehido, un marcador de peroxidacién de
lipidos de la membrana que aumenta en situaciones de estrés oxidativo, se redujo notablemente en las
plantas tratadas con la cepa P. castrilensis N3, un efecto previamente observado en especies de la
familia Bacillaceae (Baek et al., 2019; Lin et al., 2018). Con respecto a la concentracién de compuestos
fendlicos, se observd una reduccién de estos en las plantas irrigadas con cada una de las cepas, un
resultado poco comun ya que el tratamiento con cepas PGP suele incrementar el contenido de estos
compuestos en las plantas, especialmente en situaciones de estrés bidtico y abidtico (Cappellari et al.,
2019).

De manera global, no se detecté que las plantas de tomate mostraran signos de estrés oxidativo tras
el tratamiento con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6, incluso se observé una
interesante disminucion en los principales marcadores de estrés como el peréxido de hidrégeno vy el
malondialdehido. En futuros estudios se analizara el transcriptoma de las plantas tratadas con las cepas
S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 para determinar los mecanismos con mayor solidez.

Para dar explicacidn al perfil de metabolitos primarios obtenido se realizé un estudio de la actividad
enzimatica del metabolismo central, seleccionando aquellas que pudieran dar explicacién a las
variaciones observadas tanto en el metabolismo central como en el balance redox tras la aplicacién de
las cepas en las plantas de tomate. Para ello, se seleccionaron las enzimas ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxidasa (RuBisCO), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP (NADP-
GAPDH), invertasa acida vacuolar (VInv), invertasa acida de la pared celular (Cwlinv), nitrato reductasa
(NR) y glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-GDH).

En el caso de las enzimas RuBisCO y NADP-GAPDH, se observé un notable incremento en las plantas
tratadas con cada una de las cepas, siendo especialmente significativo en el caso de las plantas irrigadas
con la cepa P. segetis P6. Ambas enzimas forman parte del ciclo de Calvin, cuya funcidn es la fijacién de
CO; para la obtencion de glucosa en la planta (Michelet et al., 2013). En 2009, (Kandasamy et al., 2009)
observaron un incremento en la actividad de la enzima RuBisCO en plantas de arroz tratadas con la cepa
P. fluorescens KH1 descrita como PGP. Para determinar si habia una relacion entre el incremento de la
actividad de esta enzima y el aumento del crecimiento observado, sobreexpresaron los genes que
codifican las distintas subunidades de la enzima RuBisCO en plantas de arroz, obteniendo el mismo
fenotipo observado tras el tratamiento con la cepa P. fluorescens KH1 por lo que asociaron un mayor
crecimiento de las plantas con un incremento en la actividad fotosintética. Igualmente, el aumento de la
actividad fotosintética podria estar relacionado con el incremento de la biomasa observado tras el
tratamiento de las plantas de tomate con las cepas de este estudio. Por su parte, la enzima NADP-
GAPDH cataliza la transformaciéon de 1,3-bifosfoglicerato en gliceraldehido-3-fosfato mediante la
oxidacion de 6 moléculas de NADPH (Marulanda-Aguirre et al., 2007), lo que concuerda con los elevados
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niveles de NADP* detectados previamente, ya que la fotosintesis es la principal fuente de este coenzima
en la planta (Wakao & Benning, 2005).

En cuanto a la enzima G6PDH se observé una reduccion de su actividad en las plantas irrigadas con
cada una de las cepas, con respecto a las plantas control. Esta enzima forma parte de la ruta de las
pentosas fosfato cuyo fin es la produccidon de acidos nucleicos y poder reductor en forma NADPH,
mediante la degradacién de glucosa (Castiglia et al., 2015; Esposito et al.,, 2003). Sin embargo, su
actividad se ve reducida en presencia de luz (Hauschild & von Schaewen, 2003), por lo que la elevada
tasa fotosintética detectada en las plantas tratadas con estas cepas PGP mediante la actividad de las
enzimas RuBisCO y NADP-GAPDH podria explicar este resultado.

Con respecto al andlisis de la actividad de la enzima Vinv, igualmente mostré un descenso
significativo en las plantas irrigadas con las tres cepas de estudio en comparacién con las plantas
control. En el caso de la isoforma de la pared celular (Cwlinv), las plantas irrigadas con cada una de las
cepas mostraron resultados positivos, mientras que no se detectd actividad alguna en las plantas
control. Ambas enzimas catalizan la ruptura de la sacarosa en glucosa y fructosa, aunque difieren en su
localizacién y por ello en el efecto que su actividad tiene en la planta (Fotopoulos, 2005). Las invertasas
vacuolares estan relacionadas con el metabolismo intracelular de la sacarosa, mientras que las
isoformas de la pared celular metabolizan la sacarosa en el exterior celular y su actividad se relaciona
con el transporte de azucares desde las hojas a los drganos no fotosintéticos, también conocidos como
drganos sumidero, como son las raices, tubérculos, flores y frutos (Fotopoulos, 2005; Wan et al., 2018).
En base a esto, los resultados obtenidos indican una disminucién de la degradacién de sacarosa en el
interior de las células foliares, lo que podria explicarse por una regulacién negativa debido al incremento
de la actividad del ciclo de Calvin en las plantas tratadas con cada una de las cepas, ya que un exceso de
monosacaridos en la célula genera una elevada presién osmadtica (Seo & Wei, 2008). Sin embargo, el
aumento en la actividad de la enzima Cwinv podria estar asociado a una mayor traslocacién de
monosacaridos desde las partes productoras a las partes sumidero favoreciendo el crecimiento vy el
desarrollo de estos 6rganos y el aumento de la produccidn y liberacién de exudados radiculares (Wei &
Collmer, 2018; Zhang et al., 2015).

A modo de resumen, teniendo en cuenta el incremento de la actividad de las enzimas RuBisCO y
NADP-GAPDH, que da lugar a un aumento de la produccion de glucosa; el descenso en la actividad de la
enzima G6PDH, que promueve el metabolismo de la glucosa; la elevada actividad de la enzima Cwinv,
cuyo resultado es un incremento de la glucosa y la fructosa libres produciendo una caida en la
concentracién de sacarosa, asi como la disminucion de la concentracién de almiddn, que actia como
polisacarido de reserva en la planta, el hecho de que las plantas irrigadas con las cepas S. equorum
EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 muestren variaciones en la concentracion de glucosa y fructosa, y
que no haya cambios en la concentracidn de sacarosa, podria deberse a un incremento de la
incorporacién de estos monosacaridos a estructuras celulares asociadas al crecimiento de la planta, a la
produccién de metabolitos secundarios, a la elevada sintesis de aminoacidos que muestran estas
plantas o bien a un incremento de la liberacién de azlcares en los exudados radiculares para sustentar
la colonizacién de las cepas en las raices.

Con el fin de dar respuesta a la elevada concentracidn de aminodcidos y proteinas detectadas en las
plantas irrigadas con cada una de las cepas de estudio con respecto a las plantas control, se analizé la
actividad de las enzimas nitrato reductasa (NR) y NAD-GDH, relacionadas con el metabolismo del
nitrégeno en la planta.

El andlisis de la actividad de la enzima NR tuvo como resultado un elevado incremento en las plantas
irrigadas con cada una de las cepas con respecto a las plantas control, especialmente en aquellas
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irrigadas con la cepa P. segetis P6 en la que la actividad fue cuatro veces superior. Esta enzima cataliza la
primera reaccion en la reduccién de nitrato a nitrito en la principal ruta de asimilacidon de nitrato en la
planta y tiene como resultado el incremento de amonio disponible para la sintesis de aminoacidos y
otras moléculas organicas nitrogenadas (Berger et al., 2020; Hoff et al., 1994; Huarancca Reyes et al.,
2018). La estimulacién de la actividad de esta enzima en las plantas irrigadas tras el tratamiento con las
cepas de este estudio podria proveer del nitrégeno necesario para el incremento en la sintesis de
aminodcidos y proteinas observado en estas plantas. Estos resultados han sido previamente observados
en un estudio que empled un consorcio de cepas PGP en plantas de trigo (Vishwakarma et al., 2017) tras
el tratamiento de plantas de arabidopsis, lechuga y trigo con la cepa PGP B. subtilis L1 (Lee et al., 2020).
Por otra parte, el hecho de que esta enzima use NADH como cofactor en la reduccidn de nitrato a nitrito
podria explicar el incremento observado previamente en los niveles de su forma oxidada (NAD").

En cuanto a la enzima NAD-GDH, se observé un descenso en la actividad de esta en las plantas
irrigadas con las cepas S. equorum EN21 y un incremento en las tratadas con la cepa P. castrilensis N3
con respecto a las plantas control, mientras que no se observaron cambios significativos en aquellas
tratadas con la cepa P. segetis P6. Aunque inicialmente se pensaba que esta enzima se encargaba de la
incorporacién de amonio a compuestos organicos para la sintesis de aminodcidos y proteinas, en las
Ultimas décadas, se ha descubierto que Unicamente representa el 5% de la sintesis en la planta,
mientras que el 95% de la asimilacion es llevada a cabo por el ciclo glutamina sintasa/glutamato sintasa
(GS/GOGAT) (Lea & Miflin, 1974; Lea & Miflin, 2018; Melo-Oliveira et al., 1996). En cambio, la enzima
NAD-GDH se encarga de la conversidn reversible de glutamato en 2-oxoglutarato y NH4* promoviendo la
incorporacién de 2-oxoglutarato al ciclo de los acidos tricarboxilicos cuando el carbono es un factor
limitante y jugando asi un papel imprescindible en la conexién carbono-nitrégeno en la planta para la
movilizacién de nutrientes en situaciones de estrés nutricional (Fontaine et al., 2012; Grzechowiak et al.,
2020; Labboun et al., 2009; Skopelitis et al., 2006). El hecho de que esta enzima no muestre un
incremento en su actividad o incluso se vea disminuida, demuestra que el tratamiento con las tres cepas
no produce un déficit de compuestos carbonados en las plantas de tomate. Igualmente, la escasa
actividad de la enzima NAD-GDH da lugar a una mayor disponibilidad de glutamato para formar parte
del ciclo GS/GOGAT, lo que unido al incremento de amonio por la elevada actividad de la enzima NR,
explicaria el incremento en aminodacidos y proteinas observado en estas plantas.

Por ultimo, se analizé el perfil hormonal en las hojas de las plantas de tomate irrigadas con cada una
de las cepas y se realizd una determinacidén semicuantitativa de acido indolacético (AlA), acido abscisico
(ABA), acido salicilico (SA), acido jasmaonico (JA), acido giberélico (GA3) y metil jasmonato (Mela).

Tras el andlisis de los niveles de AIA en las plantas irrigadas con las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6 se observd un incremento significativo con respecto a las plantas control.
Esta hormona vegetal desempena un papel fundamental en el crecimiento y el desarrollo de la planta ya
que esta implicada en la divisidon celular, estimula la elongacion de las hojas y la ramificacidn de las
raices (Demeulenaere & Beeckman, 2014; Zhao, 2010). Por su parte, ciertas cepas PGP descritas como
productoras de auxinas o bien como inductoras de la sintesis de estas hormonas en la planta se asocian
con un incremento en la biomasa aérea y radicular, y especialmente con un mayor desarrollo de raices
secundarias y pelos radicales (Contesto et al., 2010; Pieterse et al., 2014; Poupin et al., 2016; Zamioudis
et al., 2013a). Por tanto, estos niveles incrementados de AlA en las plantas tratadas con las tres cepas
podrian explicar el incremento en la biomasa observado en estos experimentos, asi como el elevado
desarrollo de las raices de estas.

La determinacion de la concentracion de ABA en las hojas de las plantas de tomate mostré un
incremento significativo de esta hormona en aquellas que fueron irrigadas con las cepas P. castrilensis
N3 y P. segetis P6 con respecto al control. Esta hormona promueve la senescencia y abscision de hojas y
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frutos, inhibe la elongacién de la raiz y juega un papel fundamental en la resistencia a sequia
(Munemasa et al., 2015; Sah et al., 2016). En cambio, diversos estudios han demostrado que las cepas
Azospirillum lipoferum USA 59b, P. fluorescens Rt6M10, Bacillus licheniformis Rt4M10 y Variovorax
paradoxus 5C-2 son capaces de aumentar los niveles de ABA en la planta causando un incremento en la
biomasa y estimulando la produccidon de raices laterales (Cohen et al., 2008; Jiang et al., 2012; Salomon
et al.,, 2014). Estos hallazgos, junto con el incremento en la concentraciéon de &acido indolacético
observado en las plantas irrigadas con las tres cepas dan explicacion al aumento de la biomasa y el
elevado desarrollo de la arquitectura radicular obtenidos.

Los resultados del anadlisis de SA, JA y GA3 no mostraron cambios significativos tras la irrigaciéon con
cada una de las cepas con respecto a las plantas control. El SA juega un papel fundamental en los
sistemas de defensa de la planta ante estados de estrés bidtico desencadenando la resistencia sistémica
adquirida (SAR) ante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) (Kim &
Hwang, 2014; Tsukanova et al., 2017). La ausencia de cambios en la concentracion de esta hormona en
las plantas irrigadas con las tres cepas podria indicar la posible inocuidad de estas para la planta. Por
otra parte, el JA relacionado con la induccidon de la resistencia sistémica (ISR), tampoco mostré
variaciones con respecto al control, un resultado inesperado en este tipo de bacterias que colonizan la
rizosfera de las plantas y establecen relaciones beneficiosas con ellas, aunque diversos estudios avalan
la posibilidad de que la induccién de este tipo de resistencia se debe a un aumento de la sensibilidad al
JA en lugar de a un incremento en su biosintesis en la planta (Hoffland et al., 1995; Pieterse et al., 1996).
Con respecto a los niveles de GA3, no se observaron cambios significativos con respecto al control a
pesar de que esta hormona esta relacionada con el desarrollo y crecimiento de la planta y la formacién
de la raiz (Gupta et al., 2013; Mutasa-Gottgens & Hedden, 2009).

Por ultimo, la determinacién de Mela mostré un descenso generalizado de la concentracién de esta
hormona en las plantas tratadas con cada una de las cepas con respecto al control. Esta hormona es un
derivado volatil del JA involucrada en la activacién de sistemas de defensa y antioxidantes en situaciones
de estrés bidtico y abidtico (Reyes-Diaz et al., 2016; Wasternack, 2007). En base a esto, la reduccion de
los niveles de Mela tras la inoculacién de las plantas de tomate con las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6 podria demostrar una vez mas que la colonizacién de la raiz de estas cepas
no genera una situacién de estrés para la planta.
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Capitulo 3

Determinacion de la capacidad de las bacterias seleccionadas para
interferir en los sistemas quorum sensing de diferentes fitopatégenos
y atenuar su virulencia
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Resumen

La interferencia de los sistemas quorum sensing (QS) tiene como resultado la inhibicion de la
expresion de determinados genes bacterianos, sin causar ninguna modificacidn en la poblacion
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bacteriana del medio. Esta caracteristica es altamente interesante ya que, al no introducir una
presion selectiva, la posibilidad de que se generen resistencias en los patdgenos es baja. Por tanto,
el uso de cepas bacterianas que tengan la cualidad de interferir en esta comunicacién constituye
una valiosa alternativa al uso de pesticidas en los campos de cultivo. Por ello, en este capitulo se
analizd la bioseguridad ambiental de estas cepas y se determind la actividad quorum quenching
(QQ) de las cepas seleccionadas frente a algunos de los fitopatdgenos mas relevantes en agricultura.
Tras ello, se caracterizé dicha actividad en las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis
P6.

Los ensayos de bioseguridad realizados en nauplios de Artemia salina y con el sistema MicroTox®
mostraron la inocuidad de las tres cepas seleccionadas.

Las cepas fueron capaces de degradar completamente los extractos de moléculas N-acil
homoserina lactonas (AHLs) procedentes de cultivos de los fitopatégenos Erwinia amylovora, y
Pseudomonas syringae pv. tomato, mientras que se observd una degradacién parcial en el caso de
Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticumy P. carotovorum subsp. carotovorum. Estos resultados
se corroboraron en los ensayos de cocultivo entre las tres cepas y los distintos fitopatégenos.
Ademas, se demostrd la implicaciéon de las AHLs en la produccién de distintas enzimas y en la
movilidad de los patdgenos.

El estudio de la actividad QQ de las tres cepas demostré que eran enzimas extracelulares de tipo
lactonasa en la cepa S. equorum EN21, de tipo acilasa en la cepa P. segetis P6 y de ambos tipos en la
cepa P. castrilensis N3. Estos resultados se confirmaron mediante HPLC-MS y un analisis filogenético
y estructural. Ademas, en el caso de las acilasas de la cepa P. segetis P6, la actividad QQ fue
posteriormente confirmada mediante una expresidon heterdloga en Escherichia coli DH5a.
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Summary

The interference in quorum sensing (QS) systems results in the inhibition of the expression of certain
bacterial genes, without causing any modification in the bacterial population of the environment. This
feature is highly interesting since, by not introducing a selective pressure, the possibility of resistance
generation is low. Therefore, the use of bacterial strains that have the trait of interfering in this
communication constitutes a valuable alternative to the use of pesticides in crop fields. Therefore, in
this chapter environmental biosecurity was analysed for these strains and their quorum quenching (QQ)
activity was determined against some of the most relevant phytopathogens in agriculture. After that,
this activity was characterized in the strains S. equorum EN21, P. castrilensis N3 and P. segetis P6.

Biosafety tests carried out on Artemia salina nauplii and with the MicroTox® system showed the
safety of these three selected strains.

The strains were able to completely degrade N-acylhomoserine lactones (AHLs) extracts proceeding
from the phytopathogens Erwinia amylovora and Pseudomonas syringae pv. tomato, while partial
degradation was observed in the case of Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum and P.
carotovorum subsp. carotovorum. These results were corroborated by coculture assays between the
three strains and the different phytopathogens. In addition, the involvement of AHLs in the production
of different enzymes and in the motility of pathogens was demonstrated.

The study of the QQ activity of these three strains showed that they were extracellular and S.
equorum EN21 strain exhibited a lactonase type enzyme, acylase activity was detected in P. segetis P6,
while P. castrilensis N3 strain had both types. These results were confirmed by HPLC-MS and a
phylogenetic and structural analysis. Additionally, in the case of the acylase enzymes observed in P.
segetis P6 strain, QQ activity was subsequently confirmed by heterologous expression in Escherichia coli
DH5a.
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Una vez determinada la capacidad de las tres cepas seleccionadas para inducir el crecimiento de
las plantas in vivo, se analizé su potencial biocontrol mediante la interferencia en los sistemas
quorum sensing de algunos de los fitopatdgenos mas relevantes en agricultura mediante la
degradacion de sus AHLs y se caracterizaron las enzimas responsables de esta actividad mediante
HPLC-MS y mediante analisis gendmico y estructural.

1. Ensayos de bioseguridad

Con el fin de confirmar la inocuidad ambiental de las cepas seleccionadas se realizé un ensayo de
bioseguridad en nauplios de A. salina y un ensayo de inhibicidon de la bioluminiscencia de A. fischeri
(Microtox®).

Los resultados del ensayo de toxicidad en nauplios de A. salina tras 24 y 48 horas de incubacion
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 mostraban una supervivencia
superior al 90%, mientras que los nauplios inoculados con una suspensién control del patégeno V.
coralliilyticus el valor fue del 82,5% y 77,5%, respectivamente, aunque estas diferencias no fueron
significativas. Tras 72 horas de incubacién, se detecté una elevada mortalidad en los nauplios
inoculados con el patégeno, mientras que el porcentaje de supervivencia de los tratados con las
cepas PGP-QQ fue superior al 78%. Por ultimo, tras 96 horas de incubacidon, el porcentaje de
supervivencia de los nauplios inoculado con el patégeno fue del 2,5%, mientras que en los tratados
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 fue del 73,75%, 70% y 77,5%,
respectivamente. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas, incluso con respecto a los
nauplios control tratados con solucién salina, cuya supervivencia fue del 50% a las 96 horas (Fig. 43).

Ensayo de toxicidad en A. salina
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Figura 43. Ensayo de toxicidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en nauplios de A. salina. Se
muestran los valores medios y la desviacién estandar de cada tratamiento. Las letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05, n=3).

En cuanto al ensayo Microtox®, se analizd la toxicidad de un cultivo de 8h de cada una de las tres
cepas PGP-QQ en medio TSB. La toxicidad se evalué mediante la determinacién de la concentracion
efectiva del cultivo que causa una disminucion del 50% (ECso) de la intensidad de la bioluminiscencia
de A. fischeri transcurridos 15 minutos aplicando la siguiente escala de toxicidad: muestra
extremadamente toxica (ECso < 19%), muy téxica (ECso = 20 — 39%), toxica (ECso = 40 — 59%),
moderadamente téxica (ECso = 60 — 79%), ligeramente téxica (ECso = 80 — 100%) y no téxica (ECso >
100%).

Los resultados del ensayo con el cultivo de la cepa S. equorum EN21 mostraron valores de ECso
del 125,7% mientras que fueron del 137,7% en el caso del cultivo de la cepa P. segetis P6. De
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acuerdo con la clasificacidn de toxicidad, los valores de ECso obtenidos para ambas cepas indican que
no muestran toxicidad. Por otra parte, debido a la elevada turbidez del cultivo de la cepa P.
castrilensis N3 no se logré obtener su valor de ECso, por lo que no se pudo calcular la toxicidad
mediante este método.

2. Evaluacion de la actividad quorum quenching frente a fitopatégenos

La actividad QQ de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 se evalud
inicialmente frente a extractos crudos de AHLs procedentes de cultivos de los fitopatdgenos
mediante un ensayo de difusién en placa.

La incubacion de las tres cepas de estudio con los extractos de AHLs procedentes de cultivos de
los distintos fitopatdgenos, dio lugar a una degradacién total de las AHLs producidas por E.
amylovora y por P. syringae pv. tomato DC3000. Por otro lado, se observd una importante, aunque
incompleta, degradacidn de las AHLs producidas por D. solani, especialmente cuando se incubaron
con los cultivos de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6. En cambio, la degradacién de las AHLs
de P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum, fue parcial (resultados no mostrados).

Una vez comprobada la capacidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6
para degradar in vitro las AHLs presentes en los extractos crudos de los cultivos de los cinco
fitopatdgenos, se analizd dicha actividad en cocultivo junto con los fitopatdgenos. Para ello, se
ensayaron diferentes relaciones de concentraciones entre ambos tipos de bacterias y se determind
que la relacién 1:100 (bacteria fitopatogena/ bacteria QQ) fue la que mejor resultado origind. En
estas condiciones, y tras realizar la determinacién de las AHLs remanentes en los diferentes
cocultivos, se observaron niveles de degradaciéon de AHLs muy similares a los obtenidos en el ensayo
anterior empleando extractos de AHLs de los fitopatdgenos (Fig. 44).
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Figura 44. Actividad quorum quenching en cocultivo de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 y los
fitopatégenos E. amylovora, D. solani, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum y P. syringae pv. tomato
DC3000.
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La degradacién de las AHLs producidas por E. amylovora y P. syringae pv. tomato DC3000 fue
completa en los cocultivos con las tres cepas QQ, mientras que se observé una leve degradacion en
los cocultivos con P. carotovorum subsp. carotovorum. En cambio, la degradacién de las AHLs
producidas por D. solani y P. atrosepticum fue del 50% aproximadamente, siendo ligeramente mas
acentuada en el caso del cocultivo entre la cepa S. equorum EN21 y D. solani (Fig. 44). Por otra
parte, los recuentos en placa de los cocultivos dieron lugar a valores de entre 108 y 10° UFC/mL para
cada fitopatdgeno, valores similares a los recuentos de estos en monocultivo empleados como
control. Igualmente, los recuentos de las tres cepas PGP-QQ se mantuvieron inalterados en los
cocultivos. Este resultado confirma que las bacterias QQ no afectan el crecimiento de los
fitopatdgenos.

El siguiente paso en el estudio fue analizar el efecto de la degradacién de AHLs, y con ello la
interrupcion de los sistemas quorum sensing de los fitopatdgenos, en la expresion de sus funciones
celulares. Asi, las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en cocultivo con los
fitopatdgenos produjeron una inhibicidon o disminuciéon de determinadas actividades enzimaticas y
de la movilidad (Tabla 13).

En el caso de D. solani, el cocultivo con la cepa S. equorum EN21 inhibié completamente su
actividad proteolitica sobre la gelatina (Fig. 45B), mientras que el cocultivo con la cepa P. segetis P6
tuvo un mayor efecto inhibitorio sobre D. solani al anular su actividad sobre la caseina y la gelatina
(Fig. 45B y 45C). Ademas, se observd una inhibicién total de la movilidad de tipo swimming de D.
solani y de P. syringae pv. tomato DC3000 en cocultivo con la cepa P. segetis P6 tras 18 horas de
incubacién (Fig. 45A).

El impacto de la interferencia en los sistemas quorum sensing de P. syringae pv. tomato DC3000
tras la incubacidn en presencia de las bacterias QQ fue el mas significativo. Ademas de la movilidad
de tipo swimming previamente descrita, el cocultivo de este patdgeno con las tres cepas redujo la
actividad de la enzima fosfatasa acida (Tabla 13) y se detectd una inhibicién total de la actividad de
la enzima amilasa en el cocultivo con S. equorum EN21.
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D. solani P6 - D. solani c
- > */"é-j_'?\ﬁ\ P6
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\
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|
D. solani  P6 - D. solani
P. syringae pv. tomato P6 - P. syringae pv. tomato

Figura 45. Efecto de la interferencia de los sistemas quorum sensing de los fitopatdgenos D. solani y P. syringae pv.
tomato DC3000 por parte de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6. A, movilidad de tipo swimming; B, actividad
proteolitica sobre la gelatina; C, actividad proteolitica sobre la caseina.
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La degradacion de las AHLs de E. amylovora tras el cocultivo con la cepa P. segetis P6 se tradujo
en una reduccion considerable de la actividad de la enzima fosfatasa acida. En el caso del cocultivo
de P. atrosepticum con la cepa P. segetis P6 se produjo una inhibicién de actividad proteolitica sobre
la caseina y a una disminucién en la actividad de las enzimas fosfatasa acida y lipasa (Tween 80). En
el caso de la degradacion de las AHLs de P. carotovorum subsp. carotovorum, se observé una
disminucion de la actividad de la enzima fosfatasa acida y de la enzima esterasa (Tween 20) en
cocultivo con las cepas P. segetis P6 y S. equorum EN21, respectivamente.

