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enfermedades de un patdgeno o parasito.



RESUMEN

La rizdsfera es la porcidn del suelo que interactia con las raices de las plantas y en la
cual ocurren una serie de interacciones bioldgicas, tanto entre microorganismos como
entre microorganismos vy la planta. Estas interacciones ecolédgicas pueden ser neutras,
benéficas o perjudiciales para el hospedero. Por una parte, las comunidades
microbianas sintéticas (SynCom) son grupos de tres o mas microorganismos (ej.
bacterias) que permiten estudiar, de manera simplificada, algunas de estas
interacciones ecoldgicas y sus efectos sobre el hospedero. Por otra parte, dentro de las
comunidades microbianas rizosféricas pueden haber Bacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (PGPB), que tienen la capacidad de favorecer el crecimiento de las
plantas o su respuesta a distintos estreses.

En esta tesis se trabajé con una SynCom de cinco bacterias representativas de la
rizosfera de la planta modelo Arabidopsis thaliana en conjunto con la bacteria
promotora del crecimiento (PGPB), Paraburkholderia phytofirmans PsJN para evaluar el
siguiente objetivo general: determinar y comparar los efectos de una bacteria
promotora del crecimiento (PGPB), siendo inoculada de manera Unica y dentro de una
comunidad microbiana sintética (SynCom) representativa de la rizésfera de Arabidopsis
thaliana, en condiciones estandares de crecimiento para la planta.

Como primer alcance, se estudid microbiolégicamente el comportamiento entre las
bacterias de la SynCom, realizando ensayos de competencia y caracterizando las
distintas cepas mediante ensayos in vitro. En los ensayos de competencia se observd
qgue la cepa Pseudomonas putida KT2440 inhibié el crecimiento de las otras cepas en
estudio, incluyendo la PGPB, P. phytofirmans PsJN. La caracterizacién de la SynCom
entregd informacion sobre solubilizacién de fosfato, produccion de sideréforos y de
acido indol-3-acético (IAA). Posteriormente se llevaron a cabo ensayos in vitro con A.
thaliana utilizando cepas aisladas, combinaciones de cepas y la SynCom. Ademas,
ensayos de recoleccién de los exudados de las raices de la planta, para evaluar el
crecimiento de las cepas en estos. En el ensayo de cepas aisladas se definid la

concentracién (unidad formadora de colonias; CFU) de cada cepa que era capaz de



- . . - CFU
promover el crecimiento, siendo escogida la concentracién 10* (W) Luego se

inocularon plantas in vitro con parejas de cepas, comparando el efecto de las cepas
aisladas y en combinacidn con la cepa P. putida KT2440. Se observé que la cepa KT2440
no promovio el crecimiento de la planta, excepto en pareja con la cepa PsJN, logrando

aumentar el largo de la raiz en comparacion con los otros tratamientos. Al cuantificar

todas las cepas lograron crecer de forma aislada,

colonias por largo de raiz ( - )
cmde raiz

no obstante, sélo dos cepas (A. brasilense SP7 y P. phytofirmans PsJN) crecieron en
conjunto con KT2440. Al evaluar la SynCom, todos los tratamientos aumentaron el area
de roseta, pero la cepa PsJN, de manera aislada, y en conjunto con la SynCom sin la
presencia de la cepa KT2440, logré incrementar el largo de raiz. En el ensayo de
exudados se evalud el crecimiento aislado de las cepas utilizando los exudados
recolectados de las raices de A. thaliana. Se observé que todas las cepas pudieron usar
los exudados como fuente de carbono, excepto F. endophyticum 522.

En conclusidn, este estudio ha evidenciado la existencia de diferencias entre los
contextos con y sin planta. Los ensayos de competencia pueden predecir algunos
efectos de las interacciones entre microorganismos y planta. La concentracién a
inocular de cada cepa es determinante en la promocidn del crecimiento de la planta. La
cepa P. phytofirmans PsIN corrobora efectos promotores del crecimiento a la planta,
estando de manera aislada y en una SynCom, sin la presencia de la cepa KT2440. A
partir de los ensayos de caracterizacién de las cepas y los ensayos in vitro se puede
concluir la importancia de la elecciéon de los miembros de una SynCom. Dado que, se
observo la capacidad competitiva de una cepa (P. putida KT2440) frente a las otras.
Ademas, se remarca la importancia de los exudados radiculares, debido que estas
sustancias parecen ser esenciales para el crecimiento de las cepas.

No obstante, se requieren futuros estudios in vitro y andlisis gendmicos para
determinar efectos directos de la SynCom en la planta. Como proyeccion se propone
evaluar la SynCom en contexto de suelo, con el objetivo de recrear condiciones de un
ambiente natural. Asi como el andlisis gendmico de las cepas para una identificacidn

mas precisa.



DESCRIPCION DEL PROBLEMA U OPORTUNIDAD

El cambio climatico, definido como variaciones a largo plazo de temperatura y patrones
climaticos, y la accion humana en la agricultura ha perjudicado la fertilidad del suelo
(Hannula, et al 2020). Esto se traduce en una disminucién de los niveles de carbono en
el suelo, un aumento en la tasa de erosion del suelo y una alteracién en el balance
natural (Lal, R. 2004; Smith, P. et al 2016). Las consecuencias actuales incluyen el
deterioro de la biodiversidad, debido al uso no selectivo de insecticidas, que perjudican
a diversos microorganismos (Tzec-Interian et al., 2020; Timmusk, S., et al. 2017). Asi,
como la acumulacién de residuos quimicos en la cadena alimentaria y la reduccién de la
disponibilidad nutricional en el suelo, debido al uso de pesticidas (De Coninck et al.,
2015; Backer et al., 2018). En consecuencia, es necesario incrementar el rendimiento
de los cultivos para lograr adaptarlos a los estreses ambientales (Arrouays, D., et al.

2017; Van der Heijden et al., 2006).

Ultimamente se ha estudiado la aplicacién de microorganismos como biocontrol para
contrarrestar los efectos negativos mencionados, puesto que en el suelo viven
microorganismos que ayudan a las plantas a adquirir nutrientes, regular y producir
hormonas y proteger ante patégenos (Marin, O. et al. 2020; Yang et al., 2009; Kim et
al., 2011; Berendsen et al., 2012). Especificamente, en la superficie de las raices de las
plantas se genera un ambiente nutritivo, llamada rizésfera (Faure, et al., 2008; Hiltner,
1904). La cual, estd habitado por multiples poblaciones de microorganismos, que
secretan activamente moléculas de bajo y alto peso molecular, pudiendo asistir en la
asimilacion de nutrientes y mejorar el crecimiento de la planta (Lundberg et al., 2013;
Combes-Meynet et al, 2011). Esta coordinacion e interaccion entre los
microorganismos esta impulsada, principalmente, por los sustratos orgdnicos
expulsados por las raices, los exudados (Zhalnina et al., 2018). Esta interaccion conjunta
de microorganismos, junto con sus genomas, conocido como microbioma, contribuye
directamente al crecimiento de las plantas, la productividad, el secuestro de carbono,

la fitorremediacidn, la absorcion de nutrientes y la resistencia a enfermedades (Pascale



et al.,2020; Lundberg et al., 2012). Por lo tanto, el conocimiento y el uso de
microorganismos pueden ser esenciales para lograr una agricultura mas sostenible

(Marin, O. et al. 2020).

Actualmente, se busca recrear el microbioma rizobacteriano a partir de comunidades
microbianas sintéticas (SynCom) bajo una estrategia natural de cooperacién metabdlica
y sintrofia (beneficio mutuo) entre microorganismos (Bernstein HC, et al. 2014; Morris
BE, et al. 2013). Estas SynCom han demostrado tener un impacto positivo en la salud,
crecimiento y nutriciéon del hospedero (Haney et al.,, 2015; Pieterse et al., 2016;
Hacquard et al., 2015; Lugtenberg & Kamilova, 2009). En el ultimo tiempo, se ha
implementado el uso de una SynCom para aprovechar sus capacidades emergentes con
objetivos biotecnolégicos, como enfrentar los desafios ambientales (estrés por

nutriente, salino; Scott, S.R. et al. 2016).

Las comunidades microbianas sintéticas son ensamblajes compuestas por dos o mas
bacterias que viven en simbiosis y pueden estar formadas por bacterias representativas
del microbioma que habitan en la rizésfera de la planta (Astudillo-Garcia et al., 2017).
Dentro de este grupo se pueden encuentran las Bacterias Promotoras del Crecimiento
(PGPB, por sus siglas en inglés) que se caracterizan por beneficiar a la planta,
influyendo en el crecimiento, respuesta inmune y tolerancia al estrés abidtico y bidtico
(Lugtenberg, B. et al. 2009; Poupin et al., 2013). Sin embargo, el escaso conocimiento
sobre las interacciones microorganismo-microorganismo en la rizésfera de las plantas
dificulta el disefio de comunidades para investigaciones biolégicas, puesto que es dificil
predecir qué bacterias o grupos bacterianos tendran un efecto positivo o negativo en el

hospedero (Herrera Paredes, et al., 2018; Finkel, O. M., et al. 2020; Liu, Y, et al. 2019).

En el presente estudio, se busca dilucidar y comprender algunos aspectos de las
interacciones entre microorganismos-microorganismos-planta, especificamente entre

microorganismos que habitan en la rizésfera. Con el fin de entender, si actian de forma



mutualista o si se dan interacciones de competencia, si algun microorganismo toma

ventaja de otro o si se aprovecha de la planta.

A partir de una extensa busqueda bibliografica y gracias al conocimiento de la planta
modelo A. thaliana, se buscé aislar bacterias representativas del microbioma de A.
thaliana, con el fin de formar una SynCom estable y robusta, evaluando las
interacciones entre microorganismos, mediante ensayos de competencia y entre

microorganismos y planta, a través de estrategias in vitro.



INTRODUCCION

i) Mecanismos de comunicacién e interacciones entre microorganismos en la
rizosfera.

Los microorganismos no suelen vivir aislados, en general conviven con otros
microorganismos, formando comunidades microbianas complejas y dindmicas (Klitgord
N, et al. 2010). La dependencia de vivir en comunidad radica en el hecho de cumplir
roles complementarios, generando una red ecoldgica intrinseca (Johns, N. et al. 2016).
Por ejemplo, los microorganismos necesitan de metabolitos suplementarios u otros
compuestos quimicos, que son secretados por otros miembros de la comunidad para
mantener su viabilidad (Song h, et al. 2014). Por lo tanto, es primordial conocer y
entender las interacciones célula-célula y cdmo estos organismos se comunican en una

comunidad microbiana (Schuster, M., et al. 2013).

A grandes rasgos, las interacciones de las comunidades microbianas pueden tener tres
impactos sobre el hospedero: positivo (+), negativo (-) o neutro (0). De lo anterior, se
pueden segregar 6 categorias: comensalismo (+/0), mutualismo (+/+), competencia (-/-
), parasitismo (+/-), amensalismo (-/0) y neutralismo (0/0)* (Song h, et al. 2014). Estas
categorias representan el resultado de la interaccion entre dos organismos, pudiendo
ser cooperativa, neutra o antagonista. Por ejemplo, el amensalismo significa que en la
interaccion uno de los organismos se ve desfavorecido (-) y el otro organismo no sufre
ningun efecto (0). De esta manera, se pueden clasificar las propiedades y dindmicas de
una comunidad como un sistema completo (Song, H. et al. 2014; Faust, K., & Raes, J.

2012).

Ademas, las interacciones coordinadas de multiples microorganismos permiten
procesos metabdlicos especificos, los cuales pueden ser unidireccionales o
bidireccionales. Una interaccidn comensal, en la cual uno de los organismos se ve

beneficiado (+) y el otro organismo no experimenta ningin cambio (0), es

! Se considerara el simbolo (+), como un efecto favorecedor, el simbolo (-), como un efecto desfavorecer
y el simbolo (0) sin efecto alguno.



unidireccional, puesto que un organismo depende del producto del otro. Por otro lado,
el mutualismo (o sintrofia) es una dependencia mutua (bidireccional), debido que un
microorganismo proporciona un compuesto quimico, el cual es usado por otro
microorganismo a cambio de una recompensa (Klitgord N, et al. 2010; Johns N.I., et al.

2016; Morris BE, et al. 2013).

Desde una perspectiva molecular, las interacciones entre microorganismos generan
diversas reacciones y mecanismos para lograr un comportamiento en comunidad.
Existen dos grandes mecanismos de comunicacién: interaccion por contacto e
interaccion sin contacto (Schuster, M., et al. 2013). El primer mecanismo es el
intercambio de biomoléculas entre microorganismos por contacto fisico celular
(directo) (Compant, S., et al 2019). El segundo mecanismo es el intercambio de
metabolitos y sefializaciones entre microorganismos sin contacto fisico celular
(sefializaciones quimicas) (Song, H. et al. 2014.). Por ejemplo, el Quorum sensing (QS),
el cual consiste en el automonitoreo de la densidad poblacional de la bacteria a partir
de la produccidn de N-acyl-I-homoserine lactone (AHL) (Hassani, M. et al. 2018. Waters,
C. M., & Bassler, B. L. 2005). Este mecanismo coordina la expresion génica y ejerce
influencia sobre el comportamiento diferencial, implicando que las especies que
contienen estas proteinas reguladoras, al unirse a un ligando en particular, regulan
multiples promotores del mecanismo QS (Scott, S.R. et al. 2016). Este sistema de
deteccién se ha encontrado en varias bacterias asociadas a la rizosfera, lo cual
demuestra que controlan expresiones funcionales en respuesta a la densidad

poblacional (Steidle. A. et al. 2001).