Tabla 13. Caracterizacién fenotipica de los cocultivos entre las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 con
los distintos fitopatdgenos. +++, elevada actividad; ++, actividad moderada; +, actividad leve; -, sin actividad. a, movilidad
positiva tras 24 horas de incubacion. En el caso de la determinacidn de AHLs remanentes: +++, sin degradacidon de AHLs; ++,
degradacion escasa; +, degradacién moderada; -, degradacién completa; ND, sin produccion de AHLs. En verde se indican
los fenotipos que se vieron afectados tras el cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 o P. segetis P6.

o g
2 5
® © <) &
Tratamiento p a g @ E 4 4 £
%) [ — -
£ 8§ 8 8 & & & 2
EN21 - - + - - + - ND
N3 + - - + +° + + ND
P6 + - + - +° + + ND
D. solani + 4+ + +++ + +++
EN21 - D. solani + +H+ - +++ + +++ +
N3 - D. solani + +H+ + +++ + +++ ++
P6 - D. solani + - +++ - - + +++ ++
E. amylovora - - +++ - + ++ + +++
EN21 - E. amylovora - - +++ - + ++ + -
N3 - E. amylovora + - +++ + + ++ + -
P6 - E. amylovora + - + - + ++ ++ -
P. atrosepticum + + ++ - +++ A+ A 4t
EN21 - P. atrosepticum + + ++ - +++ A ++
N3 - P. atrosepticum + + ++ + +H+ A ++
P6 - P. atrosepticum + - + - +++ -+ + ++
P. c. subsp. carotovorum + + ++ + - +++ + +++
EN21 - P. c. subsp. carotovorum + + ++ + - ++ + ++
N3 - P. c. subsp. carotovorum + + ++ + + +++ + ++
P6 - P. c. subsp. carotovorum + + + + + +++ + ++
P. syringae pv. tomato DC3000 + - +++ - +H+ ++ +++
EN21 - P. syringae pv. tomato DC3000 - - ++ - + +++ ++ -
N3 - P. syringae pv. tomato DC3000 + - ++ + ++ +++ ++ -
P6 - P. syringae pv. tomato DC3000 + - + - - +++ ++ -
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3. Caracterizacion de la actividad quorum quenching

Una vez determinada la capacidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6
para degradar un amplio rango de AHLs tanto sintéticas como aquellas producidas por
fitopatdgenos, se determind la localizacidén de las enzimas responsables de la actividad QQ. Para
ello, se realizd un ensayo de degradacién frente a C10-HSL en el sobrenadante (Sn) esterilizado por
filtracion de un cultivo de 24 horas y el extracto celular crudo (ECC) obtenido tras la lisis de las
células de este. En ambos casos se determind el pH previamente a la adicién de las AHLs para evitar
la degradacién de las estas a pH basico.

Como se puede observar en la Figura 46, la actividad QQ sobre C10-HSL se detecté en el
sobrenadante del cultivo de cada una de las cepas, lo que indica que se trata de enzimas
extracelulares, mientras que la degradacién de la molécula sefial en el extracto celular crudo fue
practicamente nula en todos los experimentos.

A B C

TSB + Sn + TSB + Sn + TSB + Sn +
C10-HSL  C10-HSL C10-HSL C10-HSL C10-HSL  C10-HSL

|

PBS + ECC + PBS ECC + PBS + ECC +
C10-HSL  C10-HSL C10-HSL  C10-HSL C10-HSL  C10-HSL

Figura 46. Determinacion de la localizacién de la actividad quorum quenching sobre C10-HSL mediante ensayo de difusion
en placa empleando C. violaceum VIR-07 como biosensor: A, cepa S. equorum EN21; B, cepa P. castrilensis N3; C, cepa P.
segetis P6. TSB y PBS se emplearon como controles para el sobrenadante del cultivo (Sn) y para el extracto celular crudo
(ECC), respectivamente.

Con el fin de determinar la naturaleza de las enzimas que degradan las moléculas sefial de tipo
AHL, se realizé un ensayo de acidificacion de cada uno los sobrenadantes tras su incubacidon con
C10-HSL en el caso de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 o con C12-HSL para la cepa P.
castrilensis N3, ya que muestra una mayor degradacién de esta AHL que de C10-HSL. Esta prueba se
basa en el principio de la restauracién del anillo lacténico a pH acido.

En el caso de la cepa S. equorum EN21, se observd una degradacién total de C10-HSL en el
sobrenadante a pH 7, mientras que en el sobrenadante a pH 2 se detectd una recuperacién de las
AHLs (Fig. 47A), lo que indicaba que se trataba de una enzima de tipo lactonasa. En cambio, el
sobrenadante de las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 a pH 2 no mostré esta recuperacion de
las moléculas sefial (Fig. 47B y 47C).
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TSB + EN21 + TSB + N3+ TSB + P6 +
C10-HSL C10-HSL C12-HSL C12-HSL C10-HSL C10-HSL

o pH7 pH7 pH7 : pH7

TSB + EN21 + TSB + N3 + TSB+ P6 +
C10-HSL C10-HSL C12-HSL C12-HSL C10-HSL C10-HSL

pH 2 pH 2 pH2 pH 2 pH 2 pH2

Figura 47. |dentificacion del enzima QQ tipo lactonasa mediante la prueba de la restauracién del anillo lacténico a pH
acido, empleando C10-HSL y C12-HSL como sustratos. A, cepa S. equorum EN21; B, cepa P. castrilensis N3; C, cepa P.
segetis P6. Como control se empled TSB suplementado con C10-HSL o C12-HSL y como biosensores, C. violaceum VIR07 y
A. tumefaciens NTL4 (pZLR4), respectivamente.

Para evaluar si la actividad QQ realmente se debia a una degradacidn enzimatica de las AHLs y no
a la presencia de compuestos inhibidores del quorum sensing (QSI) que pudieran interferir en la
deteccién de las AHLs por parte de los biosensores, se realizé una determinacidon semicuantitativa
de AHLs remanentes mediante HPLC-MS tras la incubacién de los sobrenadantes de cada cultivo
celular en presencia de C10-HSL y C12-HSL, tanto a pH 2 como a pH 7.

El analisis de AHLs remanentes en el sobrenadante de las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6
tuvo como resultado una degradacién del 99,7% y del 97,9% a pH 7, y del 98,6% y al 97,7% a pH2,
respectivamente. En cambio, la determinacion de AHLs remanentes de la cepa S. equorum EN21
mostré un valor del 21,5% a pH 7, lo que supuso una degradacién del 78,5% de Cio-HSL, mientras
que a pH 2 se observd una recuperacion de las AHLs, con un valor de AHLs remanentes del 46,0%
(Fig. 48). Estos resultados confirman la informacién obtenida en el ensayo de difusién en placa, solo
la cepa S. equorum EN21 presenta una enzima QQ tipo lactonasa.

AHLs remanentes

50 -
45 -
40 -
35 A
30 A
25 A
20 -
15 A
10 A

%

0 - . —
pH 2 pH7

B EN21 + C10-HSL B N3 + C12-HSL B P6 + C10-HSL
Figura 48. Determinacién semicuantitativa de AHLs remanentes por HPLC-MS tras la incubacién de los sobrenadantes de

las cepas S. equorum EN21y P. segetis P6 empleando C10-HSL, y C12-HSL en el caso de P. castrilensis N3, a pH 2y pH 7.

4. Estudio filogenético y estructural de enzimas quorum quenching

Una vez identificado el tipo de enzima responsable de la actividad QQ en las cepas, se realizé un
anadlisis filogenético a partir de la anotacidon de los genomas con el objetivo de confirmar la
naturaleza de las enzimas, asi como de determinar la homologia con otras acilasas y lactonasas
previamente descritas, y su estructura tridimensional.
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Tras analizar la anotacion del genoma de la cepa S. equorum EN21 se identificd un gen que
codificaba una enzima de tipo N-acil-homoserina lactonasa con 282 aminoacidos, mientras que la
anotacién del genoma de la cepa P. castrilensis N3 permitié identificar un gen que codifica una N-
acil-homoserina lactonasa con 264 aminoacidos y otro gen que codificaba una N-acil-homoserina
lactona acilasa con un tamano de 790 aminodcidos. En cambio, en el genoma de la cepa P. segetis
P6, se detectaron dos genes que codificaban dos N-acil-homoserina lactona acilasas distintas, una
con un tamafo de 840 aminodcidos y la otra de 793 aminoacidos.

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de la lactonasa de la cepa S. equorum EN21 mostré un
99,65% de identidad con la de Staphylococcus equorum ATCC 43958" y por encima del 78% con otras
lactonasas de especies del género Staphylococcus. En el caso de la lactonasa de la cepa P.
castrilensis N3, la identidad fue del 95,51% con la de Peribacillus simplex NBRC 15720" e inferior al
85% con las lactonasas de otras especies de la familia Bacillaceae. El andlisis filogenético de ambas
lactonasas mostré que pertenecian a la familia de las metalo-B-lactamasas (MBL). La lactonasa de la
cepa S. equorum EN21 mostré homologia con otras lactonasas del grupo AiiA, mientras que la
lactonasa de la cepa P. castrilensis N3 estaba relacionada con las lactonasas del grupo AidC (Fig. 49).

En el caso de la cepa P. segetis P6, las secuencias de ambas acilasas mostraban un 99,4% de
identidad con la de Pseudomonas segetis CIP 108523" y por debajo del 75,0% con acilasas de otras
especies del género Pseudomonas. Por su parte, la acilasa de la cepa P. castrilensis N3 mostré una
identidad del 99,11% con la de Peribacillus simplex NBRC 15720" e inferior al 98% con las acilasas de
otras especies de la familia Bacillaceae. El andlisis filogenético de las acilasas identificadas en los
genomas de las cepas P. segetis P6 y P. castrilensis N3 mostré que pertenecian a la superfamilia de
las enzimas N-terminal nucledfilo (Ntn) hidrolasas. En el caso de las acilasas de la cepa P. segetis P6,
ambas se localizaron en el grupo de las penicilina G acilasas (PGA), mostrando una de ellas (acilasa
A) homologia con la acilasa HacB de Pseudomonas syringae pv. syringae B728a y la otra (acilasa B)
con la enzima QuiP de Pseudomonas aeruginosa PAO1. Por su parte, la acilasa identificada en el
genoma de la cepa P. castrilensis N3 pertenecia al grupo de las PGAs, y resultd tener homologia con
la acilasa AiiC de Nostoc sp. PCC7120 (Fig. 49).
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Figura 49. Reconstruccion filogenética basada en las secuencias de aminoacidos de las enzimas pertenecientes a las
principales familias de acilasas (clados en verde) y lactonasas (clados en azul) y de las secuencias de las cepas S. equorum
EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 empleando el algoritmo de Neighbor-Joinning con un bootstrap de 1000 réplicas.
Cerca de los nodos se muestran aquellos valores de bootstrap superiores al 60%. La escala representa el nimero de
sustituciones por aminoacido. En negrita se resaltan las enzimas de las cepas analizadas en este estudio. MBL, metalo-$-
lactamasas. Lactonasas: Aal, A. acidoterrestris (WP 021296945); Gcl, P. caldoxylosilyticus (WP 017434252); AhIS, S.
silvestris (BAK54001); AiiA, S. equorum (WP 065367329); Aiia, S. cohnii (WP 115041129); AiiB, A. tumefaciens (WP
172691130); AttM, A. fabrum c58 (AAD43990); AhIK, K. pneumoniae (AAO47340); AiiA, B. anthracis (BBK96276); AiiA, B.
thuringiensis (ACI96342); MomlL, Bacteroidetes sp. HLUCCAO1 (KPQOO0865); AhID, Arthrobacter sp. IBN110 (AAP57766);
AttM/AiiB, Polaribacter sp. MED152 (EAQ42649anta); AttM/AiiB O. antarctica RB-8 (CCK77672); AttM/AiiB, W.
psychrotolerans RS-3 (EPR72484); AttM/AiiB, V. nigripulchritudo (KJY80552); AttM/AIiiB, V. ponticus (OLQ94647); MBL, P.
simplex (WP 125163115); MBL, D. aminovorans (WP 063966474); AidC, Chryseobacterium sp. StRB126 (BAP32158);
RmmL, R. mobilis YJ3 (AYM45058); AidH, Ochrobactrum sp. T63 (ACZ73823); AiiM, M. testaceum (WP 013585900); SisLac,
S. islandicus (WP 012710474); SsoPoX, S. sulfataricus (WP 009988477); Vmolac, V. moutnovskia (WP 013605612); QsdA,
R. erythropolis (AAT06802). Acilasas: PGA, P. simplex (WP 072272304); AiiC, Nostoc sp. PCC 7120 (BAB75623); PGA, P.
segetis (WP 089358592); QuiP, P. aeruginosa PAO1 (AAG04421); PGA, P. segetis (WP 089360949); HacB de P. syringae pv.
syringae B728a (AAY39885); KcPGA, K. citrophila (P07941); ECPGA, E. coli (P06875); PrPGA, P. rettgeri (AAP86197); AcPGA,
Achromobacter sp. CCM 4824 (AAY25991); AfPGA, A. faecalis (AAB71221); AvPGA, A. viscosus (P31956); BmPGA, B.

172



megaterium (AAD45609); AiiD, Ralstonia sp. XJ12B (AAO41113); Aac, R. solanacearum GMI1000 (CAD16254); QgaR, D.
radiodurans (WP 010889514); AhIM, Streptomyces sp. M664 (AAT68473); SIPVA, S. lavendulae subsp. lavendulae
(AAUQ9670); HacA, P. syringae pv. syringae B728a (AAY37014); PvdQ, P. aeruginosa PAO1 (AAG05773); MacQ, Acidovorax
sp. MR-S7 (BAV56778); Aac, Shewanella sp. MIBO15 (BAF94155); PaPVA, P. atrosepticum SCRI1043 (CAG76103); AtPVA, A.
tumefaciens (WP 010973985); AmiE, A. brasilense (WP 040133971); AiiO, O. grignonense (HM156120).

Por ultimo, se analizé la secuencia de las enzimas acilasas y lactonasas en busca de dominios
conservados y se realizé una prediccidn de la estructura tridimensional de las enzimas de las tres
cepas.

El alineamiento multiple entre las secuencias de las lactonasas de las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y las de las principales lactonasas de la superfamilia de las metalo-B-lactamasas
(MBL) dio lugar a la identificacion de tres regiones conservadas presentes en todas las secuencias,
los motivos 1, 2 y 3. En cambio, el motivo 4 se localizé en todas las enzimas salvo en las lactonasas
AhID de Arthrobacter sp. IBN110 y AiiB de A. tumefaciens, al igual que el motivo 5 que estaba
ausente en la secuencia de las lactonasas de P. castrilensis N3, Attm/AiiB de W. psychrotolerans RS-
3, AidC de Chryseobacterium sp. StRB126, MomL de Bacteroidetes sp. HLUCCAO1 ni en RmmL de R.
mobilis YJ3 (Fig. 50A). Entre los aminodcidos conservados en todas las lactonasas, se encontré la
secuencia de aminodacidos Y®HxHxDH#-H?">—D?%"—H3*> distribuida en los motivos 1, 2 y 5 (Fig. 50B).

Por otra parte, el andlisis de las secuencias de las acilasas de las cepas P. castrilensis N3, P.
segetis P6 y las de los principales miembros del grupo de las penicilina G acilasas (PGA) reveld la
presencia de 6 motivos conservados en todas ellas, motivos 1, 2, 3, 4, 6 y 8 (Fig. 51A). En cambio, el
motivo 5 no se localizé en las acilasas de P. segetis P6 ni en QuiP de Pseudomonas aeruginosa PAO1;
el motivo 7 estaba ausente en las acilasas de P. castrilensis N3, en la acilasa A de P. segetis P6, en
AiiC de Nostoc sp. PCC 7120 y en QuiP de P. aeruginosa PAO1; el motivo 9 se hallé en todas las
secuencias salvo en AfPGA de Alcaligenes faecalis; y el motivo 10 Unicamente se detectd en las
acilasas BmPGA de B. megaterium, AvPGA de A. viscosus, AfPGA de A. faecalis, AcPGA de
Achromobacter sp. CCM 4824, PrPGA de P. rettgeri, KcPGA de K. citrophila y ECPGA de E. coli (Fig.
51B).
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Figura 50. Alineamiento multiple de la secuencia de las lactonasas de las cepas S. equorum EN21 vy P. castrilensis N3 y las
secuencias de las principales lactonasas de la familia de las metalo-B-lactamasas. En color se resaltan los aminodcidos
conservados en el 100% de las secuencias. Los motivos conservados tras el alineamiento multiple de las secuencias se
sefialan con cuadros. AttM/AiiB de W. psychrotolerans RS-3 (EPR72484), AhID de Arthrobacter sp. IBN110 (AAP57766),
AiiB de A. tumefaciens (WP_172691130), AhlS de S. silvestris (BAK54001), Gcl de P. caldoxylosilyticus (WP_017434252),
Aal de A. acidoterrestris (WP_021296945), AhlK de K. pneumoniae (AAO47340), AttM de A. fabrum c58 (AAD43990), AiiA
de B. thuringiensis (ACI96342), MomL de Bacteroidetes bacterium HLUCCAO1 (KPQO0865), RmmL de R. mobilis YJ3
(AYM45058) y AidC de Chryseobacterium sp. StRB126 (BAP32158).
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Figura 51. Alineamiento multiple de la secuencia de las acilasas de las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 y las
secuencias de las principales acilasas de la familia de las penicilina G acilasas. En color se resaltan los aminodcidos
conservados en el 100%. Los motivos conservados tras el alineamiento mdltiple de las secuencias se sefialan con cuadros.
AiiC, Nostoc sp. PCC 7120 (BAB75623); QuiP, P. aeruginosa PAO1 (AAG04421); HacB de P. syringae pv. syringae B728a

(AAY39885);

KcPGA, K. citrophila (P07941);

ECPGA, E. coli (P06875);

PrPGA, P. rettgeri (AAP86197); AcPGA,

Achromobacter sp. CCM 4824 (AAY25991); AfPGA, A. faecalis (AAB71221); AvPGA, A. viscosus (P31956); BmPGA, B.
megaterium (AAD45609).
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Por ultimo, la modelizacién in silico y el analisis estructural de las lactonasas de las cepas S.
equorum EN21 y P. castrilensis N3 confirmaron que se trataba de dos lactonasas de tipo metalo--
lactamasas (MBL). Del mismo modo, este analisis permitié confirmar que las acilasas de las cepas P.
segetis P6 y P. castrilensis N3 pertenecen al grupo de las penicilina G acilasas.

La prediccidn estructural de la lactonasa de la cepa S. equorum EN21 mostrd una identidad del
65% con la enzima Aal de A. acidoterrestris y un 42% con Gcl de P. caldoxylosilyticus (Fig. 52A). En el
caso de la lactonasa de la cepa P. castrilensis N3, la prediccidn estructural mostraba porcentajes de
identidad del 31% y del 21% con las lactonasas AidC de Chryseobacterium sp. StRB126 y RmmL de R.
mobilis Y3, respectivamente, observandose una configuracidn y una estructura claramente distintas
(Fig. 52B).

En el caso de la prediccién estructural de las enzimas de la cepa P. segetis P6, la acilasa A
mostraba un 28% de identidad con la acilasa QuiP de P. aeruginosa PAO1, mientras que la acilasa B
tuvo un 24% de identidad con la acilasa HacB de P. syringae pv. syringae B728a, lo que permitio
identificar diferencias notables entre ambas parejas de homdlogos, siendo mayor en la pareja P.
segetis P6 (acilasa A)-QuiP (Fig. 52C). Por ultimo, la prediccidn estructural de la acilasa de la cepa P.
castrilensis N3 mostrd una identidad estructural del 27% con la acilasa AiiC de Nostoc sp. PCC 7120,
con la que mostraba una elevada similitud conformacional (Fig. 52D).
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Lactonasa Lactonasa Gcl Lactonasa Aal
S. equorum EN21 P. caldoxylosilyticus A. acidoterrestris

Lactonasa Lactonasa AidC Lactonasa RmmL
Peribacillus sp. N3 Chryseobacterium sp. StRB126 R. mobilis YJ3

Acilasa A Acilasa QuiP Acilasa B Acilasa HacB
P. segetis P6 P. aeruginosa P. segetis P6 P. s. pv. syringae B728a

Acilasa Acilasa AiiC
Peribacillus sp. N3 Nostoc sp. PCC 7120

Figura 52. Andlisis estructural in silico de las acilasas y lactonasas de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6. A, comparativa de la lactonasa de la cepa S. equorum EN21 y sus homdlogos mas préximos; B, comparativa de
la lactonasa de la cepa P. castrilensis N3 y sus homdlogos mas préximos; C. comparativa de las acilasas de la cepa P.
segetis P6 y sus homologos mas préoximos; D, comparativa de la acilasa de la cepa P. castrilensis N3 y sus homdlogos mds
préximos.

5. Expresion heterdloga de enzimas quorum quenching

Una vez identificada las secuencias de las enzimas responsables de la actividad QQ de las tres
cepas se procediod a su expresion en E. coli DH5a mediante clonacion en el plasmido pGEX-4T-2. para
confirmar dicha actividad.
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Debido a problemas con el protocolo, Unicamente se lograron clonar y expresar con éxito las dos
acilasas de la cepa P. segetis P6.

Tras la clonacién de los genes que codifican ambas acilasas en el pldsmido pGEX-4T-2, se realizé
una transformacidon por electroporacion en E. coli DH5a, se seleccionaron aquellos clones
resistentes a ampicilina y se confirmé la presencia de ambos genes mediante PCR. Finalmente, se
comprobd la actividad QQ de los clones mediante un ensayo de degradacidn de AHLs empleando
C12-HSL como sustrato, lo que resultd en una degradacién casi total en ambos casos en
comparacién con el sobrenadante de un cultivo de E. coli DH5a transformada con el plasmido pGEX-
4T-2 vacio y suplementado con la mismo concentraciéon de AHLs. Como control se utilizdé el medio LB
suplementado con la misma concentracidn de AHL (Fig. 53).

A B
LB +C,,-HSL LB+ C,,-HSL
E. coli DH5a E. coli DH5a E. coli DH5a E. coli DH5a
(PGEX-4T-2::P6-AcilA) (PGEX-4T-2) (PGEX-4T-2::P6-AcilB)  (pGEX-4T-2)
+Cyy-HSL +Cy,-HSL +Cyy-HSL +Cyy-HSL

Figura 53. Evaluacion de la actividad quorum quenching tras la clonacidn de las acilasas Ay B de la cepa P. segetis P6 en E.
coli DH5a.. A, AHLs remanentes tras la incubacion con la acilasa A; B, AHLs remanentes tras la incubacién con la acilasa B.
Se empled medio LB suplementado con C12-HSL como control y A. tumefaciens NTL4 (pZLR4) como biosensor en medio
AB-Xgal.

6. Discusion

El uso indiscriminado de pesticidas quimicos empleados actualmente en el control de
fitopatdgenos en la industria agricola ha causado una considerable pérdida de biodiversidad en los
suelos de cultivo y la contaminacién de aguas subterraneas. Ademas, esto junto con su mal uso
parece haber sido responsable de la aparicidn o seleccién de cepas resistentes a estos tratamientos,
lo que dificulta cada vez mas la erradicacion de las plagas que producen estos patdgenos. Puesto
que muchos de los fitopatdgenos son bacterias gram negativas en las que la expresidon de sus
factores de virulencia esta regulada mediante sistemas QS dependientes de moléculas AHLs, en las
Ultimas décadas se ha propuesto que el biocontrol de estas mediante QQ podria constituir una
alternativa eficaz, segura y respetuosa con el medio ambiente, frente a las técnicas de control de
fitopatdgenos que se emplean en la actualidad. Ademas, puesto que el biocontrol mediado por QQ
no altera la diversidad de las comunidades microbianas ni ejerce una presidn selectiva en los
fitopatdgenos, la posibilidad de que se generen resistencias es practicamente nula (Defoirdt et al.,
2010; Garcia-Contreras et al., 2013).

Una vez seleccionadas las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 por su
actividad QQ y por no afectar el crecimiento de los fitopatdgenos, se analizé su bioseguridad. El
estudio del genoma de estas tres cepas no mostré ningun factor de virulencia de relevancia
relacionado con la produccion de toxinas, factores de adhesidn o de invasidn. Segun el andlisis de
varias colecciones de cultivos tipo, las especies mas proximas a estas tres cepas se encuentran
clasificadas en el grupo de bioseguridad 1, con un riesgo individual y comunitario bajo (Meechan &
Potts, 2020). En el caso de la cepa P6, aunque las cepas de P. simplex y las de P. segetis han sido
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poco estudiadas en este aspecto, una investigacidon ha desvinculado la presencia en P. segetis de los
factores de virulencia caracteristicos de cepas de P. aeruginosa causantes de infecciones del tracto
urinario en pacientes sondados (Vipin et al., 2019). Igualmente, un Unico estudio ha analizado la
patogenicidad de cepas de P. simplex, obteniendo como resultado la producciéon de una toxina
termoestable similar a la toxina cereulida producida por B. cereus, que causa un cuadro emético
(Taylor et al., 2005). Sin embargo, en el genoma de la cepa P. castrilensis N3 no se hallaron los genes
implicados en la sintesis de esta toxina. En cuanto a la virulencia de las cepas de S. equorum se ha
analizado ampliamente debido a la existencia de especies patdgenas de humanos en el género. Sin
embargo, no se han encontrado los factores de virulencia caracteristicos de S. aureus o S.
epidermidis, como la enzima coagulasa, proteinas de adhesidn o toxinas, aunque algunas cepas de S.
equorum poseen cierta actividad B-hemolitica y/o resistencia a antibidticos, principalmente a
ampicilina, penicilina G y eritromicina (Jeong et al., 2014; Jeong et al., 2017). De hecho, diversas
cepas de S. equorum forman parte de la microbiota presente en alimentos carnicos y lacteos
fermentados y se han empleado como cultivo starter en la elaboracién de algunos de ellos (Corbiére
Morot-Bizot et al., 2006; Mauriello et al., 2004; Place et al., 2003).

Estos resultados reforzaban los obtenidos en los ensayos de toxicidad en A. salina y de la
inhibicidn de la bioluminiscencia de A. fischeri (Microtox). La elevada supervivencia de los nauplios
de A. salina tratados con las tres cepas PGP-QQ, no solo demostré la ausencia de patogenicidad de
estas con respecto al control V. coralliilyticus durante las primeras 72 horas, sino que incluso
ejercieron un efecto beneficioso para estos invertebrados marinos, aumentando su supervivencia
con respecto al control negativo tras 96 horas. En cuanto al ensayo de inhibicién de la
bioluminiscencia de A. fischeri, la concentracion efectiva (ECsp) que causa la disminucidén de esta
alcanzé valores muy superiores al 100% en los cultivos de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6.
Segun los criterios establecidos por (Ajuzieogu & Odokuma, 2018) cualquier valor de ECs superior al
100% indica una toxicidad nula. En el caso de cepa P. castrilensis N3, este valor no se pudo
determinar debido a problemas técnicos. Aun con estos resultados tan alentadores, en futuros
estudios se estudiard la ecotoxicidad de estas tres cepas para determinar su impacto en otros
microorganismos como Escherichia coli MC4100; en sistemas de agua dulce, como Daphnia magna;
o en sistemas terrestres, como Caenorhabditis elegans o Eisenia foetida (Vilchez et al., 2016).

En cuanto al estudio de la actividad QQ de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 mostraron una elevada actividad sobre los extractos crudos de AHLs de los cultivos de los
cinco fitopatégenos estudiados, especialmente en el caso de las producidas por E. amylovora y P.
syringae pv. tomato DC3000 en los que se observd una degradacién total. Segun la bibliografia
existente, los sistemas QS de estos patdgenos estdn mediados por AHLs de cadena media
principalmente, entre las que destacan 3-oxo-C6HSL y 3-oxo-C8HSL en D. solani, P. atrosepticum vy P.
carotovorum subsp. carotovorum (Crépin et al., 2012a; Potrykus et al., 2014; Valente et al., 2017) y
Ce-HSL y 3-ox0-Cs-HSL en E. amylovora (V. Venturi et al., 2004) y P. syringae pv. tomato DC3000
(Elasri et al., 2001; Xie et al., 2020). Como se comprobd en el estudio previo empleando AHLs de
origen sintético, las tres cepas mostraban una gran capacidad para degradar moléculas sefial de esta
naturaleza. El hecho de que la degradacion de las AHLs presentes en los extractos de D. solani, P.
atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum no fuese completa, podria deberse a la elevada
produccién de AHLs que presentan estos. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en los
ensayos de QQ en cocultivo entre cada uno de los fitopatdgenos y las cepas PGP-QQ en una relacion
1:100. Ademas, en los recuentos en placa no se observé ningun efecto inhibitorio de las cepas PGP-
QQ sobre el crecimiento de los fitopatégenos con respecto al cultivo de cada patdégeno en
monocultivo. Esto confirma el elevado potencial de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3y P.
segetis P6 para controlar la virulencia de estos fitopatdgenos sin alterar su crecimiento, incluso a
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concentraciones muy superiores a las normalmente encontradas en la naturaleza o en los campos
de cultivo.

Por otra parte, el efecto de la degradacion de las AHLs y con ello, la interferencia de los sistemas
QS de los patégenos se evalué mediante una caracterizacién fenotipica y metabdlica de los
cocultivos, lo que permitié identificar ciertas actividades que se vieron afectadas o incluso inhibidas.
La movilidad y determinadas actividades enzimdaticas han sido ampliamente descritas como factores
de virulencia en estos fitopatdgenos, entre las que destacan enzimas degradadoras de la pared
vegetal como proteasas, lipasas, amilasas, celulasas o pectinasas que permiten la infeccién y
diseminacién en la planta, cuya actividad estd regulada mediante la produccién de AHLs (Agyemang
et al., 2020; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 2014; Meena et al., 2019; Norman et al., 1999; Toth et
al., 2003; Uppalapati et al., 2008). La cepa P. segetis P6 fue la que mostré un mayor efecto en la
disminucién actividad proteolitica y en la movilidad de la mayoria de los fitopatégenos, seguida por
la cepa S. equorum EN21 que afecté de forma mas leve a la actividad proteolitica y amilolitica de D.
solaniy de P. syringae pv. tomato DC3000. En cambio, la cepa P. castrilensis N3 en cocultivo con los
diferentes patdégenos, Unicamente afectd a la movilidad de P. syringae pv. tomato DC3000. Esta
interferencia en la movilidad y en la actividad metabdlica podria afectar a la capacidad de estos
fitopatdgenos para producir dafios o incluso para iniciar el proceso de infeccién en la planta, como
se ha visto en varios estudios mediante mutacién de genes relacionados con la movilidad (Antlnez-
Lamas et al., 2009; Koczan et al., 2011) y con diversas enzimas hidroliticas (Agyemang et al., 2020;
Huang & Allen, 2000; Zhang et al., 1999), asi como tras realizar cocultivos con los patdgenos A.
fabrum c58, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum (Y.-H. Dong et al., 2000; B. Smadja
et al., 2004; Torres et al., 2018; Torres et al., 2017). A pesar de estos resultados, es dificil conocer
hasta qué punto se vieron afectadas otras caracteristicas fenotipicas y metabdlicas de los
fitopatdgenos por la degradacién de AHLs, puesto que las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3
y P. segetis P6 mostraban multitud de resultados positivos para ellas que pudieron haber eclipsado
la inhibicion de esas caracteristicas en los cocultivos con los fitopatdgenos.

Tras analizar la actividad QQ de las tres cepas, se realizd una caracterizacion de las enzimas
responsables de esta en la que evalud la localizacién y el tipo de enzima. En todos los casos, la
actividad QQ se detecté en el sobrenadante de los cultivos, mientras que los extractos celulares no
mostraron actividad, lo que indicaria que se trata de enzimas extracelulares. Por su parte, el ensayo
de difusidn en placa y la posterior determinacién semicuantitativa por HPLC-MS permitieron
confirmar definitivamente que la actividad QQ de estas cepas se debe a una degradacién enzimatica
de las AHLs y no a la presencia de inhibidores de sistemas quorum sensing (QSIl). Ademas, la
deteccion de AHLs remanentes a pH 2 tras la incubacién con la cepa S. equorum EN21 apuntaba a
una degradacidon enzimatica de tipo lactonasa, puesto que este tipo de enzimas producen una
degradacion de las AHLs mediante la apertura del anillo lacténico, que es parcialmente reversible a
pH acido segln el principio de la restauracién del anillo lacténico (Yates et al., 2002). En cambio, la
ausencia de AHLs remanentes a pH 2 tras la incubacion con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis
P6 confirmd que no se debia a una enzima de tipo lactonasa, si no a otro tipo de enzima, ya sea
acilasa u oxidorreductasa. Por lo general, las enzimas de tipo lactonasa suelen tener una localizacién
citoplasmatica, a diferencia de las de tipo acilasa, que suelen situarse en el periplasma por su alto
contenido en cisteina (Bokhove et al., 2010; Nain et al., 2020). Sin embargo, cada vez hay mas
estudios que desvelan la existencia de enzimas extracelulares, especialmente acilasas (Cai et al.,
2018; Park et al., 2005; Shepherd & Lindow, 2009), lo que parece conferir cierta ventaja competitiva
en el nicho ecoldgico con respecto a aquellas especies que poseen enzimas intracelulares (Tan et al.,
2020).
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Una vez confirmado el caracter enzimatico de la actividad QQ de las tres cepas por métodos
bioquimicos, se realizé un andlisis gendmico que permitid identificar genes que codificaban enzimas
QQ. El genoma de la cepa S. equorum EN21 revelé la presencia de un gen que codificaba una enzima
lactonasa, el genoma de la cepa P. castrilensis N3 contenia genes que codifican una lactonasa y otro
una acilasa, y la cepa P. segetis P6, dos acilasas distintas. Diversos estudios han detectado la
presencia de varias enzimas con actividad QQ en la misma cepa, como es el caso de las acilasas
PvdQ y QuiP de P. aeruginosa PAO1 (Huang et al., 2006) y HacA y HacB de P. syringae pv. syringae
B728a (Shepherd & Lindow, 2009) o las lactonasas AiiB y AttM de A. tumefaciens (Zhang et al.,
2002). Incluso se han descrito cepas que presentan enzimas con actividad QQ de tipo acilasa y
lactonasa como Deinococcus radiodurans R1, Hyphomonas neptunium ATCC 154447, Ralstonia
eutropha o Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 ((Kalia et al., 2011; Koul & Kalia, 2017)
o de tipo oxidorreductasa y acilasa como R. erythropolis W2 (Uroz et al., 2005).

Por su parte, el andlisis filogenético y estructural de las acilasas de las cepas P. castrilensis N3 y
P. segetis P6 permitié confirmar la naturaleza de estas y aportd informacién acerca de las familias
a las que pertenecen. Tanto las acilasas A y B identificadas en el genoma de la cepa P. segetis P6
como la acilasa de la cepa P. castrilensis N3 mostraban homologia con las acilasas previamente
descritas HacB de P. syringae pv. syringae B7228a, QuiP de P. aeruginosa PAO1 y AiiC de Nostoc
sp. PCC 7120 (Huang et al., 2006; Romero et al., 2008; Shepherd & Lindow, 2009),
respectivamente, y pertenecientes al grupo de las penicilina G acilasas (PGAs) dentro de la
superfamilia de las Ntn hidrolasas. Las PGAs, junto con las del grupo de las penicilina V acilasas
(PVAs), constituyen los dos grupos de acilasas con actividad QQ mdas ampliamente descritos,
nombradas asi por su actividad B-lactamasa sobre la bencilpenicilina y la fenoximetilpenicilina,
respectivamente (Sio & Quax, 2004). Las PGAs son enzimas heterodiméricas en cuyo centro activo
se encuentra una serina que actia como nucledfilo en el ataque al sustrato (Oinonen & Rouvinen,
2000; Utari et al., 2017). El andlisis de las secuencias de las tres acilasas dio lugar a la identificacién
de 6 regiones altamente conservadas en todas las acilasas de este grupo y que podrian estar
relacionados con la conformacion estructural y el centro activo (Bokhove et al., 2010; Oinonen &
Rouvinen, 2000; Philem et al., 2019). Concretamente, en el motivo 8 se identificd el residuo de
serina caracteristico del centro activo de las PGAs, asi como regiones ricas en aspartato, glicina y
prolina en los motivos 1, 2, 3, 4y 9, tipicamente asociados a la conformacién tridimensional de la
enzima (Lin et al.,, 2003; Singh & Manoj, 2017). Con respecto al estudio de las lactonasas
identificadas en las cepas P. castrilensis N3 y S. equorum EN21, el andlisis de la secuencia de
aminodcidos mostrd un elevado porcentaje de identidad con otras lactonasas previamente
descritas, y el estudio filogenético de estas las identific6 como miembros de la superfamilia de las
metalo-B-lactamasas (MBL), la familia de lactonasas que mas enzimas con actividad QQ tiene
descritas hasta la fecha (Cai et al., 2018; Fetzner, 2015). En el caso de la lactonasa de la cepa P.
castrilensis N3, el andlisis de la secuencia de aminodcidos indicé que pertenecia al grupo AidC, un
grupo de MBLs poco comun cuyos principales representantes son las enzimas AidC de
Chryseobacterium sp. StRB126 (Wang et al., 2012) y RmmL, Ruegeria mobilis Y3 (Cai et al., 2018).
En cambio, el estudio filogenético basado en la secuencia aminoacidica situd a la lactonasa de la
cepa S. equorum EN21 como miembro del grupo AiiA, el grupo con mas enzimas descritas y cuyo
representante es AiiA de Bacillus thuringiensis (Y.-H. Dong et al., 2000). El analisis de la secuencia
de ambas lactonasas permitid identificar tres motivos conservados en todas ellas, entre los que se
detectd la secuencia de aminoacidos rica en histidina HxHxDH-H-D—-H atribuida al centro activo de
las MBLs, cuya asociacién con dos iones de zinc es imprescindible para la actividad catalitica de
estas enzimas (Kim et al., 2005; Thomas et al., 2005; Wang et al., 2004).
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En cuanto a la modelizacién in silico de las enzimas QQ de las tres cepas, Unicamente la
prediccion estructural de la lactonasa de la cepa S. equorum EN21 mostré un porcentaje de
identidad significativo con la lactonasa Aal de A. acidoterrestris, cuyas caracteristicas estructurales
han sido descritas por cristalizacion y difraccion de rayos X (Bergonzi et al., 2018), mientras que el
porcentaje de identidad del resto de enzimas estudiadas fue inferior al 30%, dificultando la
caracterizacion de estas con una mayor profundidad. Sin embargo, en todas ellas, los resultados
obtenidos concordaban con el analisis filogenético previamente realizado, pero la escasa
disponibilidad de modelos cristalograficos de enzimas QQ dificulta la obtencidn de predicciones
estructurales fiables.

Por ultimo, la expresion heteréloga de ambas acilasas de P. segetis P6 en E. coli DH5a junto con
el ensayo de determinacion de la degradacién de C12-HSL mostraron una degradacion total de esta
molécula sefial en ambos casos. Estos resultados junto con la caracterizacién y el analisis
filogenético permitieron demostrar la actividad QQ de esta cepa se debia a la accidn de dos enzimas
de tipo acilasa. Cada vez son mas abundantes los estudios que realzan el interés sanitario, industrial
y biotecnoldgico de la expresion heterdloga de enzimas QQ en diferentes hospedadores, entre los
gue destacan los fitopatdgenos, de tal forma que la expresion de la enzima QQ en estos autorregula
la expresién de factores de virulencia dependientes de QS, reduciendo asi la patogenicidad sin
afectar al crecimiento (Y. H. Dong et al., 2000; Kumar et al., 2015; Torres et al., 2017; Yin et al.,
2010). Incluso algunos estudios han demostrado la eficacia de la expresion estable de la lactonasa
AiiA de Bacillus sp. A24 en la cepa Pseudomonas fluorescens P3, previamente seleccionada por sus
caracteristicas PGP, lo que provocd una inhibicion de la virulencia de P. carotovorum subsp.
carotovorum y de A. tumefaciens, aumentando la polivalencia de esta cepa (Molina et al., 2003).
Incluso se ha ensayado la expresion heterdloga de la enzima AttM de la cepa Agrobacterium
tumefaciens c58 en plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) comprobandose no solo su efectividad
en la atenuacién de la patogenicidad de P. carotovorum subsp. carotovorum, sino que esta actividad
no produce una alteracién significativa de la diversidad microbiana asociada a la rizosfera de las
plantas (D’Angelo-Picard et al., 2011).
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Capitulo 4

Estudio de la actividad quorum quenching y de la actividad promotora del
crecimiento vegetal de las cepas seleccionadas en condiciones de estrés
bidtico y abidtico
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Resumen

La industria agricola esta alcanzando una situacién limite debido al uso excesivo de fertilizantes
quimicos para aumentar la produccidn, y de pesticidas en la lucha frente a los fitopatdgenos. Por otra
parte, los desafios del cambio climdatico generan un entorno hostil para la planta en cuanto a estrés
abidtico como la salinidad y la sequia. Numerosos estudios han demostrado los beneficios del uso de
bacterias con actividad promotora del crecimiento vegetal (PGP) en la agricultura en condiciones de
estrés bidtico y abidtico. Por otra parte, existe una evidencia experimental de que los sistemas de
comunicacion quorum sensing (QS) estan muy extendidos entre los organismos procariotas, y de que las
moléculas AHLs controlan numerosos factores de virulencia en ellos. Por ello, en este capitulo se analizé
la capacidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 para promover el
crecimiento de las plantas de tomate y reducir los dafios ocasionados por los patdgenos Dickeya solani,
Erwinia amylovora, Pectobacterium atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y
Pseudomonas syringae pv. tomato, asi como su capacidad para promover el crecimiento en condiciones
de estrés hidrico.

Con el fin de establecer los pardmetros idéneos para los ensayos de interferencia en la patogenicidad
en fruto y en planta, se estableciod la dosis infectiva de los distintos fitopatdgenos empleando la planta
modelo Arabidopsis. thaliana Col-0. Igualmente se realizé un ensayo con esta planta modelo de la
capacidad de las tres cepas de estudio para inhibir la virulencia de los cinco fitopatégenos mediante
cocultivos con distinta concentracién de estos. En base a los resultados obtenidos, se emplearon los
cocultivos al 1% (v/v) de patdégeno para los ensayos de interferencia en la virulencia en plantas de A.
thaliana con P. syringae pv. tomato, en peras con E. amylovora, en patatas con D. solani y con P.
atrosepticum y en zanahorias con P. carotovorum subsp. carotovorum.

Los resultados del tratamiento de las plantulas de A. thaliana con los cocultivos entre las tres cepas y
P. syringae pv. tomato mostraron una disminucién considerable de los dafios producidos por este en
comparacién con aquellas tratadas con el patégeno en monocultivo. En cuanto a los ensayos en patatas,
peras y zanahorias, la cepa P. segetis P6 fue la Unica que logrd inhibir completamente Ila virulencia de
todos los fitopatdgenos en cocultivo. Por su parte, la cepa S. equorum EN21 redujo considerablemente
los dafios causados por D. solani en patatas y por E. amylovora en peras. Del mismo modo, la cepa P.
castrilensis N3 mostrd una actividad muy parecida a la de la cepa S. equorum EN21, salvo que ademas
inhibié completamente la virulencia de D. solani en patatas.

Con respecto a los ensayos en plantas de tomate, todas las cepas redujeron la patogenicidad de P.
syringae pv. tomato cuando se aplicaron mediante irrigacion previa o mediante cocultivo, observandose
una reduccidn de las AHLs producidas por el patégeno en esta ultima. Ademas, el analisis de metabolitos
primarios, de compuestos redox, de la actividad enzimatica y del perfil de fitohormonas, mostré la
capacidad de estas cepas para reducir el impacto del patégeno en las plantas de tomate, dando
explicacion al incremento de la biomasa y de clorofila observados en las plantas tratadas con estas cepas
expuestas al patégeno.

Por ultimo, el andlisis de la tolerancia a estrés hidrico mostré la capacidad de estas cepas para
promover el crecimiento de las plantas de A. thaliana en condiciones de sequia mediante el incremento
de la biomasa aérea y radicular probablemente asociado a la formacién de biofilm y produccién de
exopolisacarido y en la interferencia en el balance de fitohormonas de crecimiento y estrés.
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Summary

Agricultural industry is reaching a limit due to the excessive use of chemical fertilizers to
increase production, and pesticides in the fight against phytopathogens. On the other hand, the
climate change challenges generate a hostile environment for the plant in terms of abiotic
stress, namely salinity and drought. Numerous studies have shown the plant growth promoting
activity (PGP) bacteria benefits in agriculture under biotic and abiotic stress. On the other hand,
there is experimental evidence that quorum sensing (QS) communication systems are
widespread among prokaryotic organisms, and that AHL molecules control numerous virulence
factors in them. Therefore, this chapter analysed the ability of S. equorum EN21, P. castrilensis
N3 and P. segetis P6 strains to promote tomato plants growth and to reduce the damage
caused by the pathogens Dickeya solani, Erwinia amylovora, Pectobacterium atrosepticum,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum and Pseudomonas syringae pv. tomato, as
well as its ability to promote growth in conditions of drought stress.

In order to establish the ideal parameters for interference tests on pathogenicity in fruits
and plants, the infective dose of the different phytopathogens was established using the model
plant Arabidopsis thaliana Col-0. Likewise, a test was carried out with this model plant to
determine the ability of these strains to inhibit the virulence of the five phytopathogens
through cocultures using different concentrations of them. Based on the results obtained, 1%
(v/v) pathogen cocultures were used for virulence interference tests in A. thaliana plants with
P. syringae pv. tomato, in pears with E. amylovora, in potatoes with D. solani and with P.
atrosepticum and in carrots with P. carotovorum subsp. carotovorum.

The results from the treatment of A. thaliana seedlings with the cocultures between the
three strains and P. syringae pv. tomato showed a considerable decrease in the damage
produced by this pathogen compared to those treated with this in monoculture. As for the
trials on potatoes, pears and carrots, P. segetis P6 strain was the only one that managed to
completely inhibit the virulence of all phytopathogens in coculture. For its part, S. equorum
EN21 strain considerably reduced the damage caused by D. solani in potatoes and by E.
amylovora in pears. In the case of P. castrilensis N3 strain, it showed an activity very similar to
that of the S. equorum EN21 strain, except that it also completely inhibited the virulence of D.
solani in potatoes.

With regard to trials on tomato plants, all strains reduced the pathogenicity of P. syringae
pv. tomato when applied by previous irrigation or by co-cultivation, observing a reduction in
the AHLs produced by the pathogen in the latter. In addition, the analysis of primary
metabolites, redox compounds, enzymatic activity and phytohormone profiling, showed the
ability of these strains to reduce the impact of the pathogen on tomato plants, explaining the
increase in biomass and chlorophyll observed in plants treated with these strains and exposed
to the pathogen.

Finally, the analysis of drought stress tolerance showed the ability of these strains to
promote the growth of A. thaliana plants under drought conditions by increasing the aerial and
root biomass probably associated with biofilm formation and exopolysaccharide production
and with the interference in the growth and stress phytohormones balance.
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En este capitulo se analizd la capacidad de las cepas Staphylococcus equorum EN21, Peribacillus
castrilensis EN21 y Pseudomonas segetis P6 para reducir los dafios ocasionados por los patdgenos D.
solani, E. amylovora, P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum en sus respectivos
hospedadores mediante ensayos en frutos, tubérculos y raices, asi como para promover el crecimiento
de las plantas de tomate y controlar los dafos causados por P. syringae pv. tomato DC3000. Por otra
parte, se analizd su capacidad para promover la tolerancia al estrés hidrico en plantas de Arabidopsis
thaliana Col-O0.

1. Interferencia en la patogenicidad en plantas de Arabidopsis thaliana

Con el fin de evaluar la patogenicidad in vivo de D. solani, E. amylovora, P. atrosepticum, P.
carotovorum subsp. carotovorum y P. syringae pv. tomato DC3000, se realizé un ensayo en plantas de A.
thaliana Col-0 empleando placas microtiter de 96 pocillos mediante diluciones seriadas en agua
destilada estéril de los distintos fitopatégenos.

Tras 48 horas de la infeccidon de las plantulas de A. thaliana con los distintos fitopatégenos, se
establecié la dosis infectiva en la concentracion de patégeno inmediatamente superior a aquella en la
gue se observd una supervivencia igual o superior al 50% de las plantulas. En todos los ensayos se
establecio la dosis infectiva en la dilucién 10 (Fig. 54), salvo en el caso de D. solani que se fijé en 107,
Teniendo en cuenta que inicialmente los cultivos de los patégenos tenian una concentracién de 10°
UFC/mL en todos los casos, la dosis infectiva para E. amylovora, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp.
carotovorum y P. syringae pv. tomato DC3000 se establecié en 10® UFC/mL, mientras que fue de 102
UFC/mL para D. solani.
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Figura 54. Determinacion de la dosis infectiva de P. carotovorum subsp. carotovorum en plantas de A. thaliana Col-0. C,
plantas control tratadas con agua destilada estéril.

Una vez establecida la dosis infectiva de cada patdégeno se evalud la capacidad de las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 para inhibir su virulencia en plantulas de A. thaliana Col-
0 realizando cocultivos al 1:100, 5:100 y 10:100 (patégeno/ cepa PGP-QQ). Como control positivo, se
emplearon diluciones de cada patdgeno en la misma proporcion que los cocultivos.

Los resultados obtenidos tras 48 horas de incubacién mostraron que las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6 resultaron inocuas para las plantulas de A. thaliana y se comprobd la
virulencia de los cinco fitopatdgenos a las tres concentraciones ensayadas. En el caso de los cocultivos
entre los fitopatégenos y las cepas QQ-PGP, se observé una inhibicion total de la virulencia en los
cocultivos entre las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 con todos los patdgenos (Fig. 55A y 55B) a
todas las concentraciones ensayadas. La interferencia en la virulencia de los cocultivos de los
fitopatdgenos con la cepa P. castrilensis N3 fue igualmente efectiva, aunque no fue suficiente para
evitar la mortalidad de las plantulas cuando se trataron con los cocultivos de los patégenos al 10%.
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Figura 55. Evaluacién de la interferencia en la patogenicidad en plantas de A. thaliana Col-0 mediante cocultivos P6 a distintas
concentraciones de patdgeno. A, cocultivo de cepa S. equorum EN21 y E. amylovora; B, cocultivo de la cepa P. segetis P6 y D.
solani.

Por otra lado, se realizé un ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato
DC3000 mediante cocultivo con las cepas PGP-QQ en placas de 6 pocillos empleando plantulas de A.
thaliana Col-0 de mayor tamafio.