Se han definido taxa claves dentro del microbioma de A. thaliana, , como, por ejemplo,
Acidobacteriota,  Actinomycetota  (presente la  familia  Nocardioidaceae),
Pseudomonadota (presente las clases a, B y y) y Planctomycetes se encuentran
principalmente en la rizésfera y Actinomycetota, Pseudomonadota (presente la familia

Azospirillaceae, Burkholderiaceae, Comamonadaceae y Pseudomonadaceae) y



Bacteroidota (presente la familia Flavobacteriaceae) estan presentes en las raices
(Poupin, et al 2023; Compant, S., et al 2019). La diversidad de taxa enriquece la
cantidad de microorganismos, los cuales contienen genes con funciones esenciales
para el fitness de la planta, como la produccién de fitohormonas, que afecta el
crecimiento de la planta o la secrecion de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato
(ACC) desaminasa, que reduce el nivel de la hormona del estrés (etileno) en la planta

(P. Lemanceau, et al 2017; N. Rascovan, et al 2015; Compant, S., et al 2019).

Ademas, existen las especies satélite, las cuales estan en baja abundancia y cantidad,
pero son reconocidas por ser impulsoras de funciones claves para el ecosistema, tales
como reducir microorganismos no deseados (invasores) del suelo y/o la produccion de
compuestos antifungicos volatiles que protegen a la planta de patdgenos transmitidos
por el suelo (I. Hanski, 1982; A.E. Magurran, et al 2003; W.H.G. Hol, et al 2015; C.A.
Mallon, et al 2015).

ii) Interacciones entre microorganismos y hospedero.

Como se menciond, el suelo es un ecosistema diverso y rico en microorganismos vy las
raices de las plantas generan un ambiente beneficiosa para la proliferaciéon de los
microorganismos aledafios (Faure, D., et al 2008; Criollo, P. et al. 2012). La rizésfera
genera constantes interacciones entre macroorganismos y microorganismos,
incluyendo sus genomas (microbioma), y entre -microorganismos-hospedero, la cual
desencadenan distintos efectos unos sobre otros (Hassani, M. et al. 2018; Poupin et al.

2023).

Debido a estas interacciones ecolégicas complejas que se dan entre planta y
microorganismos se ha creado el concepto holobionte, el cual considera como una
entidad funcional al hospedero y su microbioma (Rosenberg, E., Zilber-Rosenberg, I.
2016). El holobionte incluye las diferentes poblaciones bacterianas presentes en la

rizésfera (rizobacterias) y a la planta hospedera, las cuales pueden tener efectos



beneficiosos o perjudiciales (Criollo, P. et al. 2012; Vandenkoornhuyse P, et al. 2015).
Por ejemplo, las PGPB permiten que el holobionte de la planta sobreviva a diferentes
estreses abidticos (cambios ambientales) y bidticos (Lyu D, et al. 2021; Bordenstein, SR
et al. 2015). Ademas, los microorganismos que viven tanto dentro (enddéfitos) como en
la superficie (epifitos) de la planta inciden al hospedero, incluso en su genoma, lo que
lleva al concepto de hologenoma (Midiller DB, et al. 2016). Se cree que, la combinacion
del genoma del hospedero y el microbioma podrian influir en el fitness de la planta
(tanto morfolégicamente, fisiolégicamente, en comportamiento y desarrollo), asi como
adaptaciones en respuestas a cambios abidticos y/o bidticos y evolucién (Poupin et al.

2023; Rosenberg, E., Zilber-Rosenberg, I. 2016).

Adicionalmente, en la rizdsfera ocurren una serie de complejas interacciones y
procesos biogeoquimicos, impulsados por los exudados liberados por las raices de la
planta (Combes-Meynet et al., 2011; Lundberg et al., 2013; Zhalnina et al., 2018). Estos
exudados son los principales recursos nutritivos (fuente de carbono y energia) de los
microorganismos que habitan la zona, promoviendo el crecimiento de
microorganismos beneficiosos e induciendo a fendmenos de motilidad y quimiotaxis,
cambios metabdlicos y transcriptémicos (De Weert et al., 2002; Rudrappa et al., 2008;

Cordovez, V. et al., 2019; Pascale et al., 2020).

Cabe destacar, que las raices de las plantas hospedan una diversidad de
microorganismos, que incluye a arqueas (Thaumarchaeota, Crenarchaeota y
Euryarchaeota), protistas, virus, hongos (principalmente de los filos Ascomycota y
Basidiomycota) y oomicetos (Pythium, Phytophthora, Peronospora and Albugo;
Rosenberg, E., Zilber-Rosenberg, |. 2016; Larousse, M. & Galiana, E. 2017; Coleman-
Derr, D. et al. 2016). Segun literatura, se ha observado que la comunidad de arqueas es
diversa y especifica, ademas, tiene la capacidad de degradar glicégeno, el cual es
exudado por los hongos (Taffner, J. et al. 2018). Los virus y protistas juegan un papel

importante en el ensamblaje de la comunidad bacteriana y asi en la composicion del
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suelo, contribuyendo en la diversidad del microbioma (Gao, Z. et al 2018; Pratama, A.
et al. 2018). Estas interacciones entre diferentes reinos pueden afectar al fitness de la
planta, aunque aun se requiere una mayor investigacién en este campo. (Liu et al,,

2019; Duran, P. et al. 2018).

iii) Comunidades microbianas sintéticas (SynCom).

Considerando que los microorganismos interactian constantemente con la planta,
influenciando en su crecimiento, en la absorcidn de nutrientes y hasta en la resistencia
a enfermedades, es esencial entender cémo las plantas regulan sus microbiomas y
como estos influyen en su crecimiento y desarrollo (Liu, Y, et al. 2019). Actualmente, se
pueden estudiar de forma holistica o reduccionista. La forma holistica estudia el
microbioma de las raices como un todo, es decir, se mantienen las densas redes de
interacciones y sus entornos naturales (Tecon, R. et al. 2019). El método reduccionista
busca descomponer las interacciones entre plantas y microorganismos en factores
experimentalmente controlables, asi se pueden comprender sus funciones vy
mecanismos (Liu, Y, et al. 2019). Este método se ha utilizado para identificar los
diversos mecanismos moleculares utilizados por los microorganismos para llevar a cabo
tanto la cooperacidn como la competencia en la planta (Hassani, M. et al. 2018). Las
SynCom serian una mezcla de ambos enfoques, utilizando microorganismos cultivables
en condiciones Unicas para obtener resultados reproducibles e investigar la funcion de
la rizésfera en el fitness de la planta (Liu, Y, et al. 2019). Estas SynCom se han
construido con el objetivo de emular comunidades naturales y evaluar sus

interacciones reales (Marin 0. 2020).

Ademads, basandose en los principios de interaccidn microbiana en la naturaleza, una
SynCom, en comparacion con monocultivos, permite la especializacion celular vy
cooperacion productiva de funciones (Jones J.A., et al. 2017; Wintermute, E.H. et al.
2010). Esta complementariedad de especies entrega mayor resistencia a

perturbaciones ambientales y capacidades metabdlicas mas complejas, puesto que
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benefician a cada miembro en términos de uso del sustrato, equilibrio redox y
crecimiento celular (Brenner, K. et al 2008; Jones J.A,, et al. 2017). Otro punto, es la
capacidad de catalizar eficientemente mas procesos al combinar procesos enzimaticos
y metabdlicos de distintos microorganismos (Jagmann, N., & Philipp, B. 2014). En
contraposicion, las cepas aisladas carecen de flexibilidad metabdlica y, no simulan
todos los factores que influyen, tales como las toxinas que degradan, la produccién de
compuestos naturales y en la capacidad de crecimiento y desarrollo en los distintos

ambientes (Bernstein HC, et al. 2014; Schick, 2006).

Se sugiere que las SynCom que consisten en 2 0 mas especies desempefian funciones
cooperativas con complementariedad, lo que aumenta la productividad general y
permite un comportamiento mdas complejo, superando las limitaciones de los
monocultivos (Shun Che, et al. 2019; Teague, B.P. et al. 2015; Chen, Y., et al. 2015). La
seleccion de las especies sigue distintos propdsitos, como representar funciones o
rasgos microbianas especificas, para representar un arreglo taxondmico determinado,
basado en redes de interaccion y combinar cepas con funciones previamente conocidas
(Zheng et al., 2019; Toju et al., 2018, 2020; Poudel et al., 2016; Duran et al., 2018; Kong
et al., 2018; Santhanam et al., 2019). No obstante, recrear estas SynCom presenta
desafios que requieren conocer los microorganismos y sus vias enzimaticas (McCarty
et al. 2019). Para entender el metabolismo microbiano completo, primero hay que
comprender las propiedades de las cepas individuales en cultivos puros, luego generar
interacciones en comunidades complejas y evaluar los efectos (Wintermute EH, et al.

2010).

Una opcidn para aplicar biotecnoldgicamente funciones bacterianas es a través de la
biologia sintética, sin embargo, existen obstaculos al momento de analizar e
implementar circuitos genéticos de microorganismos de alta complejidad y tamafio,
tales como, interacciones genéticas no deseadas, limites del tamafio del DNA que

acepte la célula hospedera y/o carga metabdlica inducida al hospedero (Kylilis N, et al.

12



2018). Por lo tanto, el uso de la SynCom podria superar algunas de estas limitaciones al
permitir la transferencia de metabolitos, la comunicacién, la interaccién y Ia
especializacion celular, aumentando la eficiencia de los bioprocesos y la organizacién

espacial (Jagmann, N., & Philipp, B. 2014).

iv) Bacterias Promotoras del Crecimiento (PGPB) y su relacién con una comunidad
microbiana sintética (SynCom) y un hospedero.

Como se menciond con anterioridad, existen bacterias que promueven el crecimiento
de las plantas (PGPB), llamadas rizobacterias, las cuales crecen en asociacién con una
planta hospedera, ayudando a la adaptaciéon de las variaciones medioambientales
(estreses) y estimulando el crecimiento (Vessey, J. K. 2003; Roughgarden, J. et al.,
2018). Dentro de estas bacterias, los géneros mas referenciados son Azospirillum sp.,
Bacillus sp., Rhizobium sp., Burkholderia sp., Enterobacter sp., Azotobacter sp., Erwinia
sp., Herbaspirillum sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp. y Xanthomonas sp. (Criollo, et

al. 2012).

Las PGPB colonizan la rizésfera de la planta, induciendo efectos positivos directos e
indirectos en el crecimiento, en respuestas inmunes, al estrés abidtico o bidtico, entre
otros (Poupin, et al. 2013. Lugtenberg, et al. 2009). Por ejemplo, la cepa
Paraburkholderia phytofirmans PsIN es una PGPB, la cual habita en la rizdsfera y
enddsfera (medio interno de la planta) de diversas especies vegetales. Esta bacteria
promueve el crecimiento y mejora la adaptacién al estrés en varias especies de plantas
herbaceas y lefiosas (Poupin, M.J. et al. 2016). Segun el estudio de Poupin et al. (2013)
se demostrd que la cepa P. phytofirmans PsIN es capaz de acelerar el crecimiento y el
ciclo de vida de plantas Arabidopsis thaliana gracias al sistema de Quorum sensing
mediado por sefializaciones de AHL, lo que resulta en una colonizacién efectiva y en
interacciones beneficiosas (Zufiiga, A. et al. 2013). Se evidencia la importancia de la
comunicacién entre celular, sugiriendo que la incorporacién de una PGPB en una

SynCom sugeriria un efecto benéfico hacia el hospedero.
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La estructura de las comunidades de microorganismos de la rizosfera difiere entre las
especies de plantas, puesto que estas cambian la composicién fisica y quimica del
suelo, alterando el pH, la estructura del suelo, la disponibilidad de oxigeno y de
nutrientes (Vessey, J. K. 2003; Lundberg, D. S, et al. 2012). Esto puede afectar la
capacidad de colonizacion de las bacterias, lo que significa que no todas pueden invadir
eficazmente el drea radicular de las plantas (Finkel, O. et al. 2020). Por lo que, los
efectos observados en la planta pueden ser consecuencias directas o indirectas de las

interacciones entre microorganismos (Arnold, et al. 2019).

Un ejemplo del uso de comunidades microbianas sintéticas de tamano mediano es el
estudio de Tsolakidou et al., 2019, el cual disefié una SynCom de 25 cepas bacterianas
seleccionadas del compost. Se realizaron tres tratamientos: sin inoculacién, inoculacién
de una cepa e inoculacién de multiples cepas. Los resultados indicaron que solo la
inoculacion de multiples cepas en el suelo, es decir una SynCom, tuvo efectos
beneficiosos a largo plazo en la rizdsfera de la planta del tomate. Se concluyé, que la
aplicacion de comunidades microbianas sintéticas en sustratos pobres puede producir

fenotipos de plantas reproducibles.

Otro ejemplo, es el estudio de Voges et al.,, 2019, el cual exploré el papel de los
metabolitos en la determinacién de las bacterias que habitan en la rizésfera. Para
lograr el objetivo, se desarrollé una SynCom mediana compuesta por 22 bacterias de
diversidad filogenética, todas aisladas de la rizésfera de Arabidopsis thaliana. El
objetivo era detectar cambios en la comunidad que ocurren en ausencia de pequefias
moléculas secretadas, como fitoalexinas, flavonoides y cumarinas. Este estudio ayudé a
comprender los mecanismos especificos por los cuales las moléculas derivadas de

plantas median la composicion del microbioma.

En cuanto al tamafio de las comunidades sintéticas, implementar una SynCom pequefia

se asemeja mas a un razonamiento reduccionista, puesto que busca centrarse en cada
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miembro de la comunidad conociendo o no las posibles influencias que pudiera tener
sobre el hospedero (Zhuang et al. 2020). Normalmente, se opta por esta opcién
cuando el objetivo de la investigacidn es evaluar los rasgos de las PGPB, priorizando
funcionalidad antes que un andlisis ecoldgico, de esta manera se simplifican los
diferentes resultados de las interacciones (O. Marin. 2020). Por ejemplo, en el estudio
de Zhuang et al. 2020 se exploré la rizésfera del ajo para seleccionar cepas PGPB.
Descubrieron que, al aumentar la riqueza de la comunidad de Pseudomonas se
beneficia la biomasa vegetal y el contenido de nutrientes. Se compard la inoculacion
entre cepa aislada y en una SynCom de 5 cepas, las cuales pudieron promover el

crecimiento de las plantas de manera mas confiable y efectiva que las cepas aisladas.