Una vez transcurridas 48 horas de la infeccion con los distintos tratamientos, se detecté una ligera
disminucién de la pigmentacion en las plantulas tratadas con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis
N3 y P. segetis P6 con respecto al control tratadas con agua destilada (Fig. 56), mientras que se observd
una elevada disminucién en aquellas tratadas con el patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 en
monocultivo, asi como signos de degradacion tisular. En cambio, las plantas tratadas con los cocultivos
mostraron un mejor estado, aunque se observd una ligera pérdida de pigmentacién, siendo mas
acusada en el cocultivo con la cepa P. castrilensis N3.
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Figura 56. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en A. thaliana Col-0 mediante
cocultivo con la cepa P. segetis P6 en placas microtiter de 6 pocillos empleando agua destilada como control.

Estos resultados fueron corroborados mediante el andlisis de la integridad del tejido foliar por
microscopia diferencial de contraste de interferencia (DIC), y mediante la determinacién de la
concentracién de clorofila de forma cualitativa mediante microscopia de fluorescencia y de forma
cuantitativa tras una extraccién con acetona al 80% (v/v) en agua y la posterior determinacion
espectrofotométrica.

Las micrografias de DIC obtenidas tras analizar las hojas (Fig. 57), mostraban una elevada integridad
de las células y del tejido vascular en aquellas plantas tratadas con agua destilada y con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. En las plantas tratadas con el patdgeno P. syringae pv.
tomato DC3000 se detectd una intensa alteracion del tejido foliar en el que se observé que la mayoria
de las células habian perdido su morfologia. En el caso de las plantas tratadas con los cocultivos, se
identificd una notable interferencia en la patogenicidad en base a una menor intensidad y extension de
la alteracidn de la morfologia celular. En cambio, el control de la patogenicidad ejercido por la cepa P.
castrilensis N3 fue menos efectivo, detectdndose zonas extensas de muerte celular en las hojas.
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Control EN21 N3 P6

Figura 57. Micrografias de las hojas de A. thaliana Col-0 procedentes del ensayo de interferencia en la patogenicidad de P.
syringae pv. tomato DC3000 obtenidas mediante microscopia DIC a 100X.

Las micrografias de fluorescencia de las hojas de A. thaliana (Fig. 58) tratadas con las cepas PGP-QQ
exhibian una elevada cantidad de clorofila, representada por la coloracién roja, y se observaron gran
cantidad de cloroplastos en los margenes de cada célula, siendo las plantas tratadas con la cepa P.
segetis P6 las que mayor cantidad de clorofila mostraban, a excepcion del control. Las plantas tratadas
con el patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 apenas mostraban clorofila y los cloroplastos eran
escasos. Sin embargo, las plantas tratadas con los cocultivos mostraban una mayor cantidad de clorofila
en general con respecto a las tratadas con el patégeno en monocultivo, especialmente en aquellas
tratadas con los cocultivos de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6, mientras que la interferencia en
la patogenicidad ejercida por la cepa P. castrilensis N3 fue escasa, lo que se tradujo en una elevada
pérdida de clorofila.

Control EN21

P. s. pv. tomato EN21 - P. s. pv. tomato N3 = P. s. pv. tomato P6 - P. s. pv. tomato

Figura 58. Micrografias de las hojas de A. thaliana Col-0 procedentes del ensayo de interferencia en la patogenicidad de P.
syringae pv. tomato DC3000 obtenidas mediante microscopia de fluorescencia a 200X.

Estos resultados cualitativos se corroboraron mediante la cuantificacion de clorofila total por
espectrofotometria aplicando las férmulas de Arnon (Arnon, 1949) y Lichtenthaler (Lichtenthaler, 1987).
Los resultados de la cuantificacidn de clorofila fueron muy similares tras aplicar ambas férmulas para su
calculo (Fig. 59A y 59B). Estos muestran una elevada concentracion de clorofila en las plantas tratadas
con agua destilada, mientras que se observé una reduccion del 87% en las tratadas con el patdgeno P.
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syringae pv. tomato DC3000. Las plantas tratadas con las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3
mostraron concentraciones de clorofila inferiores a las plantas control, mientras que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre las plantas tratadas con la cepa P. segetis P6 y las
plantas control.

En cuanto a la concentracion de clorofila en los cocultivos, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al patdgeno en todos los casos, salvo en el cocultivo con la
cepa P. castrilensis N3 cuando se aplico la féormula de Arnon (Fig. 59B). Las plantas tratadas con el
cocultivo de la cepa S. equorum EN21 y con el cocultivo de la cepa P. segetis P6 mostraban un 385% y un
445% mas de clorofila, respectivamente, que aquellas tratadas con el patégeno P. syringae pv. tomato
DC3000 en monocultivo. Este valor fue del 73% en las plantas tratadas con el cocultivo de la cepa P.
castrilensis N3.
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Figura 59. Determinacion de la concentracion de clorofila por espectrofotometria en las plantas de A. thaliana Col-0 tratadas
con los monocultivos de las cepas de estudio y los cocultivos de estas con el patégeno P. syringae pv. tomato DC3000. A,
concentraciéon calculada por la ecuacién de Lichtenthaler; B, concentracidon calculada por la ecuacidon de Arnon. Las letras
distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05, n = 10).

2. Interferencia en la patogenicidad de la bacteria E. amylovora en peras

Para evaluar la capacidad de las tres cepas PGP-QQ para interferir en la virulencia del patdgeno E.
amylovora, se realizé un ensayo de infeccion en peras (Pyrus communis) cv. Blanquilla, uno de sus
principales hospedadores, mediante incisiéon aplicando suspensiones de los cocultivos. Como controles
se utilizaron agua destilada estéril y una suspension del patégeno (10° UFC/mL) en agua destilada.

Transcurridas 48 horas de la aplicacidn de los tratamientos, las peras tratadas con el patdgeno en
monocultivo mostraban los primeros sintomas de maceracion caracteristicos del fuego bacteriano
causado por E. amylovora, mientras que el resto de las peras no mostraban signos de infeccion mas alla
de la oxidacion del tejido expuesto al aire en las incisiones (Fig. 60A).

Posteriormente, a las 72 horas del tratamiento, las peras inoculadas con agua destilada y con las
suspensiones de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 no mostraban dafio alguno
(Fig. 60B). En cambio, la maceracién y la produccion de exudados se extendid por casi toda la superficie
en las peras tratadas con el patdgeno en monocultivo. La cepa P. segetis P6 en cocultivo con el patdgeno
inhibié completamente estos sintomas, mientras que las peras tratadas con los cocultivos de las cepas S.
equorum EN21 y P. castrilensis N3 con E. amylovora mostraron una gran reduccién de la maceracion de
las peras.
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El porcentaje de maceracion se calculé midiendo el area de tejido dafado con respecto al area total
en las peras de todos los tratamientos que mostraban signos de infeccién empleando el software
Imagel.

El porcentaje de maceracion en las peras tratadas con E. amylovora fue del 93,8% mientras que el
cocultivo con la cepa S. equorum EN21 y con la cepa P. castrilensis N3 redujeron el porcentaje de
maceracion hasta valores del 7,7% y del 18,1%, respectivamente. En el caso del cocultivo con la cepa P.
segetis P6, la inhibicién de la maceracion fue total (Fig. 60C). En todos los casos, el anadlisis mostro
diferencias estadisticamente significativas entre las peras tratadas con el patégeno en monocultivo y
aquellas tratadas con el patégeno en cocultivo con las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3. Por
otra parte, el anadlisis de AHLs remanentes de los cocultivos mediante difusién en placa mostré una
degradacion completa de las AHLs producidas por E. amylovora (Fig. 60D).
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Figura 60. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de E. amylovora en peras (P. communis cv. Blanquilla) mediante cocultivo
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, evaluacion de sintomas tras 48 horas de incubacion; B,
evaluacién de sintomas transcurridas 72 horas del tratamiento; C, porcentaje de maceracién en peras tras el ensayo de
interferencia en la patogenicidad de E. amylovora; D, determinacion de AHLs remanentes tras el cocultivo mediante un ensayo
de difusion en placas de AB-Xgal empleando A. tumefaciens NTL4 como biosensor. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05, n=5).

3. Interferencia en la patogenicidad de D. solani en patatas

Con el objetivo de determinar si la interferencia del quorum sensing del fitopatégeno D. solani por
parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 afectaba a su patogenicidad, se
realizd un ensayo en rodajas de patata (S. tuberosum cv. Monalisa) mediante incision empleando
suspensiones en agua destilada de cada mono o cocultivo. Como controles se utilizaron agua destilada y
una suspension de D. solani (10° UFC/mL) procedente de un cultivo de 24 horas.

Tras 48 horas de la aplicacidon de los tratamientos, se observaron los signos caracteristicos de la
podredumbre blanda producida por D. solani en aquellas rodajas de patata que fueron tratadas con el
patégeno en monocultivo (Fig. 61A). En cambio, las patatas inoculadas con agua destilada y con las
cepas PGP-QQ no mostraron ningln signo de dafio tisular. Las patatas tratadas con los cocultivos
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realizados con el patdgeno y las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6, mostraron una inhibiciéon total
de la patogenicidad de este y no se observé ningun dafio tisular, mientras que el cocultivo con la cepa S.
equorum EN21 mostrd un ligero oscurecimiento en la zona préxima a las incisiones que se tornaron en
zonas de maceracion causada por D. solani transcurridas 24 horas mads. El resto de las patatas
mantuvieron su estado tras 24 horas mds de incubacién.

Las rodajas de patata tratadas con D. solani en monocultivo mostraron un porcentaje de maceracion
del 26,3%, mientras que el cocultivo del patégeno con la cepa S. equorum EN21 dio lugar a un
porcentaje de maceracion del 5,8%. El andlisis estadistico mostré diferencias estadisticamente
significativas entre ambos tratamientos (Fig. 61B). En cuanto al analisis de AHLs remanentes en los
cocultivos, se observd una degradacién parcial de las AHLs producidas por el patégeno, siendo mas
acusada en el cocultivo con la cepas S. equorum EN21 (Fig. 61C).
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Figura 61. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de D. solani en patatas (S. tuberosum cv. Monalisa) mediante cocultivo
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, evaluacién de sintomas tras 48 horas de incubacién; B,
porcentaje de maceracion en patatas tras el ensayo de interferencia en la patogenicidad de D. solani; C, determinacion de AHLs
remanentes tras el cocultivo mediante un ensayo de difusion en placas de AB-Xgal empleando A. tumefaciens NTL4 como
biosensor. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05, n=5).

4. Interferencia en la patogenicidad de P. atrosepticum en patatas

El efecto de la actividad quorum quenching de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 en la virulencia de P. atrosepticum se estudid en rodajas de patata (S. tuberosum cv.
Monalisa) siguiendo el mismo protocolo empleado en el ensayo con D. solani. Como controles se

utilizaron agua estéril y una suspension de P. atrosepticum (10° UFC/mL) procedente de un cultivo de 24
horas.
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Transcurridas 48 horas de la inoculacidon de las patatas se detectaron signos de maceracién y
crecimiento bacteriano en las rodajas tratadas con P. atrosepticum, sintomas caracteristicos de la
podredumbre blanda causada por este patdgeno en los tubérculos de patata (Fig. 62A). En cambio, las
patatas tratadas con agua destilada o con las suspensiones de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis
N3y P. segetis P6, no mostraron signos de degradacidn tisular.

En cuanto a las patatas tratadas con los cocultivos, la cepa P. segetis P6 consiguid inhibir
completamente la patogenicidad de P. atrosepticum, mientras que aquellas tratadas con los cocultivos
entre las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 y el patdgeno mostraban signos de infeccién. No
obstante, la patogenicidad de P. atrosepticum se vio reducida en las patatas tratadas con estos
cocultivos, ejerciendo un control parcial de la podredumbre blanda.

El porcentaje de maceracidn calculado mostré un valor del 65,5% en las patatas tratadas con P.
atrosepticum en monocultivo, mientras que fue del 50,3 % y 42,8% en aquellas tratadas con los
cocultivo entre las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 y el patégenos, respectivamente. El
analisis estadistico del porcentaje de maceracion mostré diferencias significativas entre las patatas
tratadas con los cocultivos y aquellas tratadas con el patdgeno en monocultivo (Fig. 62B). Con respecto a
la determinacion de AHLs remanentes en los cocultivos con P. atrosepticum se detecté una degradacion
parcial en todos los casos, siendo las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 las que produjeron una
mayor degradacion (Fig. 62C).
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Figura 62. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de D. solani en patatas (S. tuberosum cv. Monalisa) mediante cocultivo
con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, evaluacién de sintomas de maceracién tras 48 horas de
incubacidn; B, porcentaje de maceracidn en patatas tras el ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. atrosepticum; C,
determinacidon de AHLs remanentes tras el cocultivo mediante un ensayo de difusiéon en placas de AB-Xgal empleando A.
tumefaciens NTL4 como biosensor. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p< 0,05,
n=5).
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5. Interferencia en la patogenicidad de P. carotovorum subsp. carotovorum en zanahorias

Finalmente, se evalud la interferencia en la patogenicidad de P. carotovorum subsp. carotovorum en
zanahorias (D. carota cv. Amsterdam 2) mediante la actividad quorum quenching de las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 empleando cocultivos. Las rodajas de zanahoria se
inocularon por incisién empleando suspensiones de las cepas en mono y en cocultivos. Como controles
se emplearon agua destilada y una suspensién de P. carotovorum subsp. carotovorum (10° UFC/mL)
procedente de un cultivo de 24 horas.

Transcurridas 48 horas de incubacidn, las zanahorias tratadas con P. carotovorum subsp.
carotovorum mostraban signos claros de maceracién que se extendia en la mayoria de la superficie. En
cambio, las zanahorias tratadas con agua destilada y con las suspensiones de las cepas PGP-QQ, no
mostraban dafio alguno (Fig. 63A).

En cuanto a los cocultivos, la cepa P. segetis P6 ejercié un control total de la patogenicidad de P.
carotovorum subsp. carotovorum, no detectandose ningln signo de maceracion. En cambio, los
cocultivos entre las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, y el patégeno mostraron signos de
maceracion en las proximidades de las incisiones, aunque en menor magnitud que en las zanahorias
tratadas con P. carotovorum subsp. carotovorum en monocultivo.

Los resultados del cdlculo del porcentaje de maceracién mediante el software de imagen Imagel
mostraron que las zanahorias tratadas con el patdgeno en monocultivo presentaban valores de
maceracion del 60,4% (Fig. 63B). En cambio, este valor se redujo hasta el 47,3% y el 49,7% en las
zanahorias tratadas con los cocultivos entre las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, y el
patégeno respectivamente. El analisis estadistico mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los tres tratamientos. Tras analizar las AHLs remanentes en los cocultivos, se detecté una ligera
degradacion de las AHLs del patégeno, siendo de mayor grado en los cocultivos con las cepas S.
equorum EN21 vy P. segetis P6 (Fig. 63C).
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Figura 63. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. carotovorum subsp. carotovorum en zanahorias (D. carota cv.
Amsterdam 2) mediante cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, evaluacién de sintomas
de maceracion tras 48 horas de incubacién; B, porcentaje de maceracion en patatas tras el ensayo de interferencia en la
patogenicidad de P. carotovorum subsp. carotovorum; C, determinacion de AHLs remanentes tras el cocultivo mediante un
ensayo de difusion en placas de AB-Xgal empleando A. tumefaciens NTL4 como biosensor. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p< 0,05, n=5).

6. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas
de tomate en camara climatica Fitotron

Una vez determinada la capacidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6
para interferir en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en la planta modelo A. thaliana
con resultados satisfactorios, se procedid a evaluar esta actividad en plantas de tomate (S. lycopersicum
cv. Roma) mediante un ensayo en una camara climatica para el crecimiento de plantas Fitotron®. Para
ello se emplearon plantas de tomate de 5 cm sembradas en macetas a las que se aplicaron suspensiones
de mono y cocultivos mediante pulverizacién foliar tal y como se describe anteriormente en material y
métodos.

6.1. Evaluacion de la incidencia y severidad de la infecciéon

Con el fin de evaluar si las cepas seleccionadas en este estudio tenian la capacidad para reducir los
dafios ocasionados por este patdgeno o bien evitar por completo la infeccion en plantas de tomate, se
analizo la incidencia y la severidad de a infeccién. Transcurridas 72 horas de la pulverizacién de los
tratamientos se observaron los primeros signos de clorosis y necrosis en las hojas tratadas con el
monocultivo del patégeno, sintomas caracteristicos de la mancha negra del tomate producida por P.
syringae pv. tomato DC3000 (Fig. 64A). En cambio, las plantas pulverizadas con agua destilada y con las
cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en monocultivo no mostraron signos de dafio
tisular.
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Tras la inspeccion visual de sintomas se realizd un recuento de hojas vivas, hojas muertas y aquellas
gue mostraban clorosis y/o necrosis, para determinar la incidencia y severidad de la infeccién por el
patdgeno en cada tratamiento.

Las plantas tratadas con agua destilada y con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 en monocultivo mostraron un porcentaje de hojas muertas del 4,0%, 8,6%, 4,8% y 12,2%,
respectivamente, mientras que no se observaron hojas con necrosis o clorosis (Fig. 64B). En cambio, las
plantas tratadas con el patégeno mostraban una elevada afectacién con un 25,4% de hojas muertas y un
42,6% de hojas que mostraban signos de infeccién. En cuanto a las plantas tratadas con los cocultivos, la
cepa S. equorum EN21 ejercid un control mas efectivo de la patogenicidad de P. syringae pv. tomato
DC3000 reduciendo el porcentaje de hojas muertas y de hojas con clorosis y/o necrosis a valores del
6,1% y del 15,3%, respectivamente (Fig. 64B). Las plantas tratadas con el cocultivo de la cepa P.
castrilensis N3 mostraron un porcentaje de hojas muertas del 24%, un valor muy similar al obtenido en
las plantas tratadas con el patégeno en monocultivo, aunque el porcentaje de hojas que mostraban
signos de infeccion se redujo ligeramente a un valor del 33,7%. Por ultimo, el porcentaje de hojas
muertas de las plantas tratadas con el cocultivo de la cepa P. segetis P6 fue del 26,6% y mientras que el
de hojas que mostraban signos de clorosis y/o necrosis fue del 17,7%, lo que redujo considerablemente
el cdmputo global de hojas afectadas en comparacién con el patdgeno en monocultivo.

Por otra parte, la determinacién de AHLs remanentes mediante un ensayo de difusidn en placa
mostré una degradacion total de estas moléculas en los cocultivos entre el patégenos y cada de las
cepas (Fig. 64C).
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Figura 64. Ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de tomate (S. lycopersicum
var. Roma) mediante cocultivo con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, detalle de la sintomatologia
detectada en las plantas tratadas con los cocultivos de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6; B, recuento de hojas de
tomate sanas y con sintomas de infeccidn por P. syringae pv. tomato DC3000; C, determinacién de AHLs remanentes tras los
cocultivos mediante un ensayo de difusion en placas de AB-Xgal empleando A. tumefaciens NTL4 como biosensor.

Tras analizar visualmente los dafios producidos por P. syringae pv. tomato DC3000 de forma
cualitativa, se evalud el efecto que tuvo en la biomasa de las plantas pulverizadas con cada tratamiento.

Los resultados obtenidos tras el secado y pesado de las plantas, mostraban valores muy similares en
aquellas tratadas con las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 en monocultivo. En cambio, se
observé un aumento de la biomasa aérea en las plantas pulverizadas con la cepa P. segetis P6 en
monocultivo, siendo estadisticamente significativo. El peso seco de la parte aérea de las plantas tratadas
con el patégeno en monocultivo fue inferior en comparacién con todos los tratamientos, tanto mono
como cocultivos, dando lugar a diferencias significativas (Fig. 65).

En cuanto al peso seco de la parte radicular, se observd un incremento en las plantas pulverizadas
con las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 en monocultivo con respecto a las plantas tratadas con
agua. En el caso de las plantas tratadas con los cocultivos, se observaron diferencias significativas en el
peso de la raiz de aquellas tratadas con los cocultivos de las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3
con el patégeno con respecto al tratamiento en monocultivo del patégeno. Considerando el peso de la
parte aérea y radicular en conjunto, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
plantas tratadas con los cocultivos de las tres cepas PGP-QQ y aquellas tratadas con P. syringae pv.
tomato DC3000 en monocultivo. Ademas, las plantas tratadas con las cepas S. equorum EN21 y P.
segetis P6 en monocultivo mostraron un ligero incremento en la biomasa en comparacién con las
plantas control tratadas con agua destilada (Fig. 65).
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Figura 65. Determinacion del peso seco (mg) en plantas de tomate tras la pulverizacién con los mono y cocultivos de P. syringae
pv. tomato DC3000 y las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. Las distintas letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05, n = 20).

6.2. Determinacion de la concentracion de clorofila

Tras analizar la incidencia y severidad de la infeccién de P. syringae pv. tomato DC3000, se realizé un
analisis de la clorofila de las hojas de cada tratamiento de forma cualitativa mediante microscopia DIC y
de fluorescencia UV, asi como de forma cuantitativa mediante extraccion con acetona y posterior
determinacidn por espectrofotometria aplicando las férmulas de Lichtenthaler y Arnon.
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Las micrografias obtenidas por DIC y fluorescencia UV de las hojas tratadas con las cepas S. equorum
EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en monocultivo mostraban una apariencia muy similar, con un
elevado numero de cloroplastos y sin dafios visibles en el tejido. En contraste, se detectd una caida
importante de la concentracién de clorofila en las micrografias de fluorescencia de las plantas tratadas
con el patégeno en monocultivo, asi como zonas de baja densidad tisular en las obtenidas por
microscopia DIC (Fig. 66). En cuanto a las hojas tratadas con los cocultivos entre el patdgeno y las cepas
PGP-QQ no se observé dano tisular, sin embargo, se detectd una disminucion de clorofila, siendo mas
acusada en aquellas tratadas con el cocultivo entre la cepa P. segetis P6 y el patégeno.

Control EN21 P. s. pv. tomato EN21 - P. s. pv. tomato

DIC

FL

Figura 66. Micrografias de las hojas de tomate procedentes del ensayo de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv.
tomato DC3000 por parte de la cepa S. equorum EN21 obtenidas mediante microscopia DIC (arriba) y de fluorescencia UV
(abajo) a 200X. Las flechas indican zonas de baja densidad tisular.

Los resultados de la cuantificacién de clorofila estaban en consonancia con los observados mediante
microscopia, y mostraban valores muy inferiores en aquellas plantas tratadas con el patégeno, mientras
gue no se encontraron diferencias significativas entre las plantas control tratadas con agua destilada y
aquellas tratadas con las cepas S. equorum EN21 vy P. castrilensis N3. En cambio, las plantas tratadas con
la cepa P. segetis P6 mostraban un ligero incremento de la concentracion de clorofila (Fig. 67).

En cuanto a los cocultivos, las plantas tratadas con el patdgeno en presencia de la cepa S. equorum
EN21 mostraron los valores mas elevados de clorofila, al igual que en aquellas plantas tratadas con el
cocultivo entre el patdgeno y la cepa P. castrilensis N3. En el caso del cocultivo entre la cepa P. segetis
P6 y el patdgeno, se obtuvieron valores mas bajos que los demas cocultivos, pero superiores a los de las
plantas tratadas con el patégeno en monocultivo. Tras calcular la concentracion mediante la férmula de
Lichtenthaler, se encontraron diferencias significativas con respecto a las plantas tratadas con el
patdgeno en monocultivo.
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Figura 67. Determinacién de la concentracion de clorofila total en plantas de tomate tratadas con los mono y cocultivos de las
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cepas de estudio por espectrofotometria. A, concentracién aplicando la férmula de Lichtenthaler; B, concentracion aplicando la
féormula de Arnon. Las letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05, n = 10).

7. Ensayos de interferencia en la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas
de tomate en condiciones de invernadero

Con el fin de comprobar el comportamiento in vivo de las cepas PGP-QQ en cuanto al control de la
patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de tomate, se realizdé un ensayo en
condiciones de invernadero en las instalaciones de la Estacidon Experimental del Zaidin del CSIC (EEZ-
CsIC).

En estos ensayos se emplearon plantones adultos sembrados individualmente en macetas y se
realizaron dos enfoques de tratamiento:

» Irrigacion radicular de las cepas PGP-QQ y posterior pulverizacion del patégeno.

Las plantas se regaron con 5 mL de una suspensién de cada cepa en agua destilada estéril
semanalmente durante 4 semanas y posteriormente se pulverizd una suspension del patégeno.
Este enfoque se utilizd para determinar el efecto PGP de las cepas en las plantas de tomate y
para evaluar la implicacién de la activacion de los sistemas de defensa de la planta en el control
de la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000.

» Pulverizacion de cocultivos entre las cepas PGP-QQ y el patégeno

Las plantas se trataron mediante pulverizacién foliar con suspensiones en agua destilada de
los cocultivos entre las cepas PGP-QQ y P. syringae pv. tomato DC3000. Este tipo de tratamiento
se utilizd6 para determinar si el control de la patogenicidad se debia a la actividad quorum
quenching de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6, asi como para evaluar
los efectos en las etapas tempranas de la interaccidn planta-cepa PGP-QQ.

Como controles se utilizaron agua destilada estéril y una suspension de P. syringae pv. tomato
DC3000 (10° UFC/mL) y en todos los casos se determinaron los siguientes parametros:

7.1. Determinacion de biomasa y contenido en clorofila y de parametros de incidencia y severidad de
la infeccién

Las plantas que se sometieron a los diferentes tratamientos explicados anteriormente durante 7 dias
se recolectaron y se determind la biomasa y el contenido en clorofila, y se analizé la incidencia y
severidad del patégeno en los dos bloques de tratamientos.