Independiente del tamafo de las comunidades sintéticas, estas tienen un potencial uso
para comprender y estudiar los efectos de las interacciones entre microorganismos y
hospederos, siendo relevantes hoy en dia para poder afrontar los cambios ambientales
radicales (GroRkopf, T., 2014). No obstante, para obtener una SynCom exitoso, que
sostenga el crecimiento celular de forma estable y robusta, es crucial seleccionar
adecuadamente los miembros de esta, para asi formar interacciones interdependientes
y estables (Shahab, R. L., 2018). Ademas, para obtener una inoculacion exitosa
microbiana, las bacterias tienen que invadir y persistir en el contexto radicular para
interactuar con los microorganismos que habitan originalmente (enddgenos) vy
adaptarse a las condiciones abidticas, de esta manera se estableceria una interaccidn

compatible con el hospedero (Finkel, O. et al. 2020).

Los multicultivos han permitido evaluar el impacto de los efectos de las PGPB, el
biocontrol, la respuesta inmune del hospedero y la comunicacién en la rizésfera a
través de la liberacion de diferentes sustancias quimicas (Zhuang et al. 2020; Lee et al.
2020; Schulz-Bohm et al 2015). En cada estudio previamente mencionado, se concluyd

que las capacidades complementarias de los miembros de la SynCom tienen un
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impacto positivo mayor en comparacién con las cepas aisladas en el hospedero (O.

Marin 2021; Santhanam et al. 2019).

Debido lo anterior, en el presente estudio se trabajé con una comunidad microbiana
sintética (SynCom) representativa de la rizésfera de la planta A. thaliana con la bacteria
P. phytofirmans PsIN. Se estudié los efectos de las interacciones entre
microorganismos y con la planta hospedera. Ademas, de comparar los efectos de cepas
aisladas y como parte de una SynCom en la planta modelo Arabidopsis thaliana. Se
buscd responder a las preguntas, ¢{Cdmo se comportan las cepas en una SynCom, en
comparacion a cuando estdn inoculadas de manera aislada en plantas de A. thaliana?,
¢Qué tipo de interacciones se dan entre las bacterias de la comunidad microbiana
sintética y entre las cepas y la planta? éExiste promocion del crecimiento, beneficio

mutuo o tiene efectos perjudiciales?
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HIPOTESIS, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Hipotesis alternativa

La inoculacion de una cepa tipo PGPB en conjunto con una comunidad
microbiana sintética (SynCom) tendra un efecto adicional a la inoculacién como cepa

aislada en el crecimiento de las plantas Arabidopsis thaliana.

Objetivo general

Determinar y comparar los efectos de una bacteria promotora del crecimiento
(PGPB), siendo inoculada de manera Unica y dentro de una comunidad microbiana
sintética (SynCom) representativo de la rizésfera de la planta Arabidopsis thaliana, en

condiciones estandares de crecimiento para la planta.

Objetivos especificos

a. Disefiar una comunidad microbiana sintética (SynCom) representativa de la
comunidad bacteriana de la rizésfera de Arabidopsis thaliana.

b. Caracterizar la comunidad microbiana sintética (SynCom) mas la presencia
de cepa PGPB, a través de ensayos de compatibilidad bacteriana para
evaluar interacciones entre las bacterias representativas.

c. Comparar los efectos entre una comunidad microbiana sintética (SynCom)
mas la adicidn de una cepa PGPB y los efectos de una PGPB inoculada como

cepa Unica en el crecimiento de la planta modelo Arabidopsis thaliana.
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METODOLOGIA
Objetivo A.

Seleccidn, aislamiento y crecimiento de bacterias representativas

Las bacterias representativas de la rizésfera de A. thaliana utilizadas fueron:
DSM 29537 — Flavobacterium endophyticum 522 (Bacteroidetes)

DSM 11054 — Nocardioides plantarum Grainger J70 (Actinobacteria)

DSM 17436 — Paraburkholderia phytofirmans PsJN (B-proteobacteria)

DSM 06125 — Pseudomonas putida KT 2440 (y-proteobacteria)

DSM 11541 — Rhizobium etli CFN-42 (o-proteobacteria)

DSM 40451 — Streptomyces olivochromogenes (Actinobacteria)

DSM 21786 — Variovorax paradoxus B4 (B-proteobacteria)

Las cepas fueron obtenidas de la coleccidn de DSMZ y activadas en un medio especifico
diluido. Luego, todas las cepas fueron cultivadas por método de aislamiento en placas
Petri redondas con medio LB sélido por 24 h a 30°C en la incubadora de placas
(Memmert D-06062 600). De cada placa Petri redonda se seleccionaron colonias y se
re-aislaron.

Para tener cultivos frescos, se crecid en tubos de ensayo con medio liquido LB,
“picando” cada cepa con una micropipeta RAININ Pipet-Lite XLS modelos P200 vy
dejando la punta dentro del tubo de ensayo. El grupo control fue solo medio liquido LB.
Se realizd un ensayo (ensayo definicion medio 6ptimo) para seleccionar el medio que
logre un crecimiento éptimo de cada cepa. Todas las bacterias fueron inoculadas en
medios sdlidos y liquidos selectivos 535, 1, 1139, 65, 92 y R2A (véase en anexos). Cada
cepa se inoculd por el método de asa de forma zigzag en 1/7 de placa Petri redonda
con los distintos medios selectivos, replicando 3 veces cada medio, en la figura 1 se

ejemplifica la forma de plaquear cada bacteria en la placa Petri.
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Figural. Placa con medio sélido R2A y el crecimiento zigzag por el método de asa de las
cepas F. endophyticum 522, P. phytofirmans PsJN, A. brasilense SP7, P. putida KT2440y

V. paradoxus B4.

Identificacion de bacterias representativas: Extraccion y purificacion de ADN,
Amplificacién gen 16S rDNA y Analisis filogenético.

Se extrajo el ADN de todas las cepas en estudio mediante el protocolo del kit de
purificacion de ADN gendmico Wizard (Promega, 2019). Para las cepas Nocardioides
plantarum Grainger J70 y Streptomyces olivochromogenes se realizd el protocolo
correspondiente a bacterias gram positiva. Para las cepas Flavobacterium
endophyticum 522, Pseudomonas putida KT2440, Rhizobium etli CFN-42 y Variovorax
paradoxus B4 se procedidé a realizar el protocolo para bacterias gram negativas. Se
purificé el DNA a partir del protocolo de precipitacién por etanol. Se agregé 0.1 vol de
acetato de sodio 3M (CH3;COONa) vy 2.5 vol de etanol 100% enfriado en hielo a -20°C
(CH3CH20H) a cada tubo de PCR que contiene el ADN amplificado, se agitd para mezclar
bien. Luego, para que precipite, se almacené a -80°C el PCR durante 1 hora. A
continuacion, los tubos fueron centrifugados a 14.000 rpm durante 30 min a 4°C. Los
pellets fueron lavados dos veces con 0.5 ml de etanol al 75% y enfriados a -20°C. Se
realizé una segunda centrifugacién a 14.000 rpm durante 30 min a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se re-suspendid el sedimento en 20uL de H,0. Finalmente, los tubos

fueron almacenados a -20°C.
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Para obtener las cepas representativas se amplificé el gen 16S mediante un PCR en Bio-
Rad T100 Amplification Thermal Cycle con los partidores 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3), siguiendo el
régimen de una denaturacidn inicial por 10 min a 95°C, para luego realizar 38 ciclos de
denaturacidn a 95°C por 30 s, unién a 58°C por 30 s y amplificacién a 72°C por 45 s. Se
uso una solucién compuesta por partidores forward y reverse, un mix de dNTPs mix,
10X buffer (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI pH-8.3), MgCl 250 mM y enzima Taqg. En cada
tubo se dispuso24 ul de la solucién mas 1 ul del DNA extraido. Ademas, se realiz6 un
control positivo y un control negativo. El resultado del PCR (3 ul) fue dispuesto para una
electroforesis en Sigma power PS 500-2. Se uso 1.5% agarosa (60mL por gel, Laftken,
ca. No.: FER/00A200), Omega Bio-tek 50X TAE Buffer (diluido 1X, Lot no:
TAE50X052518SKM3878), RedGel Nucleic Acid Stain 10,000X in DMSO (6L per-gel, cat.
No.: 41002, Lot. No.: 17G0919), loading 6X BM-0330 Buffer (2uL por muestra, Lot no.:
20160949) y standard Ladder. La cuantificacion del contenido de ADN en los productos
de PCR se realizé con Biotek EON 259271.

El ADN purificado fue secuenciado por Macrogen, el cual se envié a Corea del Sur. Los
resultados obtenidos se alinearon mediante la aplicacion Ape, utilizando los partidores
forward y el reverse complementario. Los nombres filogenéticos se obtuvieron
mediante la base de datos NCBI, especificamente en Blast de nucledtidos. Las bacterias

obtenidas fueron las descritas con anterioridad con un e-value sobre 99%.

Relacidn cantidad bacterias presentes en medio de cultivo ((CFU) con densidad optica
(oD)

Se midié la cantidad de bacterias presentes con una densidad dptica a 600 nm,
mediante el método de dilucion de muestras, con el fin de cuantificar las bacterias a
tratar. Se evaluaron las OD 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 y 0,7 con sus respectivas
diluciones. Se usé el espectrofotémetro Healthcare Bio-Sciences GeneQuant 130 para

evaluar la densidad dptica de cada cepa. Para cada OD, se diluyé la muestra hasta 10>,
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inoculando 100 ul de cada dilucién en placas Petri con método de rastrillo de vidrio en
césped, esterilizandolas en etanol absoluto para cada uso.

Se guardaron las placas en la incubadora de medios frescos a 30°C durante 24 hrs. Al
dia siguiente, se escogieron las placas con la dilucién en la que se encuentren entre 30
y 300 colonias. El fin de este procedimiento fue lograr cuantificar la cantidad de
colonias presentes y realizar una relacidn de la magnitud de bacterias existentes a una

OD determinada.

Objetivo B.

Con la finalidad de analizar las interacciones entre cepas, se llevaron a cabo diversos
escenarios experimentales, en los cuales las cepas se sometieron a interacciones de
contacto directo e indirecto, ademas, se evalud el crecimiento en conjunto en medio
sélido y liquido. En esta seccidn se trabajé con las mismas concentraciones de
bacterias, por lo tanto, en cada ensayo, previamente, se llevaron a todas las bacterias a

6 CFU
0 p—

la misma concentracién, 1 X 1 i El procedimiento estandar fue medir cada cepa

su densidad 6ptica (OD) hasta obtener la OD conocida descrita en la secciéon “Relacién
cantidad bacterias presentes en medio de cultivo (CFU) con densidad dptica (OD)”. Se
realizaron diluciones especificas a cada cepa. Las respectivas diluciones fueron: Las
cepas F. endophyticum 522, V. paradoxus B4 y A. brasilense SP7 se diluyeron 1:10. La
bacteria P. putida KT2440 y N. plantarum Grainger J70 no fueron diluidas, puesto que

su magnitud es de 1 x 10°CFU. La cepa P. phytofirmans PsIN se diluyé 1:100.

Evaluacion del crecimiento de cepas co-cultivadas en medio sélido R2A.

El objetivo fue evaluar el crecimiento de una cepa en presencia de otra cepa, cuando se
encontraba co-cultivadas en el medio sélido R2A. Primero, en placas Petri se vertié 10
ml de medio sélido R2A, generando una delgada pelicula del medio, entregando una

base. Segundo, se vertié una mezcla del medio R2A con agar al 50% (8 gr de agar) y la
. . ., CFU . . .
bacteria respectiva a una concentracion 1 x 10* - Debido a lo anterior, las bacterias

F. endophyticum 522, V. paradoxus B4 y A. brasilense SP7 fueron diluidas en 1:1.000,
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teniendo que mezclar 50 ml de R2A con agar al 50% con 50 ul de bacteria. La cepa P.
phytofirmans PsJN fue diluida en 1:10.000, teniendo que mezclar 50 ml de R2A con
agar al 50% con 5 ul de bacteria. La cepa P. putida KT2440 se diluyé en 1:100 teniendo
que agregar 50 ml de R2A con agar al 50% con 500 ul de bacteria. Por cada bacteria se
realizé 3 réplicas, vertiendo aproximadamente 15 ml de mezcla (R2A con agar al 50%

mas bacteria) en cada placa Petri.

Por ultimo, se inoculdé una gota de 8 ul de cada bacteria en 5 puntos distantes dentro
de la placa Petri. Cada placa fue cerrada con Bemis Parafilm PM-996, para luego
incubarlas en la estufa durante 48 hrs. Después del tiempo de incubacién, se
escanearon con escaner fotografico a color EPSON Perfection V600 para documentar el

resultado obtenido.

Evaluacion del crecimiento de las cepas de la SynCom en contacto indirecto.

La finalidad del ensayo fue evaluar el crecimiento de las cepas en ausencia de contacto
directo, con el propdsito de detectar posibles efectos de inhibicion o de mutuo
crecimiento. Cada cepa en estudio, por separado, se dejd inoculando en tubos de
ensayo con 2 ml de medio liquido R2A durante 24 hrs a 30°C en la incubadora con

agitaciéon Daihan LabTech LSI-1005. Cada bacteria tuvo que estar a la misma

concentracién de CFU, siendo 1 X 106%. En placas petri con medio R2A sdlido se

inoculd 4 gotas de 10 ul de una cepa. Adyacentemente a esa gota inoculada, se inoculd
10 ul de una cepa distinta, las gotas deben estar lo mas cercano posible, evitando
contacto entre gotas. Se dejo secar por 1 hora bajo la cabina de seguridad bioldgica
Nuaire clase Il tipo A/B3 y luego fueron selladas con Bemis Parafilm PM-996. Se
realizaron 3 réplicas por bacteria, buscando generar la maxima cantidad de
combinatorias posibles (Ishizawa et al., 2019). Todas las placas fueron dejadas por 24

hrs en la incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a 30°C.
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Evaluacion del crecimiento de las cepas de la SynCom en contacto directo.

El propdsito del ensayo fue evaluar el crecimiento de una cepa al estar en contacto
directo con otra, se buscé determinar si se producia inhibicidon o si ambas crecian de
manera Optima. Se procedid a inocular cada cepa en estudio, por separado, en tubos
de ensayo con 2 ml de medio liquido R2A durante 24 hrs a 30°C en la incubadora con

agitacidon Daihan LabTech LSI-1005. Cada bacteria debié estar a la misma concentracién

6 CFU

de CFU, siendo 1 X 10 -
En placas Petri previamente vertidas con medio sélido R2A, se trazé una linea vertical
con una de las cepas, insertando cuidadosamente un asa estéril dentro del cultivo
liguido y luego generando una linea vertical sobre la placa Petri. Se esperd 30 minutos.
A continuacidn, con un asa estéril previamente insertada en otro cultivo liquido de una
cepa distinta, se trazé una linea perpendicular al trazo vertical, generando cruces de
cepas. En cada placa quedd un trazo vertical con una cepa y trazos perpendiculares con
las cepas restantes. Por cada bacteria (trazo vertical) se realizaron 3 réplicas y todas las
placas fueron dejadas por 24 hrs en la incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a
30°C (Eng et al., 2020).

Anadlisis del crecimiento simultaneo entre cepas de la SynCom en medio liquido R2A.

El propdsito de este ensayo fue registrar el crecimiento simultaneo de dos cepas
diferentes, inoculadas a la misma concentracidn en medio liquido R2A. El objetivo fue
verificar si hay algun tipo de inhibicion entre las cepas, si alguna de ellas modifica su
fenotipo o si ambas crecen de manera 6ptima en estas condiciones. Cada cepa en
estudio, por separado, se dejo inoculando en tubos de ensayo con 2 ml de medio

liguido R2A durante 24 hrs a 30°C en la incubadora con agitacion Daihan LabTech LSI-

CFU
0°—.

1005. Cada bacteria tuvo que estar a la misma concentracién, siendo 1 X 1 —

Posteriormente, en tubos de ensayo se mezclé 1 ml de una cepa con 1 ml de otra cepa,
realizando todas las posibles combinaciones. Cada combinatoria fue dejada en Ia
incubadora con agitacién Daihan LabTech LSI-1005 por 24 hrs. Transcurrido el tiempo,

se realizé 5 diluciones a cada combinatoria: 1:10, :100, 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000. De
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cada dilucidn, se extrajeron 100 ul con una micropipeta RAININ Pipet-Lite XLS P200 y se
vertié el contenido en placas Petri con medio R2A sélido. A partir del método de
rastrillo, se esparcié uniformemente los 100 ul previamente vertidos. Para cada
dilucién se realizaron 2 réplicas y todas las placas fueron dejadas por 24 hrs en la

incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a 30°C.

Capacidades metabdlicas de las cepas integrantes de la SynCom.

Para cada ensayo se crecié cada cepa en medio liquido R2A durante 24 hrs a 30°Cen la
incubadora con agitaciéon Daihan LabTech LSI-1005. Posteriormente, se midié la OD,

. : . L CFU
para dejar a todas las bacterias a la misma concentracién, 1 x 10° ~—.

Para evaluar la capacidad de solubilizacidén de fosfato de las bacterias, se vertié 25 ml
del medio National Botanical Research Institute’s phosphate (NBRIP, véase en Anexos)
en tres placas Petri redondas. Una vez seco, se inoculd 8 ul de cada bacteria a la misma
concentracién sobre la placa Petri de forma aislada y préximas entre las distintas cepas
(Nautiyal, 1999; Suleman et al., 2018). Cada placa fue dejada en la incubadora de placas
(Memmert D-06062 600) a 30°C por 48 hrs.

Para la deteccidn de produccidon de sideréforos de las distintas cepas, en 3 placas Petri
se vertido 25 ml del medio CAS de agar azul (véase en Anexos) mas la adicién de
succinato a 15 mM (Lynne et al., 2011). La adicién de succinato fue para el crecimiento
de la bacteria P. phytofirmans PsIN. Se inoculd 8 ul de cada bacteria sobre la placa
Petri, de forma aislada y proximas entre las distintas cepas. Cada placa fue dejada en la

incubadora de placas (Memmert D-06062 600) a 30°C por 48 hrs.
Para detectar produccion de acido indol-3-acético (IAA), se prepard 50 ml del reactivo

(R1), compuesto por 1 g de FeCl; X 6H,0, 28.945 ml de agua estéril y 21.055 ml de

acido sulfurico concentrado.
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Se realizdé una curva estandar, compuesta de 500 ul de solucién IAA 50 %, 80 ul de

triptéfano a 50mM y el resto de medio liquido R2A hasta completar 10 ml de solucién.

Para formar la curva estandar se realizaron 9 distintas concentraciones de la solucién y
agua destilada, para la concentracion 50% (100% de solucion), concentracion 40 %
(80% de solucion), 30 % (60% de solucion), 20% (40% de solucion), 15 % (30% de
solucidn), 10 % (20% de solucion), 5% (10% de solucion), 1% (2% de solucion) y O%

(0% de solucion) (Glickmann E, et al. 1995). La figura 2 representa el resultado final de

las coloraciones a las distintas concentraciones de la curva estandar.

Figura2. Curva estandar. De izquierda a derecha se presencia los tubos de mayor

concentraciéon a menor concentracion. Se evidencia los distintos cambios de color,

siendo el color mas intenso (naranjo) indicador de producciéon de auxina.

En tubos de ensayo, se agregd 1 ml de cada concentracién mas 1 ml del reactivo R1. Se

esperd 15 min para medir la absorbancia a 530 nm de 2 ml en el espectrofotémetro

Biotek Eon 259271. Este procedimiento de curva estandar se realizé dos veces.
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Para evaluar si alguna cepa produce IAA, se realizaron dos ensayos para cada bacteria.
Un ensayo consistid en cada cepa crecida aislada en tubos de ensayo con medio liquido
R2A por 24 hrs en la incubadora de placas a 30°C. El otro ensayo, consistid en cada
cepa crecida en conjunto con 2 mM triptéfano en tubos de ensayo con medio liquido
R2A por 24 hrs en la incubadora con agitacion Daihan LabTech LSI-1005R a 30°C.

De cada ensayo, se extrajo 1 ml de cada tubo de ensayo y se mezcldé con 1 ml del
reactivo R1, esperando 15 minutos. Pasado el tiempo, se midié la absorbancia de 2 ml

de muestra a 530 nm en el espectrofotdmetro Biotek Eon 259271.
Objetivo C.

Medio, Esterilizacion semillas y Condicién crecimiento

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando plantas de Arabidopsis thaliana, in vitro
en medio Murashige y Skoog (MS) (Cappellari et al., 2019; Finkel et al., 2019) con 1%
agar (pH 5,7) en placas Petri cuadradas (12 cm x 12 cm) y selladas con cinta parafilm
Bemis PM-996, crecidas dentro una camara de cultivo a 21-22°C, con un fotoperiodo de

16 horas de luz y 8 de oscuridad por 14 dias.

La estratificacion de semillas de Arabidopsis thaliana se realizé esterilizando con etanol
absoluto durante 1 min en vortex, Cloro 50% (50% agua destilada autoclavada y 50%
Cloro comercial (10%)) durante 7 min en vortex, seguido de 3 lavados de agua destilada
autoclavada durante 1 min en vortex (Khan et al., 2020), se agregd un ultimo volumen
de agua destilada autoclavada para dejar en estratificacion durante 4 dias para

sincronizar la germinacion (Poupin et al., 2013).

Las condiciones de crecimiento fueron estandares, por lo tanto, las semillas fueron
sembradas en placas de Petri cuadradas (12 cm x 12 cm) con medio MS/2 y sin
sacarosa para germinar las semillas (Finkel et al., 2019). Las placas fueron selladas con
parafilm Bemis PM-996 y las semillas se dejaron germinando verticalmente. Las plantas
fueron cultivadas en una cdmara de crecimiento vegetal a 21-22° C, fotoperiodo de 16

h de luz y 8 h de oscuridad durante 14 dias.
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Definicion de la concentracidn de las cepas a inocular.

La finalidad del ensayo fue identificar la concentraciéon éptima en la que se presencio
un efecto de la bacteria en el crecimiento de la raiz primaria y area de la roseta de A.
thaliana en condiciones estdndares. Para el presente ensayo, aproximadamente 4 dias
antes, se estratificaron 12 mg de semillas de A. thaliana (aproximadamente 600

semillas), para inocular 8 semillas por placa Petri cuadrada.

Primeramente, cada tratamiento de cada bacteria fue dividido en tres concentraciones
distintas, para determinar la concentracidn que genere efectos adicionales sobre la
planta A. thaliana. Cada cepa fue crecida en matraces de 250 ml en medio liquido R2A
por 48 hrs. Se realizaron segundos inéculos para obtener mayor volumen. Cada cepa
fue inoculada con 50 ml de medio MS/2 en placas Petri cuadradas, teniendo que diluir

y/o centrifugar para disminuir y/o aumentar la magnitud de concentracion.

Cada concentracidn tuvo 4 réplicas, obteniendo como final 12 placas por bacteria. La

bacteria P. putida KT2440 fue llevada a concentraciones de 10, 10°y 10° % La

bacteria F. endophyticum 522 y A. brasilense SP7 fueron llevada a concentraciones de

10%,10% 107 C:l—ij Las bacterias V. paradoxus B4 y P. phytofirmans PsIN fueron llevadas

: CFU . , .
a concentraciones 10, 10° y 10® T Cada concentracién de cada bacteria se mezcld

con 50 ml de medio MS/2 y se esperd 45 min hasta que solidifico. Con una micropipeta
RAININ Pipet-Lite XLS modelo P20 se dispuso 8 semillas separadas en la parte superior
de cada placa Petri cuadrada, cada punta fue cambiada a medida que se inoculé cada
semilla, evitando contaminacién. Se realizaron 6 placas control solamente con medio
MS/2 sin sacarosa. Cada placa fue sellada con parafilm Bemis PM-996 y dejadas de
forma vertical en orden aleatorio en una camara de cultivo con luz led a 21°C por 14

dias.

Pasado los 14 dias se procedié a escanear con el escaner fotografico a color EPSON

Perfection V600. Para analizar las estadisticas se utilizd6 Graphpad y las variables a
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evaluar fueron largo raiz (cm) y érea roseta (¢cm?). Los datos de ambas variables a
medir se obtuvieron con Imagel. En Graphpad se realizaron analisis estadisticos de
normalidad, como Shapiro-Wilk y D’Angostino-Pearson. Ademads, para saber si existia

significancia entre los tratamientos, se realizé el test paramétrico ANOVA de una via.

Recoleccién de exudados de la planta A. thaliana.

El objetivo del ensayo fue recaudar los exudados provenientes de A. thaliana para la
evaluacidn del posible crecimiento de las cepas en estos. La recoleccion de exudados se
realizé de dos formas distintas. El primer ensayo consistid en un experimento
hidropdnico con artefactos manuales. Se fabricé un andamio, el cual estd compuesto
por una malla plastica entre 2 placas plasticas con 70 agujeros, cerrada con amarras de
plastico convencionales. Se pegaron 4 patas de plastico en cada extremo (Cillero J, et al

2019).

En recipientes plasticos esterilizados se vertid aproximadamente 50 ml de medio
liquido MS/2 sin sacarosa, colocando el andamio a dentro con pinzas estériles. En cada
agujero se inoculd con una micropipeta RAININ Pipet-Lite XLS modelo P20 una semilla
previamente estratificada de A. thaliana. Este procedimiento se repitié 5 veces.

Cada recipiente plastico fue sellado con parafilm Bemis PM-996 y dispuestas en una
camara de cultivo con luz led a 21°C por 14 dias. La recoleccidon de exudados se realizé
dentro de la cabina de seguridad bioldgica Nuaire clase Il tipo A/B3 con una jeringa

estéril de 50 ml y se vertié con filtros singer de 0.22 um en tubos Falcon de 15 ml.

El segundo ensayo consistid en la recoleccion del exudado a partir de la extraccién del
agar de placas Petri. En placas redonda previamente dispuestas con medio semisdlido
MS/2 sin sacarosa, se inocularon 24 semillas estratificadas de A. thaliana. Se realizaron
13 réplicas, selladas con cinta parafilm Bemis PM-996 y dispuestas por 14 dias en una

camara de cultivo con luz led a 21°C.

28



I O m m O O W >

La recoleccidon del exudado consistié en la extraccion de cada planta, para luego
centrifugar el agar y guardar el sobrenadante. El liquido fue filtrado con filtros singer

0.22 um y vertidos en Falcon de 50 ml.

Evaluacion de la curva de crecimiento de las cepas en exudados.

A partir de los exudados recolectados en el ensayo previo, se analizé el efecto de estos
para determinar su influencia en el crecimiento bacteriano. Esto se llevd a cabo
mediante la medicidén prolongada del desarrollo de cada cepa usando el equipo Biotek
EON 259271. Se realizaron dos ensayos en placas ELISA de 96 pocillos, debido que para
el ensayo hidropdnico se utilizé sacarosa y para el ensayo en agar no, entonces los
tratamientos variaban. Los ensayos consistian en cuatro tratamientos a cada de las 6
cepas en estudio. Como primer paso, dias previos, se debid crecer en tubos de ensayo
cada cepa por separado en medio liquido R2A. Transcurrido el tiempo, se midié la OD
de cada cepa, debido que las cepas deben iniciar a una OD 0.1. De cada tratamiento se
realizd tres replicas. Como grupo control se usd el medio MS/2 con sacarosa y sin
sacarosa mas la adicién de cada cepa por separado. Otro tratamiento fue medio liquido
R2A mas la adicién de cada bacteria al 100% por separado. Un tercer tratamiento fue el
liguido exudado -exudado extraido del ensayo hidropdnico y exudado extraido del
ensayo agar- mas la adicion de cada bacteria. Como ultimo tratamiento se realizé 50%
de liquido de exudado mds 50% de cada bacteria crecida en medio R2A. La siguiente
tabla (tabla 1) revela la disposicién de cada tratamiento y de cada cepa dentro de la
placa ELISA para el ensayo de exudado hidropdnico, la variacién con el segundo ensayo

es el uso de MS/2 sin sacarosa.