Como se puede observar en la imagen 68, las plantas irrigadas con las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6. (Fig. 68B, 68D y 68D) mostraban un elevado crecimiento con respecto a
las plantas control tratadas con agua destilada (Fig. 68A). En cambio, las plantas tratadas con el
patdgeno mostraban una disminucién en la densidad foliar (Fig. 68E), mientras que aquellas irrigadas
con las tres cepas y posteriormente pulverizadas con el patdgeno no mostraron cambios significativos
en la densidad foliar (Fig. 68F, 68G y 68H).
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Figura 68. Detalle de la sintomatologia detectada en las plantas de tomate tratadas con el patégeno P. syringae pv. tomato
DC3000 mediante irrigacion previa con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, control con agua
destilada; B, S. equorum EN21; C, P. castrilensis N3; D, P. segetis P6; E, P. syringae pv. tomato DC3000; F, S. equorum EN21 - P.
syringae pv. tomato DC3000; G, P. castrilensis N3 - P. syringae pv. tomato DC3000; H, P. segetis P6 - P. syringae pv. tomato
DC3000

Con respecto a las plantas del bloque tratadas por pulverizacidn de los cocultivos, no se observaron
cambios significativos entre las plantas pulverizadas con cada una de las cepas PGP-QQ (Fig. 69B, 69C y
69D) con respecto a las plantas control pulverizadas con agua (Fig. 69A). En cambio, las plantas
pulverizadas con el patdégeno en monocultivo mostraban un elevado descenso en la cantidad de hojas,
asi como un notable cambio de coloracidn de estas (Fig. 69E). Por el contrario, en las plantas tratadas
con los cocultivos entre el patdgeno y cada una de las cepas se pudo observar una mayor densidad foliar
y no se apreciaron cambios de color en las hojas (Fig. 69F, 69G y 69H).
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Figura 69. Detalle de la sintomatologia detectada en las plantas de tomate tratadas con los cocultivos entre el patégeno P.
syringae pv. tomato DC3000 y las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, control con agua destilada; B, S.
equorum EN21; C, P. castrilensis N3; D, P. segetis P6; E, P. syringae pv. tomato DC3000; F, S. equorum EN21 - P. syringae pv.
tomato DC3000; G, P. castrilensis N3 - P. syringae pv. tomato DC3000; H, P. segetis P6 - P. syringae pv. tomato DC3000.

En cuanto al analisis de la biomasa aérea, las plantas irrigadas con las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3 y P. segetis P6 mostraron un incremento significativo con respecto a las plantas control
tratadas con agua, como ya se describié en la seccidon correspondiente del capitulo 3. Por otra parte,
aunque se observé una reduccion significativa de la biomasa aérea en las plantas irrigadas con las cepas
y posteriormente pulverizadas con el patégeno, la biomasa de estas siempre fue significativamente
superior a las plantas control tratadas Unicamente con el patégeno (Fig. 70A). Por otro lado, la biomasa
radicular mostré un incremento significativo en las plantas irrigadas con las cepas P. castrilensis N3 y P.
segetis P6 con respecto al control, asi como un descenso significativo en aquellas pulverizadas con el
patdgeno, aunque este pardmetro fue significativamente superior en las plantas irrigadas con las cepas
y posteriormente pulverizadas con el patégeno. (Fig. 70A)

Con respecto a las plantas tratadas con los cocultivos, se observé un ligero incremento en la biomasa
aérea de las plantas tratadas con la cepa P. segetis P6 en monocultivo con respecto al control. Aquellas
plantas tratadas con el patédgeno en monocultivo mostraron una reduccién significativa respecto a la
biomasa aérea, mientras que este parametro fue significativamente superior en las plantas tratadas con
los cocultivos entra cada una de las cepas y el patégeno en comparacidn con aquellas tratadas con este
en monocultivo (Fig. 70B). En cuanto a la biomasa radicular, no se observaron cambios significativos
entre los distintos tratamientos y las plantas control tratadas con agua, salvo en el caso de aquellas
pulverizadas con el patégeno en monocultivo, en las que se detectd una disminucion significativa (Fig.
70B).

La determinacion de la concentracién de clorofila total mostré un ligero y significativo aumento en
las plantas irrigadas con la cepa P. segetis P6 con respecto al control tratado con agua destilada. Con
respecto a la concentracion de clorofila en las plantas en presencia del patdgeno, aquellas tratadas
Unicamente con este, mostraron una reduccidn significativa de la concentracidon, mientras que se
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observd un incremento significativo en las plantas irrigadas previamente con las cepas y pulverizadas
con el patégeno. Este incremento alcanzé valores préximos a sus respectivos controles sin tratar con el
patdgeno, asi como a las plantas control tratadas con agua (Fig. 70C).

Similares resultados se obtuvieron en las plantas del bloque de cocultivo, con una disminucién
considerable de la concentracién de clorofila total en las plantas tratadas con el patdgeno en
monocultivo con respecto a las plantas control tratadas con agua destilada, y un incremento
significativo en aquellas tratadas con los cocultivos con respecto a las plantas tratadas Unicamente con
el patégeno. Asi la concentracion de clorofila en las plantas tratadas con los cocultivos entre las cepas y
el patégeno no mostrd diferencias significativas con sus respectivos controles en monocultivo o con las
plantas tratadas con agua, salvo en el caso del cocultivo con la cepas P. segetis P6 que mostré una ligera
reduccion del contenido en clorofila total con respecto a las plantas tratadas con la misma cepa en
monocultivo (Fig. 70D).
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Figura 70. Andlisis de biomasa y contenido en clorofila en las plantas de tomate tras el irrigadas con las cepas S. equorum EN21,
P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, estudio de la biomasa aérea y radicular (peso fresco); B, determinacion del contenido en
clorofila de las plantas. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p < 0,05, na= 10; ng
=5).

Tras analizar la incidencia del patdégeno en las plantas de tomate, se establecid la siguiente escala de
dafios para evaluar los efectos de este en la planta: 0= planta sana o sin sintomas; 1= planta afectada en
1-33%; 2= 34-66%; 3= 67-99%; 4= planta muerta.

En ningln caso se observaron plantas que tuviera un indice de dafios de nivel 3 o 4, mientras que se
observé una reduccidn del 9,1% y del 18,2% en las plantas irrigadas previamente con las cepas S.
equorum EN21 y P. segetis P6, respectivamente, con respecto a las plantas control tratadas con el
patdgeno, mientras que la cepa P. castrilensis N3 no produjo ninguna variaciéon en este parametro. En
cambio, se observd una reduccién de la incidencia del 9,1% en aquellas plantas tratadas con los
cocultivos del patdgeno con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 (Tabla 14).
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Por otra parte, las plantas irrigadas previamente con las tres cepas mostraban una reduccién de los
dafios del 27,3% en el caso de S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, mientras que alcanzé el 45,5% en las
plantas irrigadas con la cepa P. segetis P6. En el caso de los tratamientos por cocultivo, la reduccion de
danos fue mayor, siendo del 64,3% en las plantas tratadas con los cocultivos del patdgeno y de las cepas
S. equorum EN21 y P. segetis P6, mientras que fue del 28,6% en aquellas tratadas con el cocultivo entre
P. syringae pv. tomato DC3000 y la cepa P. castrilensis N3.

Tabla 14. Andlisis de la virulencia de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de tomate irrigadas previamente con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 (Irrigacion) y tras la pulverizacion de los cocultivos entre cada una de las cepas
y el patogeno (Cocultivo) mediante la reduccidn de la incidencia y de los dafios.

Reduccién de Reduccién de
Tratamiento incidencia (%) dafios (%)
Irrigacion Cocultivo Irrigacion Cocultivo
EN21 - P. syringae pv. tomato DC3000 9,1 0 27,3 64,3
N3 - P. syringae pv. tomato DC3000 0 9,1 27,3 28,6
P6 - P. syringae pv. tomato DC3000 18,2 9,1 45,5 64,3

7.2. Andlisis de depésitos de calosa

Con el fin de discernir si la reduccién de la patogenicidad de P. syringae pv. tomato DC3000 se debia
a la interferencia de los sistemas QS del patégeno o bien a la activacién de mecanismos de defensa de la
planta, se realizé un anadlisis de depdsitos de calosa en las hojas de las plantas de tomate.

Las micrografias de fluorescencia UV obtenidas tras la tincién de las hojas con azul de metileno
muestran una acumulacién natural de calosa en los pelos de las hojas de tomate, asi como en las células
oclusivas de los estomas como se puede observar en las plantas control (Fig. 71A). En cambio, las hojas
tratadas con P. syringae pv. tomato DC3000 mostraban depdsitos de calosa difusos en toda la superficie
y una intensa cantidad de calosa en las células proximas a las lesiones causadas por este (Fig. 71A y
71B).

Las hojas irrigadas con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 mostraron
depdsitos de calosa difusos en toda la superficie en comparacién con hojas de las plantas control
tratadas con agua, siendo de mayor intensidad en las hojas pulverizadas con las cepas S. equorum EN21
y P. segetis P6 (Fig. 71A). Las hojas irrigadas previamente con las cepas S. equorum EN21 vy P. castrilensis
N3 y posteriormente expuestas al patdgeno mostraban una mayor cantidad de calosa que aquellas
tratadas con el monocultivo. Con respecto a las plantas irrigadas con la cepa P. segetis P6 y expuestas al
patdgeno, ademds de un incremento en los depdsitos difusos de calosa, se detectd una intensa
deposicién de calosa en las células epidérmicas contiguas a los estomas (Fig. 71A y 71B). Por su parte, el
tratamiento con las cepas en monocultivo y sus respectivos cocultivos con P. syringae pv. tomato
DC3000 mostraron igualmente depdsitos de calosa, aunque en una concentracién muy inferior. En este
caso se observd una ligera y difusa deposiciéon de calosa en las plantas tratadas con las cepas
seleccionadas y sus cocultivos con el patégeno, mientras que las plantas tratadas con el patdgeno
mostraron una gran cantidad de depdsitos de calosa en los margenes de las lesiones producidas por este
(datos no mostrados).
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Control P. s. pv. tomato P. s. pv. tomato EN21 - P. s. pv. tomato
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EN21 EN21 - P. s. pv. tomato

N3 - P. s. pv. tomato P6 - P. s. pv. tomato

=Y

N3 - P. s. pv. tomato

P6 P6 - P. s. pv. tomato
Figura 71. Estudio de depdsitos de calosa en las hojas de tomate procedentes del ensayo de interferencia en la patogenicidad
de P. syringae pv. tomato DC3000 por irrigacion previa con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A,

micrografias de fluorescencia UV a 100X; B, micrografias de fluorescencia UV a 200X. Todas las imagenes de cada magnificacion
se tomaron en las mismas condiciones de brillo y exposicidn.

7.3. Analisis del metabolismo central

Una vez analizado el impacto de los distintos tratamientos en las plantas de tomate mediante el
anadlisis de biomasa y contenido en clorofila, y de pardmetros de infeccidn, se analizé su efecto en las
plantas mediante un analisis de metabolitos.

Los mapas de calor obtenidos del analisis muestran una reduccién significativa de la concentracion
de glucosa, fructosa, sacarosa, almidén, malato y citrato en las plantas tratadas con P. syringae pv.
tomato DC3000, asi como un aumento de proteinas y aminodcidos con respecto a las plantas control
tratadas con agua (Fig. 72Ay 72B).

En el caso de las plantas irrigadas previamente con cada una de las cepas se observaron variaciones
significativas a nivel de todos los parametros con respecto a las plantas tratadas Unicamente con el
patédgeno. Las plantas irrigadas previamente con la cepa S. equorum EN21 y pulverizadas con el
patédgeno mostraron un incremento significativo en la concentracidn de aminoacidos y proteinas,
glucosa, fructosa, sacarosa y citrato, asi como una disminucion en la concentracién de almiddn y malato
con respecto a las plantas tratadas Unicamente con el patdgeno (Fig. 72A). En el caso de las plantas
previamente irrigadas con la cepa P. castrilensis N3 y expuestas al patégeno, se observd un incremento
en la concentracién de fructosa, sacarosa, almiddn, malato y citrato, asi como una disminucion en la
concentracidn de proteinas con respecto a las plantas tratadas con el patdgeno (Fig. 72A). Por su parte,
las plantas irrigadas con la cepa P. segetis P6 y posteriormente tratadas con el patdgeno mostraron un
incremento significativo en la concentracién de glucosa, fructosa, sacarosa, almidén, malato y citrato,
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asi como una disminucidn en el contenido en proteinas en comparacidon con las plantas tratadas
Unicamente con el patégeno (Fig. 72A

En cuanto a los tratamientos mediante cocultivo, las plantas pulverizadas con el cocultivo entre la
cepa S. equorum EN21 y P. syringae pv. tomato DC3000 mostraron un incremento significativo de la
concentraciéon de glucosa, almidén, citrato y malato, y una disminucién en la concentraciéon de
aminodacidos, proteinas, y sacarosa con respecto a las plantas tratadas con el patégeno en monocultivo
(Fig. 72B). En cuanto a las plantas tratadas con el cocultivo de la cepa P. castrilensis N3, se detectd un
incremento significativo de glucosa, fructosa, almidén, malato y citrato, asi como una disminucion de
aminoacidos, proteinas y sacarosa con respecto a las platas tratadas con el patégeno (Fig. 72B). Por
ultimo, el tratamiento con el cocultivo de la cepa P. segetis P6 y el patégeno dio lugar a un incremento
en la concentracidn de todos los parametros, salvo de aminoacidos, cuya concentracion se vio reducida
con respecto a las plantas tratadas con el patégeno en monocultivo (Fig. 72B).

Con respecto a la pulverizacion de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en
monocultivo en las plantas de tomate, no se observaron cambios significativos con respecto a las
plantas control salvo un ligero aumento de proteinas y una disminucién de la concentracién de glucosa,
fructosa, malato y citrato (Fig. 72B).
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Figura 72. Mapas de calor del analisis del metabolismo central en el biocontrol del patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 por
parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de tomate. A, aplicacion de los tratamientos
por irrigacion previa y posterior pulverizacién de patégeno; B, aplicacién de los tratamientos por pulverizacion de los cocultivos
entre el patégeno y las cepas. (p < 0,05, n=3-5).

Con el fin de evaluar las diferencias y relaciones que se establecen en funcidn de los resultados
obtenidos en cada tratamiento, se realizé un al analisis de componentes principales (PCA) para los dos
tratamiento de estudio.

En el caso del tratamiento por irrigacidn previa, la PCA explicé el 73,6% de la varianza de los datos,
mostrando la separacién de los distintos tratamientos (Fig. 73A). El analisis de K-medias confirmd esta
separacidn en tres clusters: el clister 1 estaba formado por las plantas control y aquellas irrigadas con
las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, el clister 2 formado por las plantas tratadas con el
patdgeno y aquellas previamente irrigadas con las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 y
posteriormente pulverizadas con el patdgeno y el cluster 3 formado por las plantas irrigadas con la cepa
P. segetis P6 y las plantas irrigadas con esta y expuestas al patégeno (Fig. S1A). Segun el analisis biplot,
esta distribucién se debid a la concentracién de glucosa y almiddn en el cluster 1, a la concentracion de
sacarosa, proteinas y aminoacidos en el cluster 2 y a la concentracidon de malato, citrato y fructosa en el
cluster 3 (Fig. 73B).

En el caso de las plantas tratadas mediante el cocultivo entre las cepas y el patégeno, la PCA explicd
el 85% de la varianza de los datos (Fig. 73C) y el analisis de K-medias dio lugar a la deteccion de tres
clusters: el cluster 1, formado por las plantas tratadas con el patégeno en monocultivo, otro por las
plantas tratadas con el patdgeno en monocultivo y las tratadas con el cocultivo de la cepa P. segetis P6,
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el cluster 2, formado por las plantas tratadas con la cepa P. segetis P6 en monocultivo y las tratadas con
el cocultivo de la cepa S. equorum EN21, y un clister 3 formado por el resto de tratamientos (Fig. S1B).
El andlisis biplot mostré que este agrupamiento se debia a la concentracién de sacarosa, aminodcidos y
proteinas en el cluster 1, a la concentracion de almidén y glucosa en el clister 2, y a la concentracidn de
citrato, malato y glucosa en el cluster 3 (Fig. 73D).
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Figura 73. Andlisis de la varianza de los resultados de metabolitos en el biocontrol del patégeno P. syringae pv. tomato DC3000
por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de tomate. A, analisis de componentes
principales (PCA) de las plantas previamente irrigadas con las cepas y posteriormente expuestas al patdgeno; B, andlisis
bivariable entre cada tratamiento y los distintos metabolitos analizados de las plantas previamente irrigadas con las cepas y
posteriormente expuestas al patégeno; C, analisis de componentes principales (PCA) de las plantas tratadas con los cocultivos
entre cada cepa y el patégeno; D, andlisis bivariable entre cada tratamiento y los distintos metabolitos analizados tras la
pulverizacién de los cocultivos. (p < 0,05, n=3-5).

7.4. Determinacion del balance redox

Seguidamente al andlisis de metabolitos primarios, se estudid el balance redox para determinar el
impacto de los distintos tratamientos en la planta. Asi el andlisis de los compuestos redox en las hojas
de las plantas de tomate tratadas con el patdgeno, se detecté un gran incremento de la concentracidn
de peroéxido de hidrégeno y NADPH y un ligero incremento en la concentracién de compuestos fendlicos
con respecto a las plantas control tratadas con agua destilada. Ademas, se observd una disminucidn
muy acentuada en los niveles de glutatién reducido y de NADH, asi como una ligera reduccién en el
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contenido en todas las formas de ascorbato, NAD*, NADP* y malondialdehido en comparacidn con las
plantas control (Fig. 74Ay 74B).

Con respecto a las plantas previamente irrigadas con cada una de las cepas y expuestas al patdgeno,
se observé un incremento significativo en la concentracién de todas las formas de ascorbato, glutation
reducido, NAD*, NADH, NADP* y malondialdehido, asi como una reduccion en los niveles de perdxido de
hidrégeno y NADPH y compuestos fendlicos con respecto a las plantas tratadas Unicamente con el
patdgeno (Fig. 74A).

Cuando los tratamientos se aplicaron mediante pulverizacién de los cocultivos entre las distintas
cepas y el patdgeno P. syringae pv. tomato DC3000 se obtuvieron resultados muy similares, aunque de
menor intensidad a los obtenidos cuando se irrigaron previamente las plantas con las cepas vy
posteriormente se pulverizo el patdgeno (Fig. 74B).

Por su parte, la pulverizacion de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en
monocultivo no produjo cambios significativos en el balance redox en comparacidon con las plantas
control tratadas con agua, salvo una ligera disminucién en la concentracién de ascorbato oxidado, NADH
y compuestos fendlicos (Fig. 74B).
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Figura 74. Mapas de calor del analisis del balance redox en el biocontrol del patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 por parte
de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de tomate. A, aplicaciéon de los tratamientos por
irrigacion previa y posterior pulverizacion de patégeno; B, aplicacién de los tratamientos por pulverizacién de los cocultivos
entre el patégeno y las cepas. Asc, ascorbato total; AscA, ascorbato reducido; DHA, dehidroascorbato; GSH, glutation total;
MDA, malondialdehido. (p < 0,05, n=3-5).

El andlisis por PCA del bloque de tratamientos por irrigacion previa explicé el 55,9% de la varianza
observada en los datos y permitié identificar la separacion entre los distintos tratamientos (Fig. 75A).
Esta separacién fue confirmada mediante el andlisis de K-medias que permitié identificar tres clusters: el
clister 1 formado por las plantas tratadas con el patdgeno, el clister 2 compuesto por las plantas
control, las irrigadas con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 y aquellas irrigadas previamente con
la cepa P. castrilensis N3 y expuestas al patdgenos; y un cluster 3 formado por las plantas tratadas con la
cepa S. equorum EN21 y aquellas previamente irrigadas con las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 y
pulverizadas con el patégeno (Fig. S2A). Por otra parte, el andlisis biplot permitié identificar que este
agrupamiento de debia a la concentracién de perdxido de hidrogeno y NADPH en el cluster 1, a la
concentracién de todas las formas de ascorbato, NAD*y NADH en el clister 2 y a la concentracion de
glutatién total y NADP* (Fig. 75B).

En cuanto a los tratamientos por cocultivo, el andlisis por PCA explico el 55,9% de la varianza
observada en los datos (Fig. 75C) y de nuevo mostré una agrupacién de las muestras que el analisis de K-
medias permitié agrupar en 3 cllsters: el clister 1 formado por las plantas tratadas con la cepas S.
equorum EN21 y P. castrilensis N3 en monocultivo y los cocultivos de las cepas S. equorum EN21 y P.
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segetis P6 con el patogeno; el clister 2 compuesto por las plantas control, las tratadas con la cepa P.
segetis P6 en monocultivo y aquellas pulverizadas con el cocultivo con la cepa P. castrilensis N3; y un
tercer cluster formado por el patédgeno en monocultivo (Fig. S2B). Por su parte, el andlisis biplot permitio
identificar que esta distribucién se debia a variaciones en la concentracién de a la concentracién de
glutatidn total y NADP* en el clister 1, a cambios en la concentracién de todas las formas de ascorbato,
NAD*y NADH en el cluster 2 y a la concentracion de perdxido de hidrogeno y NADPH en el cluster 3 (Fig.
75D).
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Figura 75. Analisis de la varianza de los resultados de compuestos redox obtenidos tras los tratamientos por irrigacion previa y
mediante cocultivo entre el patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 y las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis
P6. A, analisis de componentes principales (PCA) de las plantas previamente irrigadas con las cepas y posteriormente expuestas
al patdgeno; B, andlisis bivariable entre cada tratamiento y los distintos compuestos redox analizados de las plantas
previamente irrigadas con las cepas y posteriormente expuestas al patégeno; C, andlisis de componentes principales (PCA) de
las plantas tratadas con los cocultivos entre cada cepa y el patdgeno; D, anélisis bivariable entre cada tratamiento y los distintos
compuestos redox analizados tras la pulverizacién de los cocultivos.. (p < 0,05, n=3-5).

7.5. Evaluacion de la actividad enzimatica del metabolismo central

Con el fin de dar explicacion a los valores observados en los analisis previos con respecto a
metabolitos primarios y compuestos redox, se estudio la actividad enzimatica del metabolismo central
de la planta.

Los resultados del analisis de la actividad enzimatica del metabolismo central de las plantas tratadas
con el patégeno mostraron una disminucion significativa en la actividad de las enzimas invertasa acida
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vacuolar (VInv), gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa dependiente de NADP (NADP-GAPDH) y
ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxidasa (RuBisCO), asi como un incremento en la actividad de las
enzimas invertasa acida de la pared celular (Cwlinv), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH),
glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-GDH) y nitrato reductasa (NR) en comparacién
con las plantas control tratadas con agua (Fig. 76).

Con respecto a las plantas procedentes del tratamiento por irrigacion previa con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 y la posterior exposicion al patégeno, se detectd un
incremento significativo en la actividad de las enzimas Cwlinv, NADP-GAPDH y RuBisCO, y una
disminucién en la actividad de las enzimas Vinv, G6P-DH, NAD-GDH y NR con respecto a las plantas
tratadas Unicamente con el patdgeno (Fig 76), salvo en el caso de la irrigacién previa con la cepa S.
equorum EN21 que produjo a un incremento de la actividad de la enzima VInv con respecto a las plantas
tratadas Unicamente con el patégeno (Fig. 76A); el tratamiento con la cepa P. segetis P6 que resulté en
una disminucién de la actividad de la enzima Cwlinv (Fig. 76B) y el tratamiento previo con la cepa P.
castrilensis N3 en el que no se observaron variaciones en la actividad de la enzima NR (Fig. 76G).

En cuanto al blogue de tratamientos por cocultivo, las plantas tratadas con los cocultivos de las cepas
y el patédgeno mostraron un incremento en la actividad de las enzimas Vinv, excepto en el caso del
cocultivo con la cepa P. segetis P6, NADP-GAPDH y RuBisCO, asi como una reduccion en la actividad de
las enzimas Cwinv, G6P-DH y NR con respecto a las plantas tratadas con el patégeno en monocultivo
(Fig. 76). En cuanto a la actividad de la enzima NAD-GDH, no se observaron cambios en las plantas
tratadas con los cocultivos de las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6, mientras que se detectd una
disminucién en el cocultivo con la cepa P. castrilensis N3 (Fig. 76E).

Por su parte, la pulverizacién las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en
monocultivo no produjo cambios significativos en la actividad enzimatica, excepto en la actividad de la
enzima Cwlinv en la que se observé un ligero incremento tras el tratamiento con las tres cepas con
respecto a las plantas control tratadas con agua (Fig. 76B). Ademas, el tratamiento con la cepa P.
castrilensis N3 dio lugar a un incremento de la actividad de las enzimas NAD-GDH y RuBisCO (Fig. 76E y
76F) y el tratamiento con la cepa P. segetis P6 incremento la actividad de la enzima RuBisCO (Fig. 76F).

En el caso del andlisis de la actividad enzimatica del metabolismo central, no fue posible realizar un
analisis robusto mediante PCA debido al reducido nimero de réplicas, por lo que se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA).
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Figura 76. Andlisis de la actividad de enzimas del metabolismo central de las plantas de tomate en el biocontrol del patégeno P.
syringae pv. tomato DC3000 por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 tras los tratamientos por
irrigacion previa y mediante cocultivo. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (p <
0,05, n = 5).

7.6. Estudio del perfil hormonal de la planta

Con el propdsito de determinar el efecto que tuvieron los distintos tratamiento en el perfil hormonal
de las plantas, se realizd una determinacién de las hormonas implicadas en los mecanismos de defensa
de la planta, como son acido abscisico (ABA), acido jasmadnico (JA), acido salicilico (SA) y metiljasmonato
(MelJa).
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Asi, el andlisis del perfil hormonal de las plantas tratadas con el patégeno mostré un incremento
significativo en la concentracién de ABA y SA, asi como una disminucién en la concentracién de Mela y
JA con respecto a las plantas control tratadas con agua (Fig. 77Ay 77B).