10 11

SP7 SP7 SP7 S

P7 SP7
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. Tratamiento medio liquido R2A mas adicion de cepa al 100%
. Tratamiento medio liquido MS/2 con sacarosa mas adicion de cepa al 100%
. Tratamiento liquido exudado mas adicién de cepa al 100%

Tratamiento liquido exudado al 50% mas adicion de cepa al 50%

Tabla 1. llustracidén representativa de placa ELISA de 96 pocillos con los distintos
tratamientos y las distintas cepas. Para ensayo hidropdnico se usé MS/2 con sacarosa,

para ensayo en agar se usé MS/2 sin sacarosa.

Analisis del efecto fenotipico en la planta modelo A. thaliana de las interacciones
entre dos cepas.

Se buscéd evaluar los efectos de combinaciones de cepas en la planta A. thaliana,
centrandose en particular en la interaccién con la cepa, P. putida KT2440, debido a los
resultados obtenidos en los ensayos microbioldgicos, que mostraron una inhibicién del
crecimiento hacia las otras bacterias. Los tratamientos fueron: P. putida KT2440 + F.
endophyticum 522; P. putida KT2440 + N. plantarum Grainger J70; P. phytofirmans PsJN
+ P. putida KT2440; P. putida KT2440 + V. paradoxus B4; P. putida KT2440 + A.
brasilense SP7. Ademas, se buscd evaluar el efecto de cada cepa aislada, teniendo
grupos aislados de P. putida KT2440, F. endophyticum 522, N. plantarum Grainger J70,
P. phytofirmans PsIN, A. brasilense SP7 y V. paradoxus B4. Como control negativo

(grupo control) no se dispuso de ninguna cepa.

Las condiciones de crecimiento de la planta y estratificacion de semillas fueron

estandares. A partir del resultado del ensayo definicidn de concentracién de bacteria

. . . . C
en planta, la cantidad de bacteria a utilizada fue de una magnitud de 10* % Por lo

g+ SFU

tanto, la suma de ambas cepas debié quedar a una magnitud de 1 —

Se combind medio semisélido MS/2 sin sacarosa con las distintas cepas para luego
verter aproximadamente 50 ml en cada placa Petri cuadrada y luego sembrar 8 semillas
de A. thaliana -previamente estratificadas- con aproximadamente 1 cm de distancia
entre semilla. Se realizaron 4 réplicas por cada tratamiento (48 placas totales), las
cuales fueron selladas con parafilm Bemis PM-996 y dejadas de forma vertical en orden

aleatorio en una cdmara de cultivo con luz led a 21°C por 14 dias.
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Analisis del efecto fenotipico de la SynCom en la planta modelo A. thaliana.

El propdsito del ensayo fue analizar los efectos en la planta causados por diferentes
tamanos y miembros de la comunidad microbiana sintética. El objetivo principal fue
explorar las diversas respuestas fenotipicas que los tratamientos pudieron inducir en A.
thaliana. El ensayo constd de siete grupos, cada uno se realiz6 con condiciones
ambientales y estratifizacion de semillas estandares. Los tratamientos evaluados
fueron: SynCom (F. endophyticum 522 + N. plantarum Grainger J70 + P. putida KT 2440
+ V. paradoxus B4 + A. brasilense SP7) mas la adicion de P. phytofirmans PsIJN; SynCom
sin cepa PsIN; SynCom sin cepa KT2440; SynCom sin cepa PsIN y KT2440; cepa P.
phytofirmans PsJN aislada; cepa P. putida KT2440 aislada; grupo control (ausencia de

bacterias).

El experimento fue realizado en placas Petri cuadradas, en las cuales se mezcld
homogéneamente para cada grupo (exceptuando el grupo control) medio sélido MS/2
. . . . . 4 CFU :

sin sacarosa mdas una magnitud final de bacterias de 10 — Posteriormente, se
sembraron en la parte superior 8 semillas con aproximadamente 1 cm de distancia
entre semilla. Fueron selladas con parafilm Bemis PM-996 y dejadas de forma vertical
en orden aleatorio en una cadmara de cultivo con luz led a 21°C por 14 dias. Se

realizaron 4 réplicas por tratamientos (28 placas totales).
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RESULTADOS
Objetivo A.

Aislamiento y crecimiento de bacterias representativas

Se aislé y crecid con éxito 4 cepas bacterianas, Flavobacterium endophyticum 522,
Paraburkholderia phytofirmans PsJN, Pseudomonas putida KT2440 y Variovorax
paradoxus B4. De cada cepa, se crecidé en placas de agar con medio R2A una colonia
para su posterior uso. No se realizé extraccién de DNA y PCR, puesto que estas cepas ya

estaban identificadas y chequeadas previamente en el laboratorio.

Para las tres cepas restantes, se aislaron cepas provenientes de un stock en glicerol a -
80°C, debido a que las cepas frescas no correspondian a las bacterias representativas.
Se inicié por aislarlas en medio liquido LB y en placas de agar con medio LB, logrando

crecimiento en Rhizobium etli CFN y Streptomyces olivochromogenes.

La cepa Nocardioides plantarum Grainger 170 logré crecer débilmente en el medio LB y
en sus dos medios éptimos segin DSMZ (medio 92 y medio 535, véase en Anexos). Se
obtuvo crecimiento en el medio liquido R2A, por lo tanto, se plaqued por método de
asa en placas Petri redonda con medio sélido R2A. Luego se realizé extraccion de DNA 'y
PCR, enviando a secuenciar a Macrogen en Corea del Sur para corroborar que

correspondia a la bacteria en estudio.

La bacteria Streptomyces olivochromogenes fue aislada y crecida en el medio LB y 65,
(medio 6ptimo segin DSMZ, véase en Anexos). En ambos medios se obtuvo
crecimiento granular, en el medio 65 los granulos fueron mas grandes. Al tener un
fenotipo filamentoso, su eventual caracterizaciéon y uso en los experimentos iba a

resultar complejo, decidiendo no incorporarla en la SynCom.

La bacteria Rhizobium etli CFN-42 crecid, pero el resultado de la secuenciacién no

coincidia con la bacteria. Por lo tanto, se extrajo del crudo y se crecié en medio liquido
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LB y R2A, obteniendo nulo crecimiento, concluyendo no incorporarla en la SynCom.
Debido a lo anterior, se cambid de cepa por la Azospirillum brasilense SP7, la cual
proviene de la familia alpha-proteobacteria (al igual que Rhizobium etli CFN-42) y es

representativa de la rizésfera de A. thaliana (Spaepen et al., 2014).

En resumen, se trabajo con 6 bacterias identificadas:
Flavobacterium endophyticum 522 (Bacteroidetes)
Paraburkholderia phytofirmans PsJN (B-proteobacteria)
Variovorax paradoxus B4 (B-proteobacteria)
Pseudomonas putida KT2440 (y-proteobacteria)
Azospirillum brasilense SP7 (a-proteobacteria)
Nocardioides plantarum Grainger J70 (Actinobacteria)
Debido al dificil manejo, se desisti6 con las cepas Rhizobium etli CFN-42 (o-

proteobacteria) y Streptomyces olivochromogenes (Actinobacteria).

Seleccidon de medio 6ptimo de crecimiento bacteriano.

La finalidad de este ensayo es comprobar el medio general, en el cual todas las cepas
crecen éptimamente para luego hacer uso de ese medio en los ensayos posteriores. El
ensayo se realizd con 5 bacterias identificadas, Flavobacterium endophyticum 522,
Paraburkholderia phytofirmans PsIN, Variovorax paradoxus B4, Pseudomonas putida
KT2440 y Azospirillum brasilense SP7, debido que la cepa N. plantarum Grainger J70

todavia no era identificada.

Las cepas Pseudomonas putida KT2440 vy Azospirillum brasilense SP7 crecieron
Optimamente en todos los medios. La cepa Flavobacterium endophyticum 522 no
crecié en el medio GyM. La cepa Paraburkholderia phytofirmans PsIN no presenté
crecimiento en el medio M1. La cepa V. paradoxus B4 crecié débilmente en el medio

PyG, GyM y LB.
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Todas las cepas crecieron éptimamente en el medio R2A, siendo este medio como el

medio general para los eventuales ensayos de competencia a realizar.

La cepa Nocardioides plantarum Grainger J70 no esta presente en este experimento,
pero solo crecié en el medio R2A. Esta cepa se demora aproximadamente 5-6 dias en
crecer en medio liquido y sdlido. Se determind al medio R2A como el éptimo para las 6
bacterias en estudio. En la tabla 2 se resumen los resultados del crecimiento de cada

cepa en los distintos medios.

Tabla 2: Resultados del crecimiento de las distintas bacterias en los distintos medios previamente descritos.

MEDIOS | P. putida KT2440 | F. endophyticum | A. brasilense SP7 | P. phytofirmans PsIN | V. paradoxus B4
M1 Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Débil Débil Nulo Optimo
GyM Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Nulo Optimo Optimo Nulo
PyG Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Débil Débil Débil Nulo
LB Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Débil Optimo Débil Débil
R2A Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Optimo Optimo Optimo Optimo
Tabla 2. Resultados del crecimiento de las distintas bacterias en los distintos medios

previamente descritos. El color rojo significa existencia de inhibicion. El color naranjo

significa existencia de inhibicién no tan notoria. El color verde significa inexistencia de

inhibicion.

Relacién cantidad bacterias presentes en medio de cultivo (CFU) con densidad dptica

(OD)

La tabla 3 contiene los

correspondiente.

resultados de

la cuantificacion de CFU a una OD
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Bacteria Densidad dptica (OD) [@]
ml
P. putida KT2440 0.6 5.35 x 10°
F. endophyticum 522 0.7 6.6 x 107
A. brasilense SP7 0.6 1.07 x 107
V. paradoxus B4 0.6 5.34 x 107
N. plantarum Grainger J70 0.6 1.84 x 10°
P. phytofirmans PsJN 0.6 1x 108
Tabla 3. Resultados de cada cepa en estudio de la cuantificacién de la unidad

formadora de colonias (CFU) por ml a una densidad éptica determinada

Objetivo B.

Evaluacion del crecimiento de cepas co-cultivadas en medio sélido.

El ensayo busca verificar si existe inhibicién o falta de crecimiento al inocular una cepa
homogéneamente al agar momento previo de solidificacién y luego verter gotas de
distintas cepas sobre el medio solidificado, con el fin de identificar posibles
interacciones cooperativas y/o competitivas. A partir de las fotos escaneadas (figura 3)
se pudo presenciar, que en las placas inoculadas homogéneamente con R2A con agar al
50% mas la bacteria V. paradoxus B4 y N. plantarum Grainger J70, la cepa P. putida

KT2440 generd un halo de inhibicién.

35



V: gota V. paradoxus B4
P: gota P. phytofirmans PsJN
F: gota F. endophyticum 522
K: gota P. putida KT2440

S: gota A. brasilense SP7

O Inoculo de cepa

I | Halo inhibitorio

Figura3. Ensayo Agar mas Bacteria. (A) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50%
mas la cepa N. plantarum Grainger J70 con presencia de halo inhibitorio de P. putida
KT2440. (B) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50% mas la bacteria V.

paradoxus B4 con presencia de halo inhibitorio de P. putida KT2440.

En las placas inoculadas homogéneamente con R2A con agar al 50% mas la bacteria F.
endophyticum 522 y P. phytofirmans PsJN las cepas inoculadas crecieron de forma
normal y a su tiempo correspondiente (figura 4A y 4B). En la placa inoculada
homogéneamente con R2A al 50% mas la bacteria P. putida KT2440 (figura 4C), las
cepas V. paradoxus B4 y P. phytofirmans PsJN no lograron crecer dentro del tiempo
inoculado y las demas cepas crecieron débilmente. En las placas inoculadas
homogéneamente con R2A con agar al 50% mas la bacteria A. brasilense SP7 (figura 4D)
no crecieron las cepas F. endophyticum 522 y P. phytofirmans PsJN. Las cepas P. putida

KT2440 vy V. paradoxus B4 crecieron luego de las 48 horas de incubacion.
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V: gota V. paradoxus B4
P: gota P. phytofirmans PsJN
F: gota F. endophyticum 522
K: gota P. putida KT2440

S: gota A. brasilense SP7

¢ Crecimiento débil

* Crecimiento nulo

Figura4. Ensayo Agar mas Bacteria. (A) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50%
con la bacteria F. endophyticum 522. Todas las cepas crecieron normal. (B) Resultados
de placas inoculadas con R2A al 50% con la bacteria P. phytofirmans PsJN. Todas las
cepas crecieron normal. (C) Resultados de placas inoculadas con R2A al 50% vy la
bacteria P. putida KT2440. Estrellas rojas significa nulo crecimiento de cepas inoculadas
P. phytofirmans PsIN y V. paradoxus B4. Estrellas naranjas significa débil crecimiento de
cepa inoculada F. endophyticum 522. (D) Resultados de placas inoculadas con R2A al
50% y la bacteria A. brasilense SP7. Cepas P. phytofirmans PsIN y F. endophyticum 522

no lograron crecer.

La tabla 4 resume los resultados del presente ensayo. En la columna 1 se encuentran
las placas Petri con la mezcla de R2A con agar al 50% mds la cepa y en la fila 1 se

encuentran las gotas de las cepas inoculadas en las respectivas placas Petri.
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Tabla 4: Resumen de resultados visuales obtenidos del ensayo de R2A con agar al 50% mas las distintas cepas con gotas

Tabla 4.

inoculadas
Gotas inoculadas
Agar + Bacteria P. putida KT2440 | F. endophyticum | A. brasilense SP7 | P. phytofirmans PsJN | V. paradoxus B4
P. putida KT2440 Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Débil Débil Nulo Nulo
F. endophyticum Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Optimo Optimo Optimo
A. brasilense SP7 Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Débil Débil Optimo
P. phytofirmans PsIN Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Optimo Optimo Optimo
V. paradoxus B4 Halo Inhibitorio Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Optimo Optimo Optimo
N. plantarum Halo Inhibitorio Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Grainger 70 Optimo Optimo Optimo Optimo

Resumen de los resultados obtenidos del presente ensayo. En la columna 1 se

describen las bacterias inoculadas con el agar posteriormente puestas en placas Petri.

En la fila 1 se describen las gotas de las cepas inoculadas en cada placa Petri. El color

rojo significa existencia de inhibicion. El color naranjo significa existencia de inhibicidén

no tan notoria. El color verde significa inexistencia de inhibicion.

Evaluacion del crecimiento de las cepas de la SynCom en contacto indirecto.

El presente ensayo busca verificar el comportamiento de las bacterias una vez que son

inoculadas al mismo tiempo a una distancia cercana (sin tocarse). La cepa P. putida

KT2440 inhibié el crecimiento de todas las otras cepas, inhibiendo notoriamente a las

cepas V. paradoxus B4, F. endophyticum 522, P. phytofirmans PsJN e inhibiendo

levemente a las cepas A. brasilense SP7 y N. plantarum Grainger J70 (figura 5A). En las

placas inoculadas con las cepas F. endophyticum 522 (figura 5B) y A. brasilense SP7

(figura 5D) se presentd una leve inhibicion hacia la cepa V. paradoxus B4. Las cepas P.
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phytofirmans PsIN (no se muestra figura), N. plantarum Grainger J70 (figura 5C) y V.
paradoxus B4 (no se muestra figura) no ejercieron ninguna inhibicion sobre las otras

cepas.

V: gota V. paradoxus B4
P: gota P. phytofirmans PsIN
F: gota F. endophyticum 522
K: gota P. putida KT2440
S: gota A. brasilense SP7

J: gota N. plantarum J70

7
'\ ‘, Inhibicion de cepa adyacente

Figura5. Ensayo Gotas Adyacentes. (A) Placas Petri inoculadas con 4 gotas de 8 ul P.
putida KT2440 junto a gotas de cepas restantes. Se presencia inhibicion de crecimiento
en las cuatro cepas. (B) Placas Petri inoculadas con 4 gotas de de 8 ul F. endophyticum
522 junto a gotas de las otras cepas. Presencia leve inhibicion de cepa V. paradoxus B4.
(C) Placas Petri inoculadas con 4 gotas de 8 ul N. Plantarum Grainger J70 junto a gotas
de las otras cepas. Se presencia leve inhibicién con cepa de cepa P. putida KT2440. (D)
Placas Petri inoculadas con 4 gotas de 8 ul A. brasilense SP7 junto a gotas de las otras

cepas. Se presencia leve inhibicién de cepa V. paradoxus BA4.

La tabla 5 resume los resultados de todos los ensayos. Las placas de V. paradoxus B4 y
P. phytofirmans PsJN no presentaron ningun signo inhibitorio hacia las otras cepas. Las

placas de P. putida KT2440 provocé inhibicién en cada cepa adyacente.
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Tabla 5: Resumen de resultados visuales inhibitorios del ensayo Gotas Adyacentes

Inhibidas
N. plantarum
e P. putida KT2440 | F. endophyticum | A. brasilense SP7 P. phytofirmans V. paradoxus B4
Inhibitorias Grainger 170
522 PsIN
P. putida KT2440 Notoria Leve Notoria Notoria Leve
Inhibicion Inhibicién Inhibicién Inhibicion Inhibicion
F. endophyticum Sin Sin Sin Leve Sin
Inhibicion Inhibicién Inhibicién Inhibicion Inhibicion
A. brasilense SP7 Sin Sin Sin Leve Sin
Inhibicion Inhibicién Inhibicién Inhibicion Inhibicion
P. phytofirmans PsJN Sin Sin Sin Sin Sin
Inhibicion Inhibicidn Inhibicidn Inhibicion Inhibicion
V. paradoxus B4 Sin Sin Sin Sin Sin
Inhibicion Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicion
N. plantarum Sin Sin Sin Sin Sin
. Inhibicion Inhibicién Inhibicién Inhibicién Inhibicion
Grainger J70
Tabla 5. Resultados de ensayos de gotas adyacentes y todas las posibles combinaciones.

En la columna 1 se describen las bacterias que generan inhibicidn a otras cepas. En la

fila 1 se describen las bacterias que fueron inhibidas. El color rojo significa existencia de

inhibicion. El color naranjo significa existencia de inhibicion no tan notoria. El color

verde significa inexistencia de inhibicion.

Evaluacion del crecimiento de cepas en contacto directo.

Al igual que el ensayo anterior, se busca comprobar el comportamiento del crecimiento

de una cepa al estar en contacto directo con otra cepa, con el fin de verificar si existe

inhibicidon o si crecen éptimamente. Las placas con el trazo vertical de la bacteria P.

putida KT2440 (figura 6A) presentd inhibicion notoria hacia F. endophyticum y V.

paradoxus B4 e inhibicidn leve hacia P. phytofirmans PsJN. En las placas con el trazo

vertical de P. phytofirmans PsIN (figura 6B) y F. endophyticum (figura 6C) se presencié

una notoria inhibicion hacia la cepa V. paradoxus B4. Las placas con trazo vertical de las
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bacterias A. brasilense SP7, V. paradoxus B4 y N. plantarum Grainger J70 no generaron

ningun signo inhibitorio hacia las demds cepas (no se muestran figuras).

V: gota V. paradoxus B4
P: gota P. phytofirmans PsJN
F: gota F. endophyticum 522
K: gota P. putida KT2440

S: gota A. brasilense SP7

! ‘, Inhibicion de cepa

’\ \, Leve inhibicion de cepa

Figura6. Ensayo Rayas Cruzadas. (A) Placa con trazo vertical de P. putida KT2440.
Circulo rojo intermitente representa notoria inhibicidn hacia cepa V. paradoxus B4 y F.
endophyticum 522. Circulo amarillo representa leve inhibicion hacia P. phytofirmans
PsJN. (B) Placa con trazo vertical de P. phytofirmans PsJN. Circulo rojo notoria
inhibicién hacia V. paradoxus B4. (C) Placa con trazo vertical de F. endophyticum 522.

Circulo rojo notoria inhibicion hacia V. paradoxus B4.

41



La tabla 6 resume los resultados visuales que se obtuvieron.

Tabla 6: Resumen de resultados visuales de ensayo rayas cruzadas.

Linea horizontal
Linea vertical P. putida KT2440 | F. endophyticum 522 | A. brasilense SP7 | P. phytofirmans PsJN | V. paradoxus B4
P. putida KT2440 Notoria Sin Leve Notoria
Inhibicién Inhibicidn Inhibicidn Inhibicién
F. endophyticum 522 Sin Sin Sin Notoria
Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion
A. brasilense SP7 Sin Sin Sin Sin
Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion
P. phytofirmans PsJN Sin Sin Sin Notoria
Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion
V. paradoxus B4 Sin Sin Sin Sin
Inhibicidn Inhibicidn Inhibicidn Inhibicidn
N. plantarum J70 Sin Sin Sin Sin Sin
Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion

Tabla 6. En la columna 1 se dispone las bacterias inoculadas de forma vertical en la
placa Petri. En la fila 1 se disponen las bacterias inoculadas de forma perpendicular a la

linea vertical.

Anadlisis del crecimiento simultaneo entre cepas de la SynCom en medio liquido R2A.

La finalidad de este ensayo fue documentar el crecimiento simultaneo de dos cepas
distintas inoculadas a la misma concentracidon en medio R2A liquido, para verificar si
existe inhibicion de alguna cepa sobre otra, si alguna cepa cambia el fenotipo o si
crecen Optimamente. Los resultados del presente ensayo fueron resumidos en la
siguiente tabla (tabla 7), en la cual se dividen por las combinatorias de bacterias, los

fenotipos presentes transcurrido 48 hrs y las observaciones sobre las colonias crecidas.
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Combinaciones
V. paradoxus B4
A. brasilense SP7
V. paradoxus B4
P. phytofirmans PsJN
P. putida KT2440
P. phytofirmans PsJN
P. phytofirmans PsJN
A. brasilense SP7

P. putida KT2440
A. brasilense SP7

P. putida KT2440
F. endophyticum
V. paradoxus B4
P. putida KT2440
A. brasilense SP7
F. endophyticum
F. endophyticum
V. paradoxus B4

F. endophyticum
P. phytofirmans PsJN

N. plantarum 170
F. endophyticum

N. plantarum 170
P. phytofirmans PsJN

N. plantarum J70
V. paradoxus B4

N. plantarum 170
P. putida KT2440

N. plantarum 170
A. brasilense SP7

Fenotipos Presentes
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(dificil distincion)
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(dificil distincion)
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(facil distincion)
Ambos
(facil distincion)

Ambos
(facil distincion)

Ambos
(dificil distincion)

Ambos
(facil distincion)

Ambos
(facil distincion)

Observaciones
A. brasilense SP7 colonias mas grandes.
Similar cantidad.
Ambas colonias muy pequeiias y en gran cantidad.

P. putida KT2440 colonias grandes y en mayor cantidad.
P. phytofirmans PsJN colonias muy pequefias.
A. brasilense SP7 colonias grandes.
P. phytofirmans PsJN colonias muy pequenias.

P. putida KT2440 colonias grandes y mayor cantidad.
A. brasilense SP7 colonias grandes y menor cantidad.

P. putida KT2440 colonias grandes.
F. endophyticum colonias muy pequeiias.
P. putida KT2440 colonias grandes y en mayor cantidad.
V. paradoxus B4 colonias muy pequenas.
A. brasilense SP7 colonias grandes.
F. endophyticum colonias muy pequeiias.
Ambas colonias muy pequefias y en gran cantidad.

Ambas colonias muy pequeiias y en gran cantidad.

F. endophyticum colonias pequefias y amarillas.
N. plantarum J70 colonias muy pequefias y blancas.
Cantidades similares.

N. plantarum J70 colonias muy pequefias y blancas.
P. phytofirmans PsJN colonias pequefias y blancas.
Cantidades similares.
N. plantarum J70 colonias muy pequefias y menor cantidad.
V. paradoxus B4 colonias pequeias y mayor cantidad.

N. plantarum )70 colonias muy pequefias.
P. putida KT2440 colonias grandes.
Cantidades similares.
N. plantarum J70 colonias muy pequefias y mayor cantidad.
A. brasilense SP7 colonias grandes.
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Tabla 7. Resumen de los distintos fenotipos de las combinatorias y de las distinciones
de las cepas. Columna 1 se presentan las distintas combinaciones, columna 2 se

presentan los fenotipos presentes y en la columna 3 las observaciones.

La figura 7 representa las distintas combinatorias de la cepa P. putida KT2440 con las
distintas cepas a una dilucién de 1:100.000. Las demas combinatorias no se muestran,

pero sus respectivos fenotipos estan descritos en la tabla 6.

O P. putida KT2440

Q F. endophyticum 522
O P. phytofirmans PsJN

V. paradoxus B4

Q N. plantarum )70
O A. brasilense SP7

Figura7. Ensayo Mezclas. (A) Placa de mezcla entre P. putida KT2440 y F. endophyticum
522. (B) Placa de parejas P. phytofirmans PsIN y P. putida KT2440. (C) Placa con
combinacién de A. brasilense SP7 y P. putida KT2440. (D) Placa de mezcla entre V.
paradoxus B4 y P. putida KT2440. (E) Placa combinatoria P. putida KT2440 y N.

plantarum 170. Figura demuestra diferencias de fenotipos de colonias de las diferentes

cepas.
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Capacidades metabdlicas de las cepas miembros de la SynCom.

Este experimento se realizé con el fin de verificar si alguna bacteria es capaz de
solubilizar fésforo. Las cepas P. phytofirmans PsIN y A. brasilense SP7 lograron
solubilizar fésforo, debido que se generd un halo (circulos intermitentes verdes)

alrededor de la cepa crecida (figura 8A).

Este experimento se realizd con el fin de verificar si alguna bacteria es capaz de
producir sideréforos. La cepa P. putida KT2240 solubilizé hierro, formando un
halo (circulos intermitentes verdes). Sin embargo, no se obtuvo crecimiento de
las cepas P. phytofirmans PsIN, F. endophyticum, V. paradoxus B4 y N.
plantarum Grainger J70 (figura 8B).

V: gota V. paradoxus B4
P: gota P. phytofirmans PsIN
F: gota F. endophyticum 522
K: gota P. putida KT2440
S: gota A. brasilense SP7

N: gota N. plantarum J70

O Inoculo de cepa

Halo de solubilizacion
y

Figura8. Solubilizaciones. (A) Solubilizacion de fésforo. Circulos intermitentes verdes
presencia de solubilizacidon de fosforo en las cepas P. phytofirmans PsIN y A. brasilense
SP7. (B) Solubilizacion de hierro. Circulos intermitentes verdes presencia de

solubilizacién de hierro en cepa P. putida KT2240.

Este experimento se realizd con el fin de verificar si alguna bacteria es capaz de
producir auxina. Del primer ensayo (sin la adicién de triptéfano), todas las cepas

. . , . m
estuvieron entre la absorbancia de la curva estandar con concentraciones 1OTg

y 15 %, obteniendo la mayor medicién de OD la cepa P. putida KT2440 (figura
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9A). En el segundo ensayo (con la adicién de triptéfano) las cepas F.
endophyticum 522, V. paradoxus B4, P. phytofirmans PsIN no presenciaron un

cambio significativo en la medicidon de absorbancia, manteniéndose entre las

concentraciones 10 % y 15 % (figura 9B). La cepa P. putida KT2440 tuvo una

. ez . m . .
medicién acorde a la concentracién de 20 Tg, presenciando visualmente un

cambio de color. La bacteria A. brasilense SP7 tuvo un resultado mayor a la

maxima medida por el espectrofotdmetro, se diluyé 1:2, lo cual corresponde a

. s m
una concentracién de 50 Tg

‘VA“‘\-K‘\‘
| _TieH —‘_,vr = 3 ww.lj
\‘f _— X

oy

\, 4"

A AT S

Figura9. Produccion auxina. (A) Tubos de ensayo con las cinco cepas crecidas en medio
liguido R2A. Visualmente no existe cambio de coloracién. (B) Tubos de ensayo con las
cinco cepas mas la adicién de triptéfano. Visualmente queda evidenciado que las cepas
P. putida KT2440 y A. brasilense SP7 producen auxina. En (A) y (B) de izquierda a
derecha: F. endophyticum 522, V. paradoxus B4, P. phytofirmans PsIN, P. putida
KT2440y A. brasilense SP7.