Con respecto a los tratamientos por irrigacién previa y posterior exposicion al patdégeno, se observd
una disminucién de la concentracion de ABA y SA con respecto a las plantas tratadas Gdnicamente con el
patdégeno, salvo en el caso de las plantas irrigadas previamente con la cepa P. segetis P6, que mostraron
un ligero incremento de la concentracion de SA. Igualmente se observdé una disminucién en Ia
concentracién JA en las plantas tratadas previamente con las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 y
expuestas al patégeno, mientras que aquellas irrigadas con la cepa P. castrilensis N3 no mostraron
cambios significativos. Por otra parte, se observd un incremento generalizado en la concentracién de
Mela cuando las plantas se irrigaron previamente con las tres cepas en comparaciéon con aquellas
tratadas Unicamente con el patégeno (Fig. 77A).

En el caso de los tratamientos por cocultivo, se observéd el mismo perfil hormonal que en el
tratamiento por irrigacién previa, con una disminucion significativa en la concentracién de ABA, SAy JA,
salvo en el caso de las plantas tratadas con el cocultivo entre el patégeno y la cepa S. equorum EN21,
gue no mostrdé cambios significativos en la concentracion de SA y JA con respecto a las plantas tratadas
con el patégeno en monocultivo. Por otra parte, se observé un incremento en la concentracidon de Mela
en las plantas tratadas con los cocultivos de cada una de las cepas y el patdgeno con respecto a las
plantas tratadas Unicamente con este (Fig. 77B).

Por su parte, el tratamiento de las plantas con las cepas en monocultivo dio lugar a un ligero
incremento en la concentracién de JA, asi como una pequefia reduccidn en la concentracidon de ABA, SA
y Mela con respecto a las plantas control tratadas con agua (Fig. 77B).
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Figura 77. Mapas de calor del analisis del perfil hormonal en el biocontrol del patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 por
parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de tomate. A, aplicacion de los tratamientos
por irrigacién previa y posterior pulverizacion de patégeno; B, aplicaciéon de los tratamientos por pulverizacidn de los cocultivos
entre el patégeno y las cepas. ABA, acido abscisico; SA, acido salicilico; JA, acido jasménico; Mela, metil jasmonato; IAA, acido
indolacético; GA3, acido giberélico. (p < 0,05, n=3-5).

El analisis por PCA de la concentracién de fitohormonas en los tratamientos por irrigacion previa
explicé el 92,3% de la varianza observada en los datos y permitié identificar la separaciéon entre los
distintos tratamientos (Fig. 78A). Esta separacion fue confirmada mediante el analisis de K-medias que
dio lugar a la identificacién de tres clusters: el cluster 1 formado por las plantas control; un segundo
cluster compuesto por las plantas irrigadas con las tres cepas, y un tercer cluster formado por las plantas
tratadas con el patdégeno y aquellas previamente irrigadas con las tres cepas y posteriormente expuestas
a este (Fig. S3A). Por otra parte, el analisis biplot permitié identificar que este agrupamiento de debia a
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la concentracion de Mela en el clister 1, a la concentracidn de JA en el clister 2 y a la concentracién de
ABA y SA en el cluster 3 (Fig. 78B).

En cuanto a los tratamientos por cocultivo, el analisis por PCA dio respuesta al 95,9% de la varianza
observada en los datos (Fig. 78C) y nuevamente mostrd una agrupacion de las muestras que el analisis
de K-medias permitid describir 2 clusters: el clister 1 formado por las plantas control y las tratadas con
las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 en monocultivo, y el clister 2 compuesto por las plantas
tratadas con la cepa P. segetis P6 en monocultivo, las tratadas con el patégeno en monocultivo y los
respectivos cocultivos de las tres cepas con el patégeno (Fig. S3B). En cuanto al analisis biplot, asocio
esta distribucion principalmente a la concentraciéon de Mela y JA en el clister 1 y a la concentracién de
ABA y SA en el cluster 2 (Fig. 78D).
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Figura 78. Anadlisis de la varianza del perfil hormonal tras los tratamientos por irrigacidn previa y mediante cocultivo entre el
patégeno P. syringae pv. tomato DC3000 y las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. A, analisis de
componentes principales (PCA); B, andlisis bivariable entre cada tratamiento y los distintos compuestos redox analizados. (p <
0,05, n=3-5).

8. Evaluacion de la tolerancia al estrés hidrico en plantas de A. thaliana

Tras analizar la promocidn del crecimiento vegetal de estas cepas en condiciones de estrés bidtico, se
decidio estudiar la capacidad de estas para promover la tolerancia a un estrés abidtico, como es la
sequia, en plantas de A. thaliana Col-0 durante una estancia breve realizada en la Universidad de Leiden
(Paises Bajos) bajo la supervisién de los doctores Victor Carrién y Salma Balazadeh.
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Con tal fin se evalud la capacidad de las tres cepas de estudio para crecer en presencia de distintas
concentraciones de polietilenglicol (PEG) 8000, empleado como agente inductor del estrés hidrico en el
medio, y se determind la capacidad de estas para producir biofilm en medio TSB suplementado con PEG
5%y 15% (p/v) con o sin exudados radiculares artificiales (ERA).

Las curvas de crecimiento de las tres cepas de estudio mostraron su tolerancia a concentraciones
iguales o inferiores al 15% (p/v) de PEG, observiandose una acusada reduccion de su crecimiento a esta
concentracién (Fig. 79A, 79B y 79C).

En el caso concreto de la cepa S. equorum EN21, las curvas de crecimiento mostraban una
disminucién del crecimiento cuando lo distintos medios se suplementaron con exudados artificiales con
respecto a sus respectivos controles (Fig. 79A). En el caso de la cepa P. castrilensis N3 no se observaron
diferencias significativas en el crecimiento entre los medios suplementados o no con ERA (Fig. 79B). Por
el contrario, la cepa P. segetis P6 mostréd un incremento en el crecimiento cuando los medios se
suplementaron con exudados con respecto a los medios sin suplementar, asi como un mayor
crecimiento en los medios TSB suplementado al 5% (p/v) de PEG con o sin exudados, con respecto al
crecimiento observado en el medio TSB sin suplementar (Fig. 79C).

Por otra parte, se determind la capacidad de estas cepas para producir biofilm en condiciones de
estrés hidrico. El andlisis de la produccidn de biofilm por parte de las cepas S. equorum EN21 y P.
castrilensis N3, mostrd una disminucidon de esta en todos los medios suplementados con ERA en
comparacién con sus respectivos controles, asi como un incremento significativo en la produccién de
biofilm cuando el medio se suplementd con PEG al 15% (p/v) con respecto al mismo medio sin este
compuesto (Fig. 79D). Por el contrario, la cepa P. segetis P6 mostré una escasa produccion de biofilm
cuando el medio se suplementd con PEG al 15% (p/v), aunque la presencia de ERA influyo positivamente
en la produccidn de este a concentraciones menores de dicho compuesto (Fig. 79D).
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Figura 79. Evaluacién de la capacidad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 para tolerar la presion
hidrica. A, curvas de crecimiento de la cepa S. equorum EN21; B, curvas de crecimiento de la cepa P. castrilensis N3; C, curvas de
crecimiento de la cepa P. segetis P6; D, produccién de biofilm en medio TSB diluido 1/10 y suplementado con distintas
concentraciones de PEG y con o sin ERA. Las letras indican diferencias estadisticamente significativas entre los medios (p < 0,05,
Na,g,c=3, Np=6).

Por otra parte, se analizaron los genomas de las tres cepas para identificar genes relacionados con la
tolerancia al estrés hidrico.

El genoma de las tres cepas mostré una notable presencia de genes relacionados con la sintesis y el
transporte de los solutos compatibles prolina, glicina, betaina y trehalosa (Tabla 15).

Tabla 15. Enzimas y transportadores relacionados con la tolerancia a estrés hidrico localizados en el genoma de las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6. KEGG, Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto.

s. P. P.
Gen KEGG equorum castrilensis segetis
EN21 N3 P6
Colina deshidrogenasa (betA) K00108 + + +
Prolina deshidrogenasa (putB) K00318 + + -
Betaina-aldehido deshidrogenasa (betB)  K00130 + + +
Trehalosa-6-fosfato hidrolasa (treA) K01226 + + +
Transportador de glicina betaina (betL) K02001 + + +
Transportador de prolina (opuE) K03307 + + +
Transportador de prolina/betaina (proP)  K03762 + + +

Tras analizar la capacidad de las tres cepas para tolerar distintas concentraciones de PEG, asi como la
produccién de biofilm, se realizd un experimento in vitro mediante la inoculacién radicular de cada una
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de las cepas en plantas de arabidopsis empleando medio MS suplementado o no con PEG al 4% (p/v),
una concentracién suficiente para producir situaciones de estrés en la planta sin llegar a ocasionar su
muerte.

Transcurridos 21 dias del inicio del tratamiento, se recolectaron las plantas y se analizé el peso fresco
y seco de las plantas, el contenido relativo de agua, la concentracién de clorofila y la colonizacién de las
raices.

Como se puede observar en la imagen 80, la inoculacidn de las plantas de arabidopsis con las cepas S.
equorum EN21 y P. castrilensis N3 en medio MS dio lugar a un incremento de la parte aérea, mientras
que aquellas tratadas con la cepa P. segetis P6 mostraban una ligera disminucién del desarrollo foliar en
comparacion con las plantas control no inoculadas y tratadas con MgS0,. En cuanto a las raices, todos
los tratamientos produjeron un elevado desarrollo de raices secundarias y pelos radicales en
comparacion con las plantas control, siendo especialmente notable en aquellas tratadas con la cepa P.
segetis P6.

En cambio, cuando las plantas se sometieron a estrés hidrico en medio MS suplementado con PEG al
4% (p/v), se observd un incremento tanto de la parte aérea como radicular de las plantas inoculadas con
la cepa S. equorum EN21 en comparacién con el control. Con respecto a las plantas tratadas con la cepa
P. segetis P6, aunque se observd una ligera disminucion del tamafio de la roseta en comparacidén con el
control, las raices secundarias mostraron un elevado desarrollo. En el caso de las plantas tratadas con la
cepa P. castrilensis N3 se observd un crecimiento bacteriano excesivo que produjo efectos negativos en
el desarrollo de las plantas (Fig. 80).

Control

MS + PEG 4%

Figura 80. Estudio in vitro de la tolerancia a estrés hidrico en plantas de A. thaliana Col-0 mediante la inoculacién con las cepas
S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en medio MS y MS suplementado con PEG al 4% (p/v) tras 21 dias de
incubacion.

Estos resultados observacionales se confirmaron mediante la determinacion del peso fresco y seco
de la parte aérea y radicular. Asi, el tratamiento de las plantas con la cepa S. equorum EN21 supuso un
incremento considerable y significativo del peso fresco y seco de la parte aérea y radicular en
comparacion con las plantas control, en ausencia o en presencia de estrés hidrico (Fig. 81A y 81B).
Igualmente, el tratamiento con la cepa P. castrilensis N3 supuso un incremento significativo en el peso
fresco y seco de tanto de la parte aérea como de la radicular en condiciones normal, aunque se observd
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un elevado descenso en estos parametros cuando el ensayo se realizd en presencia de PEG (Fig. 81A y
81B). Por ultimo, el tratamiento con la cepa P. segetis P6 Unicamente mostrd un efecto positivo sobre
las raices con un incremento significativo del peso fresco y seco respecto al control para ambos
tratamientos (Fig. 81Ay 81B).

Por otra parte, el contenido relativo en agua de las plantas cultivadas en medio MS e inoculadas con
las tres cepas, no mostrd ninguna variacidén con respecto al tratamiento control. En cambio, cuando las
plantas se vieron sometidas a estrés hidrico en medio MS suplementado con PEG, se observd un
incremento de este parametro en las plantas inoculadas con las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6
(Fig. 81C).

Con respecto a la concentracién de clorofila, no se observaron cambios en con respecto a las plantas
control en medio MS. En cambio, bajo condiciones de estrés hidrico, se detecté un incremento de la
concentracién de clorofila total en las plantas tratadas con las cepas S. equorum EN21y P. segetis P6 con
respecto a las plantas control. Por el contrario, el tratamiento con la cepa P. castrilensis N3 produjo una
disminucién considerable de la concentraciéon de clorofila con respecto a las plantas control (Fig. 81D).
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Figura 81. Evaluacidon del impacto del estrés hidrico en plantas de A. thaliana Col-0 tras la inoculacion con las cepas S. equorum
EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en medio MS suplementado o no con PEG al 4% (p/v) tras 21 dias de incubacién. A, peso
himedo; B, peso seco; C, contenido relativo de agua; D, concentracidn de clorofila total. Las letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los medios (p < 0,05, n=10).

Por ultimo, se analizd la colonizacidon radicular por parte de las cepas tanto en medio MS como en
medio MS suplementado con PEG al 4% (p/v). Los resultados del recuento en placa mostraron una
densa colonizacidn en todos los casos, especialmente en las plantas bajo estrés hidrico inoculadas con la
cepa P. castrilensis N3. Por su parte, el recuento de la colonizacidn en las plantas inoculadas con la cepa
S. equorum EN21 bajo estrés hidrico dio lugar a un descenso con respecto a las plantas control no
estresadas. En cambio, el recuento de las plantas tratadas con la cepa P. segetis P6 mostré un
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incremento de dos drdenes de magnitud en aquellas sometidas a estrés hidrico con respecto a las
plantas control (Tabla 16X).

Tabla 16. Evaluacion de la colonizacidn de las raices de plantas de A. thaliana Col-0 0 tras la inoculacion con las cepas S.
equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en medio MS suplementado o no con PEG al 4% (p/v) tras 21 dias de
incubacién.

Recuento de colonizacién (UFC/mg de raiz)

Cepa

MS MS + PEG 4%
S. equorum EN21 3,5x 107 2,3x10°
P. castrilensis N3 2,3x10° 1,4 x 10°
P. segetis P6 4,5 x 10° 1,4 x 108

9. Discusion

En este capitulo se analizo la actividad de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6
en la promocién de la tolerancia al estrés bidtico y abidtico. Para evaluar el primero, se analizd y
caracterizé su actividad en la interferencia de la virulencia de los fitopatdgenos D. solani, E. amylovora,
P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorumy P. syringae pv. tomato DC3000 en sus respectivos
hospedadores, mientras que el estrés abidtico quedo representado por el estudio in vitro de la actividad
de estas cepas en la induccion de la tolerancia al estrés hidrico.

Para ello, se inicié el estudio de la dosis infectiva minima necesaria para producir la muerte de las
plantas de A. thaliana Col-0 por los patégenos de estudio con el objetivo de ajustar la concentracion de
cada uno de ellos en los siguientes ensayos empleando cocultivos. En todos los casos se observo que la
concentracién minima de patégeno para producir dafios letales en las plantas de arabidopsis fue de 103
UFC/mL para E. amylovora, P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum y P. syringae pv.
tomato DC3000 y de 10* UFC/mL en el caso de D. solani. Estos resultados son consistentes con la
concentracién minima de patdgeno requerida para producir la infeccion natural segin lo descrito
anteriormente para D. solani (Kastelein et al., 2021), E. amylovora (Taylor et al., 2003), P. atrosepticum
(Hashemi Tameh et al., 2020), P. carotovorum subsp. carotovorum (Kwan et al., 2013) y P. syringae pv.
tomato DC3000 (Furci et al., 2021).

Tras establecer esta concentracion minima, se evalué la capacidad de las cepas S. equorum EN21, P.
castrilensis N3y P. segetis P6 para inhibir la virulencia de cada uno de los patdégenos mediante cocultivos
1:100, 5:100 y 10:100 (patégeno/cepa PGP-QQ). Los resultados mostraron la elevada capacidad de las
tres cepas para interferir en la virulencia de estos fitopatdgenos inhibiendo la aparicidn de signos de
infeccidn en las plantas de arabidopsis, incluso a concentraciones muy superiores a las necesarias para
causar la infeccion en condiciones naturales. Por otra parte, los recuentos en placa de los cocultivos no
mostraron evidencias de fendmenos de antibiosis por parte de las tres cepas frente a los patdgenos en
ninguna de las concentraciones ensayadas. En base a estos resultados, se decidid seleccionar el
cocultivo 1:100 (patégeno/cepa PGP-QQ) como estandar para los siguientes ensayos de este capitulo,
siendo ademds consecuente con las concentraciones de cocultivo descritas previamente para ensayos
realizados con patégenos marinos (Torres et al., 2016).

Igualmente, el ensayo de interferencia en la virulencia de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas
de arabidopsis mostrd el potencial de estas cepas en el biocontrol de este patégeno, reduciendo los
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dafios ocasionados por este patégeno en las hojas y mejorando considerablemente la capacidad
fotosintética de la planta en base al incremento de clorofila observado tanto cualitativa como
cuantitativamente.

Tras analizar el potencial de estas cepas en el biocontrol de los fitopatégenos D. solani, E. amylovora,
P. atrosepticum, P. carotovorum subsp. carotovorum y P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de
arabidopsis y de estandarizar el disefio experimental, se procedié a analizar esta actividad en sus
respectivos hospedadores naturales mediante ensayos en tubérculos de patata en el caso de D. solaniy
P. atrosepticum, peras para E. amylovora, zanahorias con P. carotovorum subsp. carotovorum y plantas
de tomate en el caso de P. syringae pv. tomato DC3000.

El ensayo de interferencia en la virulencia de E. amylovora en peras mostrd una inhibicién completa
del fuego bacteriano producido por este patdgeno cuando las peras se trataron con el cocultivo con la
cepa P. segetis P6, mientras que se observé una reduccién de la patogenicidad del 92% y del 81% en los
cocultivos con las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 con respecto a las peras tratadas con E.
amylovora en monocultivo, resultados similares a los obtenidos previamente mediante la expresidon
heterdloga de la lactonasa AiiA identificada en Bacillus simplex en este patégeno (Hanano, Harba, Al-Ali,
et al., 2014) tras el tratamiento de peras con la lactonasa EaAiiA aislada del propio patégeno (Ya’ar Bar
et al., 2021) o una fosfotriesterasa procedente de Mycobacterium tuberculosis purificada y encapsulada
en nanoesferas (Gurevich et al.,, 2021). Esta reduccidon de la patogenicidad estuvo asociada a la
degradacion de las AHLs de este patdgeno, en el que se ha demostrado que parte de su virulencia esta
regulada mediante sistemas QS con la produccién de C6-HSL y 3-oxo-C6-HSL (Molina et al., 2005; V.
Venturi et al., 2004). Aunque se desconoce el alcance que tienen los sistemas QS en la regulacién de la
virulencia de E. amylovora, ha quedado demostrada su implicacion en la regulacion de la produccion de
biofilm y de los exopolisacaridos amilovorano y levano, ambos factores imprescindibles en la
patogenicidad(Koczan et al., 2009; Piqué et al., 2015). Puesto que estas tres cepas resultaron positivas
para estas propiedades (Capitulo 2), no fue posible determinar el impacto de la degradacidn de las AHLs
en el patégeno y su relacidn con los mecanismos implicados en la interferencia en la virulencia de E.
amylovora.

Con respecto a los experimentos para evaluar la interferencia en la virulencia de D. solani en
tubérculos de patata, el cocultivo entre las distintas cepas y el patédgeno dio lugar a una inhibicion total
de la podredumbre blanda producida por este patdégeno en rodajas de patatas, salvo en el caso del
cocultivo con la cepa S. equorum EN21 en el que se observé una reduccién de la maceracién del tejido
del 78% con respecto a la producida por el patédgeno en monocultivo, aunque la degradacidon de AHLs
fue parcial en todos los casos. Hasta la fecha de la realizacidon de este manuscrito no se han encontrado
referencias sobre el biocontrol de este patdgeno mediante la inhibicion de sus sistemas QS a pesar de
causar pérdidas superiores a 46 millones de euros anuales en Europa (Dupuis et al., 2021) desde su
descripcién por (J. M. van der Wolf et al., 2014). Si bien poco se sabe sobre la implicacién de los sistemas
QS en su virulencia, es conocido que en la regulacidn de estos intervienen C6-HSL, 3-oxo-C6-HSL y 3-oxo-
C8-HSL mayoritariamente (Crépin et al., 2012a) y cada vez son mas los estudios que apuntan a que la
expresion de enzimas degradadoras de la pared celular vegetal, como pectinasas y celulasas, la
produccién de proteasas, sideréforos y exopolisacaridos, asi como la movilidad tienen cierto grado de
control mediante sistemas QS (Potrykus et al., 2014; Potrykus et al., 2018; Przepiora et al., 2022). Asi, la
interferencia previamente observada (Capitulo 2) en la actividad proteolitica de la caseina y la gelatina,
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asi como la inhibicién de la movilidad de tipo swimming en los cocultivos de las tres cepas con D. solani
podria explicar esta atenuacién de la virulencia.

En cuanto a los ensayos de interferencia en la virulencia de P. atrosepticum en tubérculos de
patata, Unicamente la cepa P. segetis inhibié completamente la maceracién producida por este
patégeno, mientras que el porcentaje de maceracion se redujo un 23% y 35% en las patatas tratadas
con el cocultivo de las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, respectivamente, con respecto a las
tratadas con el patdgeno en monocultivo, observandose una degradacién de AHLs incompleta. Estudios
previos obtuvieron resultados similares mediante la expresion heterdloga de la lactonasa AiiA de
Bacillus sp. A24 en el propio patégeno (Bruno Smadja et al., 2004) o mediante la actividad QQ de la
lactonasa QsdA de Rhodococcus erythropolis y su expresién en Escherichia coli (Barbey et al., 2018). En
el caso de P. atrosepticum, su virulencia se debe principalmente a la produccién de enzimas
degradadoras de la pared celular vegetal y a la produccion de biofilm, y su expresién depende de
sistemas QS regulados de forma mayoritaria por las AHLs 3-0x0-C6-HSL y 3-oxo-C8-HSL (Crépin et al.,
2012b; Latour et al., 2007). Asi esta inhibicién de la patogenicidad observada en el cocultivo con la cepa
P. segetis P6 podria estar relacionada con la interferencia en la produccion de biofilm o la actividad de
estas enzimas imprescindibles para la produccién de la maceracion del tejido.

En el caso del ensayo de interferencia en la virulencia de P. carotovorum subsp. carotovorum en
zanahorias, se observé una reduccion considerable de la maceracién en los cocultivos con las cepas S.
equorum EN21 y P. castrilensis N3, aunque solo la cepa P. segetis P6 inhibié completamente los dafios
causados por este patdgeno. De todos los patdgenos ensayados en este estudio P. carotovorum subsp.
carotovorum es el que mads veces ha sido investigado por su elevada dependencia de los sistemas QS en
la expresion de factores de virulencia. Esta se debe principalmente a una exacerbada produccién de
enzimas degradadoras de la pared celular vegetal que provocan la maceracién caracteristica en el
hospedador y a la produccion de biofilm (Faure & Dessaux, 2007; Lee et al., 2013; Pollumaa et al., 2012).
Los resultados obtenidos en este ensayo concuerdan con diversos estudios en los que se demuestra la
eficacia de la interferencia en los sistemas QS de este patdgeno asociada a la reduccién o inhibicién de
los dafios ocasionados mediante la actividad QQ de Lysinibacillus sp. Gs50 en patatas (Garge & Nerurkar,
2016), las cepas de Bacillus spp. As30, Gs42 y Gs52 en patata, zanahoria y pepino (Garge & Nerurkar,
2017), la expresion heterdloga de la enzima HqgiA en P. carotovorum (Torres et al., 2017) vy
Stenotrophomonas maltophilia M9-54-2 (Reina et al., 2019), Acinetobacter sp. XN-10 (W. Zhang et al.,
2020), Ochrobactrum intermedium D-2 (Fan et al., 2020) y Streptomyces sp. TP199 (Padilla-Galvez et al.,
2021) en patatas. Al igual que en el caso de P. atrosepticum, la actividad QQ de las cepas S. equorum
EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 podria deberse a una interferencia en la produccién de enzimas
que degradan la pared celular y a la produccién de biofilm.

El ensayo de interferencia en la virulencia de P. syringae pv. tomato DC3000 en plantas de tomate
en una camara climatica para el crecimiento de plantas Fitotron® mostrd la capacidad de estas cepas
para reducir la severidad de la infeccién por este patdgeno, aunque en ningln caso se produjo una
inhibicion completa de la infeccidn. A pesar de esto, el tratamiento con los cocultivos de las cepas con el
patdgeno mejord considerablemente el estado de las plantas en base a una mayor biomasa y contenido
en clorofila de las hojas reduciendo asi los sintomas producidos por este patégeno en las plantas de
tomate. Por otra parte, se observd una degradacion completa de las AHLs producidas por este patégeno
cuando se analizaron las AHLs remanentes en los cocultivos.
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Aungue algunos autores descartan la intervencién de sistemas QS en la regulacién de la expresion de
la virulencia de este patdgeno (Elasri et al., 2001; Nakatsu et al., 2019), en los Ultimos afios estan
surgiendo cada vez mds estudios que confirman la produccién de AHLs y el control de al menos parte de
su virulencia mediante sistemas QS (Chatterjee et al., 2007; Morohoshi, Oshima, et al., 2020; Passera et
al.,, 2019). Asi este estudio podria constituir, hasta la fecha de la realizacién de este manuscrito, el
primer reporte del biocontrol de P. syringae pv. tomato DC3000 mediante la interferencia de sistemas
QS en plantas de tomate.

Tras la obtencidén de estos resultados se decidid realizar un ensayo en condiciones de invernadero
empleando plantas de tomate adultas para evaluar con mdas detalle los mecanismos implicados en la
atenuacion de la virulencia de P. syringae pv. tomato DC3000, asi como el impacto de cada tratamiento
mediante un andlisis de compuestos del metabolismo central, compuestos redox, actividad enzimatica
del metabolismo central y del perfil hormonas de las plantas de tomate.

Al igual que los experimentos tomate en una camara para el crecimiento de plantas Fitotron®, los
experimentos en invernadero mostraron la capacidad de las tres cepas para reducir el impacto de P.
syringae pv. tomato DC3000 en las plantas de tomate, ya fuera mediante irrigacion previa o mediante
cocultivos de las bacterias de estudio con este. Esto se confirmé mediante un incremento de la biomasa
aérea y radicular y de la concentracién de clorofila en las plantas previamente irrigadas con las cepas y
posteriormente expuestas al patégeno y en aquellas tratadas con los cocultivos en comparacién con las
plantas tratadas Unicamente con el patégeno. Con respecto a estos parametros, no se observaron
diferencias significativas entre la eficacia de las distintas modalidades de tratamiento, aunque se
observé una mayor biomasa en las plantas previamente irrigadas con las cepas en base a sus
propiedades PGP previamente discutidas en el capitulo 3.

Si bien estas cepas no mostraron la capacidad de controlar completamente al patégeno, se observé
una reduccién de la incidencia y de la severidad de la infeccidon cuando las cepas de estudio estaban
presentes en las plantas ya fuera por irrigacidn previa o por cocultivo. En el caso de la reduccién de la
incidencia, el tratamiento por irrigacién previa mostré ser mas efectivo, especialmente con las cepas S.
equorum EN21 y P. segetis P6. En cuanto a reduccidn de los dafios ocasionados por el patégeno, se
evalué6 mediante una escala de dafios con valores comprendidos entre 0 y 4 (0= planta sana o sin
sintomas; 1= planta afectada en 1-33%; 2= 34-66%; 3= 67-99%; 4= planta muerta). Asi, estas cepas
mostraron un mayor control de los sintomas cuando se aplicaron mediante cocultivo con el patégeno,
aunque la cepa P. segetis P6 mostrd niveles muy similares entre las dos modalidades de tratamiento. En
el caso de la cepa P. castrilensis N3, no se observaron diferencias en la reduccién de los dafos entre las
dos modalidades de tratamiento. Por su parte, la pulverizacién de las plantas con las cepas de estudio
en monocultivo no produjo ningun tipo de dafio en las hojas de estas, demostrando de nuevo su
inocuidad. Estos resultados muestran que las cepas seleccionadas no son capaces de evitar la infeccidn
por el patdégeno, aunque reducen considerablemente los dafios causados por este, ya se apliquen
mediante cocultivos o por irrigacidn radicular previa a la infeccion con este.

Puesto que en las plantas tratadas mediante irrigacién previa con estas cepas y la posterior
exposicidn al patégeno por pulverizacion foliar se observé una intensa reduccion de los dafios, y que en
este sistema experimental no hay contacto entre las cepas y el patégeno que pudieran explicar esta
reduccion, es posible que la colonizacién radicular de las cepas promueva la induccién de sistemas de
defensa en la planta que justifiquen este fendmeno. Este fendmeno ha sido ampliamente documentado
en diversas especies de la familia Pseudomonadaceae (Nguyen et al., 2020; Walters et al., 2013; Weller
et al.,, 2012) y Bacillaceae (liang et al.,, 2020; Rabbee et al.,, 2019), incluso ha sido reportado
recientemente es especies del género Staphylococcus (Bhattacharyya et al., 2020).
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Asi, el analisis de los depdsitos de calosa mostrd que la irrigacion previa de las plantas con las tres
cepas induce el refuerzo de la pared vegetal por la acumulacidn de este polisacdrido asociado a la
defensa de la planta mediante la activacién de la resistencia sistémica inducida (Ahn et al., 2011;
Pieterse et al., 2014). La induccidén de esta resistencia ha sido ampliamente descrita en distintas especies
de las familias Bacillaceae y Pseudomonadaceae (Nguyen et al., 2020; Peng et al., 2019; Pérez-de-Luque
et al., 2017; Verhagen et al., 2009) y juega un papel fundamental en el control de la dispersidon de P.
syringae pv. tomato DC3000 en el tejido vegetal (Jin & Mackey, 2017; Nie et al., 2019; N. Zhang et al.,
2020) aunque aun no existen reportes sobre esta actividad en especies del género Staphylococcus. Fue
especialmente resefiable el incremento de calosa en las plantas irrigadas con la cepa P. segetis P6 en la
gue se observd un elevado depdsito de calosa en las células proximas a los estomas, lugar de entrada
del patdégeno, lo que podria asociarse con un mejor control de la dispersion de este por la planta. La
respuesta observada en las plantas tratadas con las cepas en monocultivo también mostré la activacion
de la deposicién de calosa, dando cuenta de la rdpida interaccion que se establece entre estas cepas y
los mecanismos de defensa de la planta.

Con respecto al analisis de compuestos del metabolismo central de la planta, la presencia del
patdgeno da lugar a un incremento de la concentracién de compuestos nitrogenados, asi como a una
reduccion de azlcares, almiddn y acidos orgdnicos. Estas variaciones han sido previamente analizadas y
descritas como marcadores en la infeccidn causada por P. syringae pv. tomato DC3000 y tienen como
explicacion un rapida movilizacion de azlcares para la activacion de mecanismos de defensa en la
planta, asi como por una disminucién en la actividad fotosintética (Bonfig et al., 2006; Ward et al., 2010;
Zhao et al., 2015), la utilizacion de citrato y malato como fuentes de carbono (Fatima & Senthil-Kumar,
2015; O'Leary et al.,, 2016) y un incremento de la concentracién de proteina relacionadas con la
patogenicidad (PRP), asi como de los aminoacidos necesarios para su sintesis (Griffin & Carson, 2015;
Ward et al., 2010; X. F. Xin & S. Y. He, 2013). Por ello, la presencia de las cepas de estudio ya fuese
mediante irrigacion previa o mediante cocultivos con el patégeno, mejord considerablemente estos
pardmetros hasta valores proximos a sus respectivos controles, resaltando la posible accidn de estas en
la reduccidon del impacto de la infeccién en las plantas de tomate. Ademas, este analisis permitio
corroborar el efecto que tuvo la irrigacion de las plantas con cada una de las cepas a nivel de promocidn
del crecimiento (Capitulo 3), pues se pudo detectar que las plantas pulverizadas con estas cepas en
monocultivo mostraron valores de todos los pardametros muy préximos a los observados en las plantas
control tratadas con agua, lo que indica que los efectos beneficiosos ejercidos por estas cepas requiere
mas tiempo para que se establezca la relacidn bacteria-planta o bien que es necesaria una colonizacidn
radicular para que estas pueden ejercer sus efectos a nivel de promocién del crecimiento.

Por otra parte, el andlisis de compuestos principales mostré diferencias entre los distintos
tratamientos, lo que permitié agruparlos en funcidn de su similitud en cuanto a la concentracion de
estos metabolitos. Por su parte, el tratamiento de las plantas mediante irrigacién previa con la cepa P.
segetis P6 y posteriormente tratada con el patégeno formd un clister con su control Unicamente
irrigada con esta cepa, lo que indica un escaso impacto del patdégeno a nivel de metabolitos primarios en
las plantas irrigadas con esta cepa. En el caso de las plantas tratadas con esta cepa mediante cocultivo
con el patdgeno, el perfil de metabolitos mostré una mayor similitud con el obtenido en las plantas
tratadas con el patégeno en monocultivo, lo que indicaria que esta cepa aplicada mediante irrigacion
previa tiene una mayor capacidad para reducir el impacto del patégeno a nivel de compuestos del
metabolismo central.
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En el caso de las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3, se observo el patron contrario. Las
plantas irrigadas previamente con estas cepas y posteriormente expuestas al patégeno mostraron
similitud con aquellas tratadas con el patdgeno en cuanto a sus perfiles de compuestos del metabolismo
central, mientras que cuando se aplicaron mediante cocultivos dieron lugar a clusters independientes.
Esto indicaria que las cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 desempefian mejor el biocontrol de
este patégeno cuando se aplican mediante cocultivo en lo que a metabolitos respecta.

En cuanto a la determinacidon del perfil redox de las plantas tratadas con el patégeno se detectd un
incremento en la concentracién de H,0, y NADPH y un ligero incremento en la concentracidon de
compuestos fendlicos, asi como una disminucién muy acentuada en los niveles de glutation reducido y
de NADH, y una ligera reduccién en el contenido en todas las formas de ascorbato, NAD*, NADP* y
malondialdehido.

El peréxido de hidrégeno juega un papel fundamental en los mecanismos de respuesta al estrés
inducidos por patégenos, siendo altamente producido en la planta ante la infeccidn por P. syringae pv.
tomato DC3000, causando dafios en el ADN, proteinas y componentes celulares de la planta (Ahn et al.,
2011). El hecho de que la presencia de las cepas ya fuera mediante irrigaciéon previa o mediante
cocultivos, redujera intensamente la concentracidon de este compuesto hasta niveles préximos a sus
respectivos controles, da cuenta de su capacidad para reducir el estrés oxidativo producido por este
patdgeno, como se observd en un estudio con la cepa Pseudomonas putida LSW17S en plantas de
arabidopsis (Ahn et al., 2011).

Por su parte el incremento observado de la concentracién de NADPH puede actuar como reserva en
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en respuesta a la infeccidn por este patogeno
(Torres et al., 2006), lo que junto con la disminucién en la concentracion de NADP*, ascorbato y
glutation indican una escasa actividad del ciclo ascorbato-glutation, el principal sistema de
detoxificacion de ROS en la planta (Akram et al., 2017; Noctor et al., 2018; Sharma et al., 2012). Por otra
parte, cada vez son mas los estudios que relacionan una elevada concentracion de NADH con estados de
resistencia a la infeccidn por diversos patégenos, entre ellos P. syringae pv. tomato DC3000 (Decros et
al.,, 2019; Jambunathan et al., 2010; P. Pétriacq et al., 2012), lo que concuerda con la drastica
disminucién de la concentracién de este compuesto observada en las plantas tratadas Unicamente con
el patégeno.

De manera global, se pudo observar que el tratamiento con las cepas disminuye el estrés oxidativo
causado por este patdgeno en las plantas de tomate, y que el primer contacto de las tres cepas con las
plantas, tras su aplicacién en monocultivos, no supone ningun estrés para éstas, resultados igualmente
observados en el analisis de compuestos redox tras la irrigacidn con cada una de las cepas (Capitulo 3).

En lo que respecta al analisis de compuestos principales del perfil redox, se observé que el
tratamiento de las plantas con las cepas ya fuera mediante irrigacién previa y posterior exposicion al
patdgeno o mediante cocultivos con este, mostraba una clara separacion con respecto al perfil redox
obtenido de las plantas tratadas Unicamente con el patdgeno. Esto indica que estas cepas son capaces
de mejorar el perfil redox de las plantas expuestas al patégeno independientemente del modo de
aplicacion empleado.

Por su parte, la evaluacién de la actividad enzimatica del metabolismo central mostré un
incremento en la actividad de las enzimas Cwlnv, G6P-DH, NAD-GDH y NR, asi como una disminucion
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significativa en la actividad de las VInv, NADP-GAPDH y RuBisCO en las plantas tratadas con el patégeno
con respecto a las plantas control tratadas con agua.

En un contexto de infeccién, la enzima Cwinv juega un papel fundamental en las defensas de la
planta ya que facilitan una rapida movilizacién de azulcares que actlan en los sistemas de sefializacion
en el apoplasto, en la formacién de metabolitos secundarios y promueven el refuerzo de la pared celular
mediante deposicidn de lignina y calosa (Luna et al., 2011; Proels & Hiickelhoven, 2014; Roitsch et al.,
2003). La infeccidn por los patdgenos hemibiotrofos P. syringae pv. tomato DC3000 y Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria son dos ejemplos del papel fundamental que juega esta enzima en los
sistemas de defensa de la planta (Bonfig et al., 2006; Hothorn et al., 2010; Kocal et al., 2008; Zhao et al.,
2015). Asi el incremento de la actividad de esta enzima observado en las plantas tratadas con el
patégeno podria explicarse por la activacién de mecanismos de defensa en la planta, como los depésitos
de calosa observados por microscopia, lo que a su vez estaria relacionada con la disminucién de la
concentracién de azucares observados en el analisis de compuestos del metabolismo central.

Por su parte, el incremento de la actividad de la enzima G6P-DH, involucrada en la glucolisis y la
produccién de NADPH (Castiglia et al., 2015; Esposito et al., 2003), podria justificar la elevada
concentracién de este compuesto y la disminucién de la concentracion de glucosa observados
previamente en las plantas tratadas con el patégeno. Aunque escasos, algunos estudios han confirmado
la sobre activacidn de los sistemas de glucolisis en situaciones de estrés bidtico como mecanismo para la
obtencidn de energia cuando la tasa fotosintética esta afectada (Rojas et al., 2014; Scheideler et al.,
2002).

En cuanto a la enzima NAD-GDH, esta se encarga de la conversion de glutamato en 2-oxoglutarato y
NH4* y la posterior incorporacién del primero al ciclo de los acidos tricarboxilicos cuando el carbono es
un factor limitante, jugando asi un papel imprescindible en la conexién carbono-nitrégeno en la planta
para la movilizacion de nutrientes en situaciones de estrés nutricional (Fontaine et al.,, 2012;
Grzechowiak et al., 2020; Labboun et al., 2009; Skopelitis et al., 2006), algo que diversos estudios han
comprobado en las plantas sometidas a estrés bidtico (Pageau et al., 2006; Rojas et al., 2012).

Con respecto a la enzima NR, esta juega un papel fundamental en la asimilacién de amonio para la
posterior sintesis de aminoacidos y proteinas (Berger et al., 2020; Huarancca Reyes et al.,, 2018),
actividad que podria estar detras del incremento en la concentracion de proteinas y aminoacidos
observado en las plantas tratadas con el patégeno, asi como la reduccién de la concentracién de NADH,
pues esta enzima lo emplea como cofactor en la reduccién de nitrato a nitrito. Ademas, esta enzima
desempena una funcién en los sistemas de defensa de la planta mediante la produccidn de éxido nitrico
(NO) en situaciones de estrés bidtico que en presencia de superéxido (O;) reaccionan para formar
peroxinitrito (ONOO’), un compuesto altamente reactivo que promueve la muerte celular (Bellin et al.,
2013; Martinez-Medina et al., 2019; Vandelle & Delledonne, 2011), como ha sido demostrado en
diversos estudios en la interaccidn planta-patégeno hemibiotrofo (Gupta et al., 2013; Thalineau et al.,
2016; Vitor et al., 2013).

Por otra parte, la disminucion de la actividad de la enzima Vinv en las plantas tratadas con el
patdgeno podria deberse a la reduccién de la concentracidn de sacarosa disponible en el citoplasma
observada previamente. Aunque se han descrito incrementos en la actividad de esta enzima en la
interaccion Agrobacterium tumefaciens y plantas de ricino (Wachter et al., 2003), disminuciones en la
interaccion Uromyces fabae y plantas de haba (Voegele et al., 2006) asi como en Erysiphe necator y
plantas de vid (Hayes et al., 2010); y ausencia de variacion en la actividad en el sistema Phytophthora
nicotianae en plantas de tabaco (Essmann, Bones, et al., 2008; Essmann, Schmitz-Thom, et al., 2008) o
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Botrytis cinerea en plantas de tomate (Hyun et al., 2011), no se conoce su papel en los mecanismos de
defensa de la panta.

Por ultimo, la disminucién de la actividad de las enzimas RuBisCo y NADP-GAPDH, ambas implicadas
de la fotosintesis, podria deberse a los dafios causados por el patégeno en las hojas y a la importante
reduccion de la concentracidn de clorofila observadas en las plantas tratadas con este. Por otra parte,
multiples estudios han demostrado una regulacion negativa en la fotosintesis durante las interacciones
planta-patdgeno entre los que se encuentra P. syringae pv. tomato DC3000 (Bilgin et al., 2010; Dutton et
al., 2019; Li et al., 2015; W. Wang et al., 2019). Ademas, la escasa actividad de la enzima NADP-GAPDH
concuerda con los elevados niveles de NADPH observado en estas plantas, pues es usado por ella como
cofactor en el ciclo de Calvin.

Por su parte, las plantas tratadas con las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6
tanto por irrigaciéon previa y posterior exposicién al patdgeno como mediante cocultivos con este,
mostraron valores préximos a sus respectivos tratamientos control tratados con agua, resaltando la
capacidad de estas cepas para reducir el impacto generado por el patégeno en las plantas de tomate.

En cuanto a las plantas pulverizadas con cada una de las cepas en monocultivo, Unicamente se
observé un ligero incremento en la actividad de la enzima Cwinv en todas ellas, y un incremento de la
actividad de la enzima RuBisCO en las plantas tratadas con las cepas P. castrilensis N3 y P. segetis P6 y
de la enzima NAD-GDH en aquellas tratadas con la cepa P. castrilensis N3. Estos resultados dan cuenta
de la rapida relacién que establecen estas cepas con su hospedador y en ningln caso las plantas
mostraron signos de estrés o dafios. Ademas, este perfil de actividad enzimdtica contrasta con el
obtenido tras la aplicacion de las mismas cepas mediante irrigacion (Capitulo 3) en el que se detectd una
elevada diversidad en cuanto a la variacidén de la actividad metabdlica con respecto a las plantas control
tratadas con agua.

Por ultimo, el andlisis del perfil hormonal de las plantas tratadas con el patégeno mostrd un
incremento significativo en la concentracién de ABA y SA, asi como una disminucién en la concentracion
de JA y Mela con respecto a las plantas control tratadas con agua.

En un contexto de estrés bidtico, el ABA juega un papel fundamental en la defensa ya que su
incremento en la planta induce el cierre estomatico dificultando la entrada de los patégenos que
emplean esta via de infeccién (Chen et al., 2020; Guzel Deger et al., 2015). La sintesis de esta hormona
se dispara en la planta tras el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs)
como la flagelina (flg22) de P. syringae pv. tomato DC3000 (Liu et al., 2009; Zeng & He, 2010). Aunque el
ABA juega un papel importante en el inicio de la infeccidn impidiendo la entrada de los patdgenos a
través de los estomas, una vez que el patégeno ha infectado la célula, el incremento mantenido en la
concentracion de ABA inhibe los mecanismos de defensa asociados a la via del SA, favoreciendo la
infeccién (Cao et al., 2011). Por su parte, la fitotoxina coronatina producida por P. syringae pv. tomato
DC3000 inhibe el cierre estomatico permitiendo la entrada del patégeno (Chen et al., 2020; Toum et al.,
2016), de tal forma que cuando este penetra en el apoplasto encuentra el ambiente idéneo para su
replicacion, pues los sistemas de defensa estan reducidos. En base a esto, la reduccidon de la
concentracién mantenida de ABA en las plantas irrigadas con las cepas o tratadas con los cocultivos
podria reducir el impacto que esto tiene sobre las defensas de la planta, disminuyendo asi el impacto de
la infeccion por el patégeno.

En cuanto a la concentracién de SA observada, es bien sabido que la infeccidn ocasionada por este
patdgeno causa un incremento de la concentracidn de esta hormona en la planta tras el reconocimiento
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de PAMPs asociados a este, lo que promueve la activacion de una respuesta inmunoldgica en la planta
(X.-F. Xin & S. Y. He, 2013). Por otra parte, es comun observar un incremento en la concentracion de JAy
Mela tras la infeccidn por este patégeno, ya que la fitotoxina coronatina producida por este patégeno,
un analogo del JA-lle (jasmonoil-isoleucina, la forma activa del JA), da lugar a la activacién de la via del
JA, promoviendo mecanismos de defensa mediados por esta hormona, e inhibiendo la via del SA. Esta
modificacion en los mecanismos de defensa promueve un estado de susceptibilidad a la infeccidn, pues
la via del SA es mas efectiva frente a patégenos hemiy biotrofos (Geng et al., 2014; Y.-S. Ku et al., 2018;
Yang et al., 2019). Por ello, el hecho de que no se hallaran variaciones en la concentracién de JA y Mela
podria explicarse por la elevada tasa de transformacién de estas hormonas a su forma activa JA-lle en el
transcurso de la infeccién por P. syringae pv. tomato, como observaron (Scalschi et al., 2020).

En cuanto al tratamiento de las plantas con las tres cepas en monocultivo, se observé una
disminucién de la concentracidon de todas las hormonas con respecto a las plantas tratadas con agua,
salvo en el caso de las plantas tratadas con la cepa P. castrilensis N3, que no mostré cambios en la
concentraciéon de JA, y las plantas tratadas con la cepa P. segetis P6, que dio lugar a un incremento en la
concentracién de esta hormona. Este ligero incremento en la concentracion de JA en las plantas tratadas
con las cepa P. segetis P6, es un resultado que no se observd en el andlisis previo mediante irrigacién
radicular (Capitulo 3). Esto podria indicar que esta cepa produce una induccidon de la resistencia
sistémica en la planta en los momentos posteriores a primer contacto produciendo este incremento de
JA, que disminuye con el tiempo, relaciondndose con una mayor sensibilizacién de los receptores de JA
en lugar de una produccién mantenida de esta hormona (Hoffland et al., 1995; Pieterse et al., 1996).

En lo que respecta al andlisis de compuestos principales del perfil hormonal, se observd que el
tratamiento de las plantas con las cepas mediante irrigacién previa y posterior exposicion al patégeno
formaba un clister independiente al observado en las plantas tratadas Unicamente con el patégeno. No
fue asi en las plantas tratadas con los cocultivos de la cepas y el patégeno, cuyo perfil hormonal se
asocid se agrupd con el de las plantas tratadas con el patdgeno en monocultivo, excepto en el caso de
las plantas tratadas con el cocultivo de la cepa P. segetis P6. Estos resultados podrian indicar que las
cepas S. equorum EN21 y P. castrilensis N3 mejoran el perfil hormonal de la planta durante la infeccidn
cuando se aplican mediante irrigacidén previa y posterior exposicion al patdgeno, que cuando se aplican
mediante cocultivos. En lo que respecta a la cepa P. segetis P6, esta demostrd ser efectiva
independientemente de la modalidad de tratamiento.

Aunque el perfil hormonal no arrojo resultados definitivos sobre la induccidn de mecanismos de
defensa en la planta por parte de las cepas, los depdsitos de calosa observados, la reduccién de la
incidencia y la severidad de la infeccidn, y el hecho que el patégeno y estas no tuvieron contacto fisico
en los tratamientos por irrigacién previa, hace pensar que las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3
y P. segetis P6 promueven las defensas de la planta frente a la infeccién por P. syringae pv. tomato
DC3000. Futuros estudios mediante analisis transcriptémicos podrian dar soporte a esta hipotesis.

Finalmente, se analizd la capacidad de las tres cepas para promover la tolerancia a estrés hidrico en
las plantas mediante un ensayo en A. thaliana Col-0.

Las curvas de crecimiento mostraron la capacidad de las tres cepas para crecer a distintas
concentraciones de PEG, un inductor de estrés hidrico cominmente empleado en este tipo de
experimentos, aunque se observd una reduccién del crecimiento de las cepas cuando el medio de
cultivo se suplementé con PEG al 15% (p/v). La cepa S. equorum EN21 mostré un crecimiento
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inversamente proporcional a la concentracidon de este compuesto, mientras que la cepa P. castrilensis
N3 no mostré diferencias entre el medio TSB suplementado o no con PEG al 5% (p/v). En el caso de la
cepa P. segetis P6, se observd un incremento significativo del crecimiento cuando el medio se
suplementd con PEG al 5% (p/v) con respecto al medio TSB. Estos resultados concuerdan con diversos
estudios realizados previamente en los que se han descrito distintas cepas del género Staphylococcus
(Jayakumar et al., 2020) y de las familias Bacillaceae y Pseudomonadaceae (A. Kumar et al., 2016;
Praveen Kumar et al., 2014) con una elevada tolerancia al estrés hidrico.

Por otra parte, la suplementacion de los medios con exudados radiculares artificiales (ERA), como
posibles inductores de la colonizacién radicular, produjo una reduccién del crecimiento de la cepa S.
equorum EN21. El caso de la cepa P. castrilensis N3 no se observaron diferencias con respecto a los
medios sin suplementar, mientras que la cepa P. segetis P6 mostré un gran incremento en el
crecimiento cuando el medio TSB se suplementé con ERA. Como se discutié en el capitulo anterior, la
composicion de los exudados radiculares, asi como la concentracidn de sus componentes determinan
que estos promuevan o reduzcan el crecimiento de las cepas bacterianas (Haichao Feng et al., 2018;
Kudjordjie et al., 2019; Vora et al., 2021).

Tras esto se analizd la produccion de biofilm de las tres cepas en condiciones de estrés hidrico y
suplementando con ERA para evaluar si estos estimulaban su produccién. En el caso de las cepas S.
equorum EN21 y P. castrilensis N3 se observé una relacién directa entre la produccidn de biofilm y la
concentracién de PEG en el medio, lo que podria explicarse como una respuesta al estrés hidrico que
induce la produccidn de biopeliculas para retener el agua presente en el medio (Gupta et al., 2017; D. C.
Wang et al., 2019). Por el contrario, en el caso de la cepa P. segetis P6 se observd una relacion inversa,
aunque la produccidon de biofilm se vio favorecida por la presencia de ERA, como se observo
previamente en presencia de exudados de tomate y salicornia.

El andlisis del genoma de las tres cepas permitid identificar distintos genes relacionados con la
sintesis y el transporte de solutos compatibles como las enzimas colina, prolina y betaina-aldehido
deshidrogenasas, trehalosa-6-fosfato hidrolasa y los transportadores de glicina betaina, prolina vy
prolina/betaina cuya presencia en algunas cepas bacterianas ha sido previamente asociada con la
tolerancia al estrés hidrico en diversas especies vegetales (Joshi et al.,, 2019; Nawaz & Wang, 2020;
Sharma et al., 2020; D. C. Wang et al., 2019).