Objetivo C.

Definicion de la concentracion de las cepas integrantes de la SynCom a inocular en la
planta A. thaliana.

Este ensayo tiene como finalidad definir la concentracién de cada cepa que tenga

mayor efecto promotor del crecimiento (midiendo largo de raiz y drea de roseta) sobre
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la planta A. thaliana, para luego utilizar dicha concentracidn en los ensayos de parejas 'y
de SynCom. Las siguientes figuras (10-15) reflejan los resultados visuales de la planta A.
thaliana 14 dias después de la germinacidn y los graficos representan los datos
obtenidos con sus respectivos andlisis estadisticos. Se representd al control como el
100%, por lo que se puede apreciar porcentualmente los cambios de las variables a

distintas concentraciones de cada cepa.

Para los datos de drea de roseta de todas las cepas la distribucién no fue normal,
transformandola a una distribucidn logaritmica. Se realizo ANOVA de una via a todas las
cepas y se procedid a identificar datos significativos. Para los datos de largo de raiz V.
paradoxus B4, A. brasilense SP7 y P. putida KT2440 la distribucién debié ser
transformada a logaritmo. Se realizé6 ANOVA de una via a todas las cepas y se procedié
a identificar datos significativos, los cuales quedan denotados en las siguientes figuras
(10-15). A partir de los test estadisticos se logra evidenciar que los efectos mds

significativos, tanto para largo de raiz y area roseta, fueron a las concentraciones

CFU
10—,
ml
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Percentage (%)

Root Length F. endophyticum 522

140 b
120 a ab
100 c
80
60

1
Control 1074 1046 1077
n=34 n=24 n=27 n=24

Percentage (%)

Rossette Area F. endophyticum 522

250
200-
1501
100-

50

T
Control 1074 106 1077

n=34

ab

n=24

n=27

Cc

 ul

n=24

Figura 10. Ensayo concentracion bacteria F. endophyticum 522. (lzquierda) grafico

porcentual del largo de raiz. (Derecha) gréfico porcentual del 4rea de la roseta.

Resultados visuales y estadisticos de planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con

bacteria F. endophyticum 522 a concentraciones 10%,10°y107

4CFU (1106 CFU 7 CFU
10* 52, (0)10° <2y (D) 107 52,

CFU
ml

. (A) Control, (B)
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Root Length P. putida KT2440 Rossette Area P. putida KT2440

Percentage (%)

. 180+ b
140~ 160 b L
1204 a = 140 ab
i X
100 Y 120
80- . & 100+
60 = g 807
o 60
N b ] T
A 2 o 40+
20- 20—
T 0- T
Control 104 1075 106 Control10A4 1075 1076
n=34 n=28 n=26 n=26 n=34 n=28 n=26 n=26

Figura1ll. Ensayo concentracion bacteria P. putida KT2440. (lzquierda) grafico
porcentual del largo de raiz. Grupo control es significativo en comparacion con los
distintos grupos de concentraciones. (Derecha) grafico porcentual del area de la roseta.

Resultados visuales y estadisticos de planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con

bacteria P. putida KT2440 a concentraciones 10%,10%y 10° % (A) Control; (B) 10* CTZ—U
CFU CFU
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Percentage (%)

Root Length P. phytofirmans PsJN Rossette Area P. phytofirmans PsJN

140.- 180
120_' 160 —
- X 1404
100- g, 120-
80+ 8 100
60 @ 80+
1 S e0-
40+ &
4 40
20- 20
0- 0- T
Control 1074 1026 1078 Control 104 1046 1078
n=34 n=22 n=22 n=28 n=34 n=22 n=22 n=28

Figura 12. Ensayo concentracion bacteria P. phytofirmans PsIN. (lzquierda) grafico

porcentual del largo de raiz. (Derecha) grafico porcentual del area de la roseta.
Concentraciéon 108 es significativo en comparacién con otras concentraciones.

Resultados visuales y estadisticos de planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con

bacteria P. phytofirmans PsJN a concentraciones 10%,10°y 108 CTZ—EI (A) Control; (B)
4 LFU., 6 CFU. 8ty
10 T (C)10 p—y (D)10 —
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Root Length A. brasilense SP7 Rossette Area A. brasilense SP7

140 200 b
180
< 1207 a T 160+ c
S 100 2 g Mo
o -
g 80 b g 212
E < 00—
g 60 c 3 804
o — (<
S 40 &
o 40
20 20+
0 T 0-
Control 1074 10°6 1077 Control10*4 1046 1077

n=34 n=28 n=25 n=26 ne34  ne28, n=25 m26

Figura13. Ensayo concentracion bacteria A. brasilense SP7. (lzquierda) grafico
porcentual del largo de raiz. Concentraciéon 10°® y 107 son significativos en
comparacién con grupo control y concentracién 10%. (Derecha) gréfico porcentual del
drea de la roseta. Concentracién 10° y 107 son significativos en comparacién con
grupo control y concentracién 10%. Resultados visuales y estadisticos de planta A.

thaliana inoculada en medio MS/2 con bacteria A. brasilense SP7 a concentraciones

4106 7 CFU . 4 CFU | 6 CFU | 7 CFU
10%,10°y 10 ml.(A)ControI, (B) 10 ml,(C) 10 ml,(D)lO e
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Percentage (%)

Root Length V. paradoxus B4 Rossette Area V. paradoxus B4

140 140+ b ab
d E ab T
120~ -~ 1204 ,

r °\° E
100-_ g 100-_
80 8 80
i % .
60-_ 8 60-
40- & 40
20 20

T

Control10*4 1076 1078 Control 1074 106 1078

n=34 n=22 n=24 n=29 n=34 n=22 n=24 n=29

Figura 14. Ensayo concentracion bacteria V. paradoxus B4. (Izquierda) gréafico porcentual
del largo de raiz, existe significancia en concentraciéon 108 con respecto a las otras
concentraciones. (Derecha) grafico porcentual del area de la roseta. Resultados

visuales y estadisticos de la planta A. thaliana inoculada en medio MS/2 con bacteria V.

CFU
06—
ml

paradoxus B4 a concentraciones 10%,10°y 108 % (A) Control; (B)104%; (€1

g CFU
ml’

;(D) 10
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Root Length N. plantarum J70 Rossette Area N. plantarum J70

1204 4 140 _T_
—~ N ~ 120
q 100_ q
® 80 Y 100
=] =]
8 | g 80
o 5
S ] S
& | & 40
20 20
0- T T
Control10*4 1075 106 Control 1074 10°5 1076
n=34 n=19 n=17 n=19 n=34 n=17 n=15 n=17

Figura 15. Ensayo concentracion bacteria N. plantarum J70. (lzquierda) grafico
porcentual del largo de raiz. Concentracién 10°y 10° son significativos en
comparacién con grupo control y 10%. (Derecha) grafico porcentual del drea de la
roseta. Resultados visuales y estadisticos de la planta A. thaliana inoculada en medio
MS/2 con bacteria N. plantarum J70 a concentraciones 10%,10°y 10° % (A) Control;

ot CFU

CFU
; 06 .
ml’

) 1052 (D)1 -

FU
()1 py

Recoleccion de los exudados radiculares de la planta A. thaliana.

Se realizd el presente ensayo de dos formas distintas, buscando obtener el mayor
concentrado de exudado. Ademads, la finalidad de este fue recolectar y guardar los
exudados provenientes de la raiz de A. thaliana y utilizarlo con el fin de evaluar el

efecto/comportamiento de las bacterias.
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Después de 14 dias en los ensayos hidropdnicos se obtuvo crecimiento de raiz en 2 de
las 5 réplicas, recolectando aproximadamente 200 ml de exudados. El exudado
recolectado fue filtrado con filtros synger de 0.22 um y dispuestos en tubos Falcon de
15 ml para luego almacenarlos a -80°C. Para una de las réplicas, de un total de 40
semillas inoculadas en los orificios, germinaron y crecieron 30 semillas. Para la otra
réplica, de un total de 48 semillas puestas en los orificios, se obtuvo un crecimiento de
32 semillas. La figura 16A muestra los andamios y las semillas inoculadas después de

los 14 dias desde la germinacion.

Del ensayo de recoleccion de exudados a partir de agar se procedio a retirar con pinzas
estériles cada planta de A. thaliana, luego el agar fue centrifugado tres veces a 15.000
rom por 5 min para recolectar el sobrenadante y proceder a filtrar con jeringas de 50
ml con filtros synger 0.22 um. Se obtuvo aproximadamente 150 ml de exudado.

La figura 16B muestra el crecimiento de las plantas después de 14 dias en la cdmara de

plantas.

Figura 16. Ensayo Recoleccion Exudados. (A) Ensayo recoleccion exudados en
hidropénico. Visualizacion de arriba del andamio después de 14 dias de germinacion.
(B) Ensayo recoleccién exudados en agar. Visualizacion después de 14 dias de

germinacion.
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Evaluacion de la curva de crecimiento de las cepas en exudados.

El presente ensayo tiene como finalidad evaluar el crecimiento de las distintas cepas
con el exudado recolectado, sometiendo a cada cepa a 4 tratamientos: Grupo control
(MS/2 sin sacarosa + cepa); 100% R2A + cepa; 100% Exudado + cepa; 50% exudado +
50% cepa en MS/2 (previamente crecida en R2A liquido). A partir de la recoleccién de
datos en el Biotek EON 259271 se obtuvieron las curvas de crecimiento de cada bateria
en los distintos tratamientos. Las curvas fueron analizadas con exudados del ensayo
hidropdnico y del agar, debido que se obtuvo mayor crecimiento de raiz en el ensayo
de agar, los siguientes resultados corresponden a los graficos obtenidos del ensayo de
agar. Todas las cepas, a excepcién de F. endophyticum 522, logran crecer con el
exudado de A. thaliana. El mayor crecimiento de todas se obtuvo en el tratamiento de
R2A. En los tratamientos de 50% exudado se obtuvo aproximadamente la mitad de
crecimiento, que en los tratamientos de 100% exudado. Por ultimo, en el grupo control
(MS/2 sin sacarosa) no se presencio crecimiento de las cepas. La figura 17 muestra los

resultados de las curvas de cada bacteria en los distintos tratamientos.
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Figura 17. Curvas de Crecimiento en Exudados. (A) Grafico de cepa V. paradoxus B4 con
las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 hrs
de crecimiento. (B) Grafico de cepa F. endophyticum 522 con las respectivas curvas de
crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 hrs de crecimiento. (C)
Grafico de N. plantarum J70 con las respectivas curvas de crecimiento de los distintos
tratamientos, mostrando 152 hrs de crecimiento. (D) Gréfico de cepa P. putida KT2440
con las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120
hrs de crecimiento. En las horas 40, 48, 56 existe significancia en el tratamiento
exudado + P. putida KT2440 con respecto a los otros tratamientos. A partir de la hora
64 hay significancia entre todos los tratamientos. (E) Grafico de cepa A. brasilense SP7
con las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120
hrs de crecimiento. En las horas 16, 24 y 32 existe significancia del grupo Exudado + A.
brasilense SP7 con respecto a los otros tratamientos. En las horas 40, 48, 56 y 64 existe
significancia entre todos los tratamientos. (F) Grafico de cepa P. phytofirmans PsJN con
las respectivas curvas de crecimiento de los distintos tratamientos, mostrando 120 hrs
de crecimiento. En las horas 40, 48, 56 y 64 existe significancia entre todos los

tratamientos.

Anidlisis del efecto fenotipico en la planta modelo A. thaliana de la interaccién entre
dos cepas.

El ensayo constd de la combinacidon de cepas realizando 12 grupos con 4 réplicas cada
uno. La finalidad fue evaluar los efectos de las combinaciones de P. putida KT2440
junto a las demas cepas sobre la planta. Después de 14 dias las placas Petri fueron
escaneadas y se realizaron analisis estadisticos en Graphpad. A partir de las imagenes
escaneadas se midi6 largo de raiz (cm) y 4rea de roseta (cm?) utilizando el programa
Imagel. En Graphpad se analizaron los ensayos estadisticos. Los datos de largo de raizy
area de roseta fueron transformados a logaritmo y posteriormente se procedié a
realizar un ANOVA de una via. Por un lado, en los tratamientos aislados del largo de
raiz, las cepas P. putida KT2440 y N. plantarum J70 acortaron significativamente el
tamano. En los tratamientos de parejas, el efecto de P. putida KT2440 predomind,

excepto en conjunto con la cepa P. phytofirmans PsIN, la cual logra revertir
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significativamente el efecto. Por otro lado, para el drea de roseta, todas las cepas
asiladas presentaron mayor area que el grupo control, siendo F. endophyticum 522 la
Unica significativa. En parejas, se logra presenciar una leve disminucién del area de
roseta, pero insignificante. Los tratamientos A. brasilense SP7 + P. putida KT2440 y A.
brasilense SP7 como P. phytofirmans PsIN + P. putida KT2440 y P. phytofirmans PsJN no
son significativos entre si, sin sufrir una disminucidn del area de roseta tan notoria
como V. paradoxus B4 y F. endophyticum 522 en parejas. La figura 18 muestra los
graficos de los resultados porcentuales relativos al control de las mediciones de largo
de raiz (A) y area de roseta (B). Se realizd una cuantificacién de bacterias (CFU/cm de

raiz) presentes en las raices.

Mediante el método de dilucidn y posterior plaqueo por rastrillo, se logré cuantificar la
cantidad de bacteria y comparara el crecimiento de las cepas en pareja. En los
tratamientos de cepas aisladas, todas las bacterias en estudio lograron crecer. En los
grupos emparejados, solo los tratamientos de A. brasilense SP7 + P. putida KT2440 y P.
phytofirmans PsJN + P. putida KT2440 lograron crecer ambas bacterias, en los demas
grupos solo crecié la cepa P. putida KT2440. Las cepas P. putida KT2440 y P.
phytofirmans PsIN disminuyen su orden de magnitud al estar en parejas, reduciendo
dos magnitudes KT2440. A. brasilense SP7 mantiene el mismo orden de magnitud de
forma aislada y en pareja, pero P. putida KT2440 disminuye un orden estando en
combinacion con dicha cepa. La tabla 7 resume los datos obtenidos de la cuantificacidn
de colonias en los distintos tratamientos, donde principalmente se observa que las
cepas PsIN y SP7 lograron perdurar a lo largo del tiempo en conjunto con la cepa

KT2440.
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Figura 18. Graficos porcentuales relativo al grupo control de los resultados del largo de
raiz, drea de roseta y drea de raiz de los distintos grupos. (A) Grafico de los resultados
del largo de raiz de los distintos tratamientos de cepas aisladas y en parejas. Los datos
fueron transformados a logaritmo. Se obtuvo significancia en comparacion con el grupo
control en todos los grupos, menos V. paradoxus B4 y F. endophyticum 522. Los grupos
P. phytofirmans PsJN aislada y en P. putida KT2440 + P. phytofirmans PsJN son iguales
significativamente. (B) Grafico de los resultados del area de roseta de las cepas aisladas
y las distintas parejas. La distribucién fue transformada a logaritmica. Se obtuvo
significancia en comparacion con el grupo control en F. endophyticum 522 aislada.
Tanto, los grupos A. brasilense SP7 + P. putida KT2440 y A. brasilense SP7 como P.
phytofirmans PsIN + P. putida KT2440 y P. phytofirmans PsJN aislada, no son
significativos entre si. (C) Grafico de los resultados del drea de raiz de las cepas aisladas

y las distintas parejas. La distribucidn fue transformada a logaritmica.

Tratamiento CFU [n° colonias/cm]
F. endophyticum 522 4.45 x 102
V. paradoxus B4 1.44 x 10°
P .phytofirmans PsJN 3.21 x 10°
N. plantarum J70 707 M0
A. brasilense SP7 1.76 x 10*
P. putida KT2440 4.46 x 10°
F. endophyticum 522 0
+
P. putida KT2440 1.18 x 10°
V. paradoxus B4 0
+
P. putida KT2440 1.16 x 10°
P .phytofirmans PsIN 7.86 x 10*
+
P. putida KT2440 7.95 x 103
N. plantarum J70 0
+
P. putida KT2440 3.53 x 10°
A. brasilense SP7 3.63 x 10*
+
P. putida KT2440 9.13 x 10*
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Tabla8.  Cuantificacion de colonias presente en los distintos tratamientos normalizado
por largo de raiz (cm). O significa nulo crecimiento de respectiva cepa en tratamiento.
La cepa P. putida KT2440 mantiene mismo orden de magnitud. No obstante, disminuye
su orden de magnitud en los tratamientos que lograron crecer ambas cepas (A.

brasilense SP7 + P. putida KT2440; P. putida KT2440 + P. phytofirmans PsJN).

Analisis del efecto fenotipico de la SynCom en la planta modelo A. thaliana.

El ensayo se baso en evaluar el efecto en conjunto de las bacterias sobre A. thaliana. El
propdsito fue registrar distintos tratamientos con distintas cepas en conjunto y evaluar
los efectos de las cepas como una SynCom vy hacia la planta. Debido a los resultados
obtenidos en el ensayo de parejas, se optd por usar a la cepa KT2440 y PsJN como
protagonistas, puesto que la cepa KT2440 ocasioné inhibicién hacia las otras cepas y se
buscd evaluar si este comportamiento persistia en un contexto de SynCom. Se
realizaron 7 tratamientos con 4 réplicas cada uno, estos fueron: control — PsJN aislada —
KT2440 aislada — B4, Sp7, 522, J70 + PsJN — B4, Sp7, 522, J70 + KT2440 — B4, Sp7, 522,
J70 — B4, Sp7, 522, 170, KT2440, PsJN. A continuacién, se presenta la figura con los
respectivos graficos y analisis pertinentes. Se puede observar que la cepa PsJN aislada
es la Unica que logra mantener el largo de raiz, siendo significativamente distinta a los
tratamientos restantes (figura 19A). Los resultados en el adrea de roseta mostraron un

incremento del tamafio en todos los tratamientos (figura 19B).
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Figura 19. Graficos del largo de raiz (A) y area de roseta (B) porcentuales relativos al
control del ensayo de SynCom y A. thaliana. (A) La cepa PsJN fue la Unica en mantener
el largo de raiz. Los tratamientos restantes disminuyeron este parametro. (B) Todos los
tratamientos lograron aumentar el area de la roseta, siendo todos significativamente
diferentes al control, excepto el tratamiento de B4, Sp7, 522, J70 + PsJN (denominado

en el grafico como 4 + PsJN).

DISCUSION

Efectos de una SynCom en plantas en comparacion con el uso de cepas Unicas.

Para crear una SynCom robusta es necesario conocer los microorganismos que habitan
en la rizésfera de la planta A. thaliana (Dennis, P. G., et al 2010; Bulgarelli D, et al 2012).
Para esto, es fundamental comprender la composicidn filogenética de la comunidad,
donde, segun literatura, se destaca la presencia de Actinomycetota, Pseudomonadota
(alpha, beta y gamma), Bacteroidota y Acidobacteriota (Poupin, et al 2023; Adu-
Oppong B, et al. 2020; Liu H, et al. 2017). Cada filo tiene funciones especificas, por
ejemplo, el filo Actinomycetota es conocido por la produccién de hormonas del
crecimiento, habilidad para tolerar estreses y contener bacterias capaces de fijar
nitrégeno, solubilizar fosfato y secuestrar hierro (Sathya, A. et al. 2017; Olanrewaju OS,

et al 2019; Van der Meij A, et al. 2018). El filo Pseudomonadota contiene miembros que
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fijan nitrégeno, promueven el crecimiento y entregan proteccién a la planta (Sahu, B.,
et al 2021; Weimer et al. 2020; Mendes R, et al. 2011; Lundberg, D. S. et al. 2012). Otro
punto, es evaluar el rol que cumple la SynCom de manera aislada (interacciones
microorganismo-microorganismo), debido que es un proceso altamente dindmico, v,
evaluar las interacciones microorganismo-planta, para comprender los cambios que
puede experimentar el hospedero (plasticidad fenotipica) (Faith JJ, et al. 2014; Hassani

et al. 2018; Hu J, et al. 2016; Finkel, O. et al. 2020; Herrera Paredes, et al. 2018).

En relacion a los monocultivos, se ha observado que las SynCom podrian tener efectos
superiores en las plantas en comparacién con cepas aisladas, puesto que las
interacciones sinérgicas de los distintos microorganismos podrian proporcionar
nutrientes, eliminar productos inhibidores y estimular mutuamente a través de
interacciones por contacto o bioquimicos (Zoppellari F. et al. 2014; Molina-Romero et
al.,, 2017). En contraste, los monocultivos asumen una alta carga metabdlica, lo cual
puede afectar los procesos celulares normales, afectar las vias de expresidn génicay la
sintesis de productos (Glick B. et al. 1995; Wu, G. et al. 2016). Adema3s, se han
presenciado respuestas beneficiosas en la fisiologia de la planta, lo que sugiere que una
SynCom puede modular las respuestas fenotipicas del hospedero (Herrera Paredes, et
al. 2018). Por ejemplo, ciertas cepas de Pseudomonas putida ofrecen ambientes
protectores hacia otras cepas, formando biopeliculas y asi, promoviendo la sintrofia en
una SynCom (Haagensen JA, et al 2015; Shun Che, et al 2019). El tamafio de la SynCom
es un aspecto importante, implementar una SynCom pequefa, es util para analizar el
efecto comunitario de una cepa PGPB, como observar la modulacién de la respuesta
inmune del hospedero (Lee et al. 2020). Adicionalmente, se facilita la capacidad de
estudiar la comunicacién en la rizésfera a partir del andlisis de los compuestos quimicos
liberados (Schulz-Bohm et al. 2015). El uso de una comunidad sintética pequefia
prioriza un enfoque funcional en lugar de uno ecolégico, puesto que se busca evaluar el
comportamiento especifico de cada cepa, tratando de emular los efectos del factor

comun de forma simplificada (Marin, O. 2020; Zhuang et al. 2020).
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Ademas, estas SynCom podrian ser tan diversamente funcional como para mantener
un desarrollo ecolégico normal, puesto que utilizan eficiente- y productivamente los
nutrientes limitados (Menéndez and Pago, 2020; Toju, et al. 2018). Lo anterior podria
incrementar el éxito adaptativo de la planta, debido a los efectos sinérgicos,
cooperativos, aumentando la robustez ante fluctuaciones ambientales y la estabilidad

a largo plazo (Mee, M.T. et al 2014; Brenner, K., et al 2008; Renda, BA et al 2014).

Dentro de los efectos identificados que inducen las SynCom se destaca el crecimiento
de la raiz primaria y el drea de roseta. Estos cambios estan relacionados directamente
con los efectos de las interacciones microorganismo-microorganismo-planta (Finkel, O.
et al. 2020). Segun la literatura, la especie Variovorax paradoxus revierte la inhibicion
severa del crecimiento de raiz, la cual pude ser inducida por condiciones ambientales o
interacciones antagonistas entre cepas (Finkel, O. et al. 2020). En el ensayo de

concentracién bacteriana, se evidenci6 que las cepas, V. paradoxus B4, F.
endophyticum 522, P. phytofirmans PsIN y A. brasilense SP7, a concentraciones 10* C:;—;’

mantenian y/o incrementaban el largo de raiz en condiciones estandares de
crecimiento. Un futuro alcance seria evaluar el efecto de la bacteria en el largo de raiz

bajo condiciones ambientales adversas (déficit nutricional y/o estrés salino).

Efectos e influencia de las interacciones entre microorganismos: ¢mutualismo o
competencia?

La estrategia reduccionista de los ensayos de pares entrega informacién sobre las
interacciones entre microorganismos, caracterizandose por ser altamente
reproducibles, de corta duracion y normalmente facil de cuantificar (Eng et al., 2020;
Kohl et al., 2019). No obstante, estos escenarios no reflejan totalmente la compleja
dindmica del microbioma y, ademas, no logran predecir todos los efectos in vivo, por la
falta de consideracion de las variables naturales (Bulgarelli et al., 2015; Tecon et al.,
2019; Bulgarelli, D., et al 2013; Tsolakidou MD, et al 2019). Sin embargo, en

experimentos in vitro se pueden regular multiples factores (temperatura, tiempo, luz,
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condiciones abidticas y patogénica), buscando simplificar el contexto real y poder
observar los efectos de las interacciones entre microorganismos y microorganismos

mas planta (Lundberg et al., 2013; Vives-Peris et al., 2020).

En términos de competencia, segun literatura, las bacterias capaces de formar mayores
poblaciones a menor tiempo pueden indicar una capacidad competitiva superior,
mientras, que las cepas que mantienen proporciones estables de colonias pueden
sugerir una coexistencia constante (Ishizawa et al., 2019; Hatzinger PB, et al 1994). De
los ensayos de competencia, se presencid que las cepas P. putida KT2440 y A.
brasilense SP7 tienen un ritmo de crecimiento mdas rapido y sus colonias son
significativamente mas grandes en comparacion con las demas cepas en estudio. En
contraste, las cepas F. endophyticum 522, V. paradoxus B4 y P. phytofirmans PsJN
presentan un tiempo similar de crecimiento y un tamano de colonia mas pequeio. Por
ultimo, la cepa N. plantarum Grainger J70 se caracteriza por tener colonias muy

pequeiias y una alta demora para crecer.

Como se menciond, los ensayos de competencia binaria son relevantes para el disefio
de comunidades microbianas sintéticas, dado que pueden entregar resultados
preliminares que podrian ayudar a predecir efectos de las interacciones entre
microorganismos y hospedero (Herrera Paredes, et al. 2018). A partir de los resultados
de los ensayos de Rayas Cruzadas, Gotas Adyacentes y Agar mas Bacteria, se pudo
presenciar que la cepa P. putida KT2440 inhibié a las cepas F. endophyticum 522, V.
paradoxus B4, N. plantarum Grainger J70 y P. phytofirmans PsJN. La razén podria
radicar en su rapida tasa de crecimiento, la formacién de colonias de mayor tamano, la
secrecion de metabolitos que afecten a las otras cepas y la capacidad de competir con
otros organismos (Maroniche et al., 2018; Bernal, P., et al. 2017). Sin embargo, la cepa
KT2440 no presentd signos de competencia al estar co-cultivadas en medio sélido con

las cepas restantes. Lo anterior sugiere que las cepas pueden interactuar de forma
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sinérgica/cooperativa o al menos neutral, demostrando capacidad para crecer en

conjunto.

Los exudados son compuestos orgdnicos conocidos, que atraen poblaciones
microbianas complejas presentes en la rizdsfera, iniciando la primera comunicacion
entre hospedero y enddfitas (Kawasaki et al., 2016). La composicion de los exudados
puede variar segun la caracteristica del suelo y afectar la estructura de la rizosfera y el
crecimiento bacteriano, ya sea beneficiando o inhibiendo (Voges, M., et al. 2018; Eilers
KG, et al. 2010; Herrera Paredes, et al. 2018; Ziegler J, et al. 2016). Los exudados
proporcionan nutrientes esenciales (metabolitos primarios), que promueven Ia
proliferacién de microorganismos en el suelo y metabolitos secundarios, necesarios
para la tolerancia al estrés abidtico (Stringlis, I. A. et al. 2018; Gunina, A., et al 2015).
Adicionalmente, se sostiene que las PGPB son capaces de explotar el acervo de
percusores presentes en los exudados de la raiz con el fin