Tras analizar el potencial de estas cepas como promotoras de la tolerancia a estrés hidrico se analizo
su actividad in vitro mediante un ensayo en plantas de A. thaliana Col-0 expuestas a PEG 4% (p/v) como
agente inductor de este tipo de estrés. Los resultados de este ensayo mostraron la capacidad promotora
del crecimiento vegetal cuando las plantas no se encontraban bajo estrés. Por otra parte, bajo
condiciones de estrés hidrico, las plantas irrigadas con las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6
mostraron un mayor desarrollo de la parte aérea y radicular, respectivamente, en comparacién con las
plantas control inoculadas con MgSO.. Esto junto con el incremento en el contenido relativo en agua y
en la concentracién de clorofila demuestran que estas cepas son capaces de promover la tolerancia a
estrés hidrico in vitro, tal como se ha descrito recientemente en especies del género Staphylococcus
(Arun K. et al., 2020; Jayakumar et al., 2020; Lalay et al., 2021) y Pseudomonas (Ansari et al., 2021; Kour
et al., 2020; Yasmin et al., 2022). Diversos estudios han determinado que la tolerancia al estrés hidrico
ejercido por cepas PGP se asocia con la reduccién de estrés oxidativo en la planta, la produccion de
biofilm y exopolisacaridos, la disminucién de la concentracién de etileno mediante la actividad de la
enzima ACC desaminasa, la produccién de fitohormonas y de osmolitos (Barnawal et al., 2017; Forni et
al., 2017; Jochum et al., 2019; Ngumbi & Kloepper, 2016; S. S. Vurukonda et al., 2016), caracteristicas
que estas cepas han demostrado poseer a lo largo de la investigacion realizada en esta tesis doctoral.
Por su parte, la cepa P. castrilensis N3 mostré un crecimiento excesivo en presencia de PEG, causando
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efectos negativos en el desarrollo de las plantas de arabidopsis, que podria estar asociado a la induccidn
de la formaciéon de biofilm que produce la presencia de PEG en el medio, asi como podria indicar que
esta cepa tiene la capacidad de utilizar este compuesto como fuente de carbono, una caracteristica
observada en algunas cepas de Pseudomonas stutzeri (Kawai, 2002), Stenotrophomonas maltophilia
(Kawai, 2005) o Pseudonocardia sp. K1 (Yamashita et al., 2004).

Finalmente, el recuento en placa de las UFC de las cepas de estudio en las raices de las plantas de
arabidopsis no sometidas a estrés hidrico, mostré un grado de colonizacién similar al obtenido en el
ensayo en plantas de tomate descrito en el capitulo anterior, lo que demuestra la capacidad de estas
cepas para colonizar las raices de diversas especies vegetales. Igualmente, las plantas sometidas a estrés
mostraron un elevado grado de colonizacién, con un ligero descenso en las plantas tratadas con la cepa
S. equorum EN21, posiblemente asociado a que las condiciones adversas dificultan el crecimiento de la
bacteria, aunque ello no supuso un detrimento en la capacidad de esta cepa para promover la tolerancia
al estrés. En cambio, el incremento de la colonizacion observado en las plantas bajo estrés y tratadas
con la cepa P. segetis P6 con respecto a las plantas control no estresadas, muestra una mayor capacidad
de esta cepa para colonizar la raiz de las plantas de arabidopsis en condiciones de estrés. Cada vez hay
mas evidencias de que los exudados de las plantas juegan un papel fundamental en el reclutamiento de
la microbiota presente en las rizosfera, por lo que este incremento en el nimero de UFC de la cepa P.
segetis P6 podria estar asociado con cambios en la composicidn de los exudados en las plantas
estresadas que favorecen el crecimiento de esta cepa y con ello afianza la relacidn beneficiosa entre
ambas partes (Liu et al., 2021; Naylor & Coleman-Derr, 2018; Oppenheimer-Shaanan et al., 2021;
Simmons et al.,, 2020). Ademas, el estrés hidrico podria inducir la produccién de biofilm y de
exopolisacaridos en esta cepa dando lugar a una mayor retencidon de agua, lo que genera un nicho mas
favorable para el crecimiento de la poblacién bacteriana (Ashry et al., 2021; Nadeem et al., 2021).

Teniendo en cuenta estos resultados en conjunto, y a falta de confirmacién mediante futuros
ensayos in vivo, las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 muestran un elevado potencial en la
promocién de la tolerancia al estrés hidrico, lo que podria estar relacionado con su capacidad para
disminuir la concentracion de etileno en la planta mediante la actividad de la enzima ACC desaminasa,
para aumentar la hidratacién de las raices mediante la produccién de biofilm, y de EPS en el caso de la
cepa P6, por la capacidad de promover el desarrollo foliar y radicular mediante la sintesis de auxinas, asi
como por su elevado repertorio genético relacionado con la sintesis de solutos compatibles. En el caso
de la cepa P. castrilensis N3, el sobrecrecimiento observado en estos ensayos in vitro no permitié
identificar su potencial como reductora del estrés hidrico, aunque futuros estudios podrian analizar su
actividad en este dmbito empleando D-manitol como agente inductor con el fin de comprobar ese
sobrecrecimiento esta causado por la degradaciéon del PEG.
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Una gran parte de la superficie terrestre esta formada por tierras aridas, semiaridas y salinas. La vida
en estas regiones supone un desafio por las duras condiciones ambientales con limitaciones de agua,
altos niveles de radiacién solar, una elevada salinidad en el suelo y la deficiencia de nutrientes, que
tienen graves consecuencias en el crecimiento y la supervivencia de las plantas (Alsharif et al., 2020).
Incluso en estas regiones habitan plantas capaces de resistir estas condiciones como las plantas haldfilas
pertenecientes a los géneros Arthrocnemum, Atriplex, Salicornia y Suaeda. Este fendmeno se debe en
gran parte a mecanismos fisiolégicos de adaptacién de la planta, asi como a la actividad de la comunidad
microbiana que habita asociada a ellas (Alsharif et al., 2020; Eida et al., 2018).

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB, Plant Growth Promoting Bacteria) son
aquellas cepas que tienen un impacto positivo en el crecimiento, la productividad y/o en la resistencia a
enfermedades de las plantas y condiciones ambientales adversas (Prasad et al., 2019). Por otra parte,
aunque la interferencia de los sistemas QS es un mecanismo descrito en microorganismos que habitan
los ambientes marinos, poco se sabe de este fendmeno en habitats salinos y aridos (Torres et al., 2019).
Debido a la escasez de nutrientes y al amplio rango de factores estresantes de estos ambientes, la
actividad QQ puede constituir una ventaja competitiva para los microorganismos que alli habitan a la
hora de colonizar la rizosfera de las plantas.

Por ello, las plantas haldfitas constituyen nichos poco explorados en los que habitan
microorganismos adaptados a ambientes extremos y que podrian suponer una fuente de biofertilizantes
y agentes de control bioldgico en la industria agricola (Norton et al., 2016). Entre las propiedades de
estos microrganismos se encuentran la mejora de la fertilidad del suelo, el aumento de la tolerancia de
las plantas agricolas a diversos tipos de estrés ambientales y de la productividad de los cultivos,
constituyendo ademads una opcién respetuosa para el medio ambiente (Alsharif et al., 2020; Ramawat,
2009).

En esta tesis se analizd la microbiota presente en distintos ambientes salinos y en plantas haléfilas
presentes en el Saladar de EI Margen con el propdsito de aislar microorganismos que muestren una
actividad combinada con caracteristicas promotoras del crecimiento vegetal y la capacidad de interferir
en la virulencia de los fitopatégenos mediante quorum quenching (QQ). Este estudio mostrd la
diversidad de funciones PGP que desempefan las cepas bacterianas que habitan estos ambientes
extremos y que en los ultimos afios estan generando interés en la comunidad cientifica (Shahid et al.,
2019; Szymarnska et al., 2018; Yamamoto et al., 2018).

Tras la caracterizacion in vitro de la actividad PGP y QQ de las 391 cepas que compusieron la
coleccion de estudio de este trabajo, se seleccionaron tres de ellas por su elevado potencial promotor
del crecimiento vegetal y su versatilidad en la degradacion de distintas AHLs sintéticas: Staphylococcus
equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 y Pseudomonas segetis P6.

El género Staphylococcus, generalmente asociado a microorganismos patégenos de humanos y
animales como S. aureus y S. epidermidis, son pocos los reportes relacionados con la actividad PGP. Sin
embargo, el estudio de la diversidad del suelo asociado a distintas plantas estd demostrando la
versatilidad de funciones que pueden cumplir las especies de este género en la naturaleza, como es el
caso de las cepas S. capitis y S. warneri aisladas de suelos salinos con la capacidad de producir
sideréforos, fijar nitrégeno y solubilizar fosfatos (Tchuisseu Tchakounté et al., 2018); S. xylosus con
propiedades similares (C. Wang et al., 2021) o las cepas Staphylococcus STN-1 y STN-5 aisladas de
gramineas haldéfilas que promueven el crecimiento de las plantas de maiz bajo estrés salino (Shahid et
al., 2019).
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Del mismo modo, el estudio de la interferencia en los sistemas QS en especies de este género es
escaso, aunque se ha descrito la produccién de dos moléculas inhibidoras de QS, conocidas como
yayurea Ay B, por parte de S. delphini, S. intermedius, S. lutrae, S. pseudintermedius y S. schleiferi (Chu
et al.,, 2013), asi como la produccidon de lactonasas con actividad QQ en las especies S. carnosus, S.
haemolyticus, S. saprophyticus y S. sciuri (Morohoshi, Kamimura, et al., 2020).

En el caso de la especie S. equorum fue aislada de la piel de caballo en 1984 (Schleifer et al., 1984) y
hasta la fecha, no hay descripciones de su actividad relacionada con la promocién del crecimiento
vegetal ni con la actividad quorum quenching, aunque es un microorganismo comun en la microbiota de
alimentos fermentados, empleandose para tal fin en la industria alimentaria (Corbiere Morot-Bizot et
al., 2006; Mauriello et al., 2004; Place et al., 2003).

Con respecto al género Pseudomonas es el que posee mas diversidad de especies descritas del
domino Bacteria, con mas de 200 especies tipo (Lalucat et al., 2020). Las bacterias de este género son
abundantes en un gran rango de nichos ecoldgicos como el suelo, agua dulce, diversas plantas y
animales, lo que demuestra su elevada versatilidad metabdlica y capacidad de adaptacion a estos
ambientes. Aunque algunas de las cepas de este género son patégenos de humanos, animales y plantas,
como es el caso de P. aeruginosa o P. syringae, otras especies de este género como P. fluorescens, P.
putida o P. cloraraphis son los méximos exponentes en cuanto a promocion del crecimiento vegetal y
han servido como modelo para numerosos estudio de las interacciones planta-microorganismo
(Sitaraman, 2015). Estas se caracterizan por colonizar competitivamente las plantas ejerciendo un efecto
beneficioso a nivel de incremento de la disponibilidad de nutrientes, aumento de la tolerancia al estrés
bidtico y abidtico, biocontrol de patdgenos e induccidn de la resistencia sistémica en las plantas (Backer
et al., 2018; Nadeem et al.,, 2016; Sah et al., 2021). En relacion con la actividad QQ, el género
Pseudomonas ha sido ampliamente estudiado por su implicacidn en la autorregulacién de los sistemas
QS asi como asociado a fendmenos de competicidn, no solo en el campo de la agricultura, sino también
en el ambito médico, con P. aeruginosa como principal exponente ((Huang et al., 2003; Huang et al.,
2006))(Bokhove et al., 2010; Park et al., 2005; Wahjudi et al., 2011).

En lo que respecta a la especie P. segetis, hasta la fecha de redaccion de este manuscrito, no se ha
descrito actividad alguna de esta cepa tras su identificacién y descripcidn taxondmica tras el aislamiento
en un suelo de la regidn surcoreana de Dokdo (Park et al., 2006).

Por otra parte, las especies del género Bacillus son, sin duda, las bacterias predominantes en la
mayoria de los suelos y son ampliamente conocidas sus caracteristicas PGP que han permitido incluso su
comercializacién como biofertilizantes(Berg, 2009; Choudhary & Johri, 2009). Entre estas destacan la
solubilizacidon de nutrientes, la fijacion de nitrégeno, la produccidn de fitohormonas y sideréforos o la
induccidn de la resistencia sistémica inducida (ISR) en la planta, pero sobre todo son interesantes por su
elevada y diversa produccién de enzimas hidroliticas y de compuestos con actividad antimicrobiana,
como antibidticos, antifingicos, bacteriocinas, biosurfactantes, cianuro de hidrégeno (HCN) vy
compuestos organicos volatiles (COVs) (Saxena et al., 2020; H. Wang et al., 2021). En lo que respecta a la
actividad QQ de las especies de este género, es un mecanismo con ciertos representantes como B.
amyloliquefaciens, B. cereus, B. megaterium, o B. thuringiensis, de hecho, la primera descripcién de una
lactonasa con la capacidad de degradar AHLs se realizd en especies de este género (Dong et al., 2002; Y.
H. Dong et al., 2000; Yin et al., 2010).
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En este caso, la cepa P. castrilensis N3 constituye una nueva especie del género Peribacillus,
recientemente reclasificado tras una anadlisis taxondmico en el género Bacillus, lo que dio lugar a la
transferencia de diversas especies a este nuevo género (Sudip Patel & Radhey S. Gupta, 2020). Entre
ellas, P. simplex, el taxdn mas proximo filogenéticamente a esta cepa, ha sido ampliamente descrito por
su actividad PGP (Schwartz et al., 2013) y se ha descrito su actividad QQ (Hanano, Harba, Al-Ali, et al.,
2014) .

Los resultados obtenidos en esta tesis con respecto a estas tres cepas mostraron su potencial para
promover el crecimiento in vitro de las plantas mediante la solubilizaciéon de nutrientes, la fijacién de
nitrégeno, la produccién de fitohormonas, sideréforos, enzimas hidroliticas y la modificacién del perfil
hormonal por la accién de la enzima ACC desaminasa. Caracteristicas ampliamente asociadas a la
promocién del crecimiento en diversas cepas descritas (Berg et al., 2016; Kumar et al., 2022; Mohanty et
al., 2021).

Por otra parte, la movilidad de estas cepas y su quimioatraccién a GABA y exudados de distintas
plantas, junto con su capacidad para formar biofilm y producir exopolisacaridos, resultaron ser clave en
los ensayos in vitro de colonizacidn de las raices de las plantas de tomate. Estos resultados demuestran
gue estas cepas podrian responder a estimulos de la rizosfera de las plantas y establecer una
colonizacion eficiente, ejerciendo asi sus efectos beneficiosos para la planta (Y. Ku et al.,, 2018;
Rossmann et al., 2017). Estos efectos se comprobaron en un ensayo in vivo en plantas de tomate en las
gue se observd un incremento de la biomasa de las plantas, tanto de la parte aérea como radicular, con
una especial incidencia en la modificaciéon de la arquitectura radicular. Un andlisis del metabolismo
central de la planta y del perfil de fitohormonas permitié identificar un impacto positivo en el
metabolismo del nitrégeno, asociado a un incremento de proteinas y aminoacidos en la planta, asi como
un aumento de la tasa fotosintética, asociado a una mayor actividad de enzimas relacionadas con este
proceso, y a un incremento en la concentracién de acido indolacético en las plantas irrigadas con las tres
cepas. Estos mecanismos descritos en determinadas bacterias que ejercen un efecto beneficioso en las
plantas hacen de estas cepas un interesante recurso en el aumento de la productividad agricola, como
biofertilizantes, reduciendo a su vez la dependencia de fertilizantes quimicos (Aiysha & Latif, 2019;
Cordero et al., 2018; Kumar et al., 2022).

En cuanto a la caracterizacién de la actividad quorum quenching, las tres cepas demostraron su
capacidad para degradar las AHLs producidas por los fitopatdgenos Dickeya solani, Erwinia amylovora,
Pectobacterium atrosepticum y Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000, ya fueran procedentes de extractos de estos o bien mediante cocultivo
entre las cepas seleccionadas y los patdgenos. El analisis de impacto de la degradacién de estas
moléculas sefial mostré una interferencia en la movilidad y en la produccién de determinadas enzimas
hidroliticas de los fitopatégenos, ambas descritas como factores de virulencia de estos (Agyemang et al.,
2020; Xie et al., 2020). Por otra parte, el analisis gendmico y estructural permitié identificar la naturaleza
de las enzimas implicadas en esta actividad QQ, lo que confirmé esta actividad en las cepas asociada a
una enzima de tipo lactonasa en la cepa S. equorum EN21, dos enzimas de tipo acilasa en la cepa P.
segetis P6 y una enzima de cada tipo en la cepa P. castrilensis N3. Estas enzimas mostraron homologia
con otras enzimas previamente descritas como Aal de A. acidoterrestris en el caso de las lactonasas de la
cepa S. equorum EN21 (Bergonzi et al., 2018); QuiP de P. aeruginosa PAO1 (Huang et al., 2006) y HacB
de P. syringae pv. syringae B728a (Wahjudi et al., 2011) en el caso de las acilasas de la cepa P. segetis
P6; y con AidC de Chryseobacterium sp. StRB126 (Wang et al., 2012) para la lactonasa de la cepa P.
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castrilensis N3, mientras que su acilasa mostré homologia con AiiC de Nostoc sp. PCC 7120 (Romero et
al., 2008).

Con respecto a los ensayos de interferencia en los sistemas QS de Dickeya solani, Erwinia amylovora,
Pectobacterium atrosepticum y Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Unicamente la cepa P.
segetis P6 mostrd una inhibicion completa de los dafios causados por estos fitopatdgenos. Por el
contrario, las cepas S. equorum EN21y P. castrilensis N3 dieron lugar a un control parcial de la infeccién,
salvo en el caso de esta ultima que inhibié totalmente la sintomatologia producida por D. solani en
patatas. Estos resultados ponen de manifiesto la relevancia de la interferencia en los sistemas quorum
sensing de los fitopatdégenos como un método eficaz, seguro y respetuoso con el medio ambiente para
el control de estos en los campos de cultivo. Asi constituyen una alternativa encaminada a la reduccidn
del uso de pesticidas quimicos, con escaso riesgo de generacién de resistencia en los patégenos
(Bzdrenga et al., 2017; Garcia-Contreras et al., 2013).

Igualmente, los ensayos de interferencia en la patogenicidad de Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 mostraron un eficaz control de la sintomatologia producida por este patégeno en las plantas de
tomate por parte de las tres cepas. Asi la interferencia en los sistemas quorum sensing de este
patégeno, un método de biocontrol escasamente descrito en este patdgeno, podria resultar de gran
utilidad en la agricultura por las grandes mermas que genera este patégeno en los campos de cultivo
(Morohoshi et al., 2021; Passera et al., 2019). Por otra parte, la irrigacidn radicular de las tres cepas en
las plantas de tomate previamente a la infeccion con el patdégeno demostrd igualmente una alta
efectividad en el control de la sintomatologia producida por P. syringae pv. tomato DC3000, lo que
parece estar en relacionado con una induccion de la resistencia sistémica (ISR) de estas cepas en la
planta, ya que las tres cepas y el patdgeno no tuvieron contacto fisico durante estos experimentos. Por
ello estas cepas, ademds de promover el crecimiento de las plantas podrian constituir un valioso aliado
en la control de la virulencia de este patégeno al favorecer los mecanismos de respuesta de la planta
previamente a la infeccion por determinados patdgenos (Annapurna et al., 2013; Kumar et al., 2022).

Por ultimo, las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 mostraron un elevado potencial en la
promocién de la tolerancia al estrés hidrico, lo que podria estar asociado a una interferencia en el perfil
hormonal de las plantas mediado la produccidn de auxinas y por la actividad de la enzima ACC
desaminasa, un mejor estado de hidrataciéon de las raices mediante la formacion de biofilms y la
produccién de exopolisacaridos, asi como por la potencial produccidn de solutos compatibles detectada
en sus genomas, todos ellos factores descritos en la promocién de este tipo de tolerancia por parte de
los microorganismos PGP (Nadeem et al., 2021; Zhang et al., 2022).
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Conclusiones
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Las conclusiones de esta tesis doctoral son las siguientes:

1. Entre las 391 cepas objeto de estudio de esta tesis, aisladas de ambientes salinos, se
seleccionaron las cepas Staphylococcus equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 'y
Pseudomonas segetis P6 por presentar, tanto actividad promotora del crecimiento vegetal in
vitro , como actividad quorum quenching sobre AHLs sintéticas.

2. Las cepas seleccionadas establecen una colonizacidn radicular de la planta de tomate asociada a
movilidad, quimiotaxis a exudados radiculares, formacién de biofilm y produccién de
exopolisacaridos. Esta interaccion promueve el crecimiento de la planta in vivo, ejerciendo un
impacto positivo en el metabolismo del nitrégeno, la tasa fotosintética y hormonas asociadas al
crecimiento, sin causar estrés oxidativo sobre la misma

3. Lla actividad quorum quenching de las tres cepas seleccionadas produjo la degradacion
enzimatica de las AHLs de los fitopatdgenos Dickeya solani, Erwinia amylovora, Pectobacterium
atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000, afectando a factores de virulencia asociados a los mismos. El andlisis gendmico
y estructural permitid identificar que esta actividad se debe a enzimas de tipo lactonasa y
acilasas que guardan homologia con otras previamente descritas.

4. Las tres cepas de estudio redujeron los dafios causados por los fitopatégenos D. solani, E.
amylovora, P. atrosepticum y P. carotovorum subsp. carotovorum en sus respectivos
hospedadores, siendo la cepa P. segetis P6 la Unica que logré una inhibicién total de la
patogenicidad. Las tres cepas disminuyeron los dafios producidos por P. syringae pv. tomato
DC3000 en plantas de tomate cuando se aplicaron en cocultivos y mediante irrigacion radicular,
lo que podria estar relacionado con una induccién de la resistencia sistémica en la planta. La
reduccion del impacto del patégeno se asocié con un incremento en la tasa fotosintética y una
disminucidén en el estrés oxidativo en las plantas.

5. Las cepas S. equorum EN21 y P. segetis P6 promovieron la tolerancia al estrés hidrico in vitro en
plantas de Arabidopsis thaliana , observandose un aumento de la biomasa, el contenido relativo
de agua y la concentracion de clorofila, lo que demuestra su potencial como promotoras del
crecimiento vegetal en condiciones de estrés abidtico.

6. Los ambientes hipersalinos y semiaridos, asi como las plantas haléfitas que habitan en ellos,
constituyen una fuente poco explorada de microorganismos con potencial aplicacién en la
agricultura por sus propiedades promotoras del crecimiento en condiciones de estrés bidtico y
abidtico.
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Conclusions

The conclusions of this Doctoral Thesis are as follows:

1. Among the 391 strains studied in this thesis, isolated from saline environments, strains
Staphylococcus equorum EN21, Peribacillus castrilensis N3 and Pseudomonas segetis P6 strains
were selected for presenting both in vitro plant growth-promoting activity and quorum
guenching activity on synthetic AHLs.

2. The selected strains established a tomato plant root colonization associated with motility,
chemotaxis to root exudates, biofilm formation and exopolysaccharide production. This
interaction promotes in vivo plant growth, exerting a positive impact on nitrogen metabolism,
photosynthetic rate and growth related phytohormones, without causing oxidative stress on it.

3. The quorum quenching activity of selected strains exerted an enzymatic degradation of the
AHLs produced by the phytopathogens Dickeya solani, Erwinia amylovora, Pectobacterium
atrosepticum, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum and Pseudomonas syringae pv.
tomato DC3000, affecting virulence factors associated with them. The genomic and structural
analysis allowed to identify that this activity was carried out by lactonase and acylase enzymes
which shared homology with others previously described.

4. The three studied strains reduced the damage caused by the phytopathogens D. solani, E.
amylovora, P. atrosepticum and P. carotovorum subsp. carotovorum in their respective hosts,
with P. segetis P6 strain being the only one that achieved total inhibition of pathogenicity. All
three strains decreased the damage caused by P. syringae pv. tomato DC3000 in tomato plants
when applied in cocultures and by previous root irrigation, which could be related to an
induction of systemic resistance in the plant. Reduced pathogen impact was associated with an
increase in photosynthetic rate and a decrease in oxidative stress in plants.

5. S. equorum EN21 and P. segetis P6 strains promoted in vitro drought stress tolerance in
Arabidopsis thaliana plants, showing an increase in biomass, relative water content and
chlorophyll content, demonstrating their potential as plant growth-promoters under abiotic
stress.

6. Hypersaline and semi-arid environments, as well as the halophytic plants that inhabit them,

constitute a poorly explored source of microorganisms with potential application in agriculture
for their growth-promoting properties under biotic and abiotic stress.
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Figura S1. Andlisis de K-medias de los resultados del analisis de compuestos de metabolismo central en el biocontrol del
patdgeno P. syringae pv. tomato (Pst) por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de
tomate. A, diagrama de K-medias de las plantas previamente irrigadas con las cepas y posteriormente expuestas al patogeno; B,
diagrama de K-medias de las plantas tratadas con los cocultivos entre cada cepa y el patdgeno. (p < 0,05, n=3-5).
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Figura S2. Analisis de K-medias de los resultados del analisis de compuestos redox en el biocontrol del patégeno P. syringae pv.
tomato (Pst) por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de tomate. A, diagrama de K-
medias de las plantas previamente irrigadas con las cepas y posteriormente expuestas al patégeno; B, diagrama de K-medias de
las plantas tratadas con los cocultivos entre cada cepa y el patégeno. (p < 0,05, n=3-5).
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Figura S3. Andlisis de K-medias de los resultados del andlisis de fitohormonas en el biocontrol del patégeno P. syringae pv.
tomato (Pst) por parte de las cepas S. equorum EN21, P. castrilensis N3 y P. segetis P6 en plantas de tomate. A, diagrama de K-
medias de las plantas previamente irrigadas con las cepas y posteriormente expuestas al patégeno; B, diagrama de K-medias de

las plantas tratadas con los cocultivos entre cada cepa y el patéogeno. (p < 0,05, n=3-6).
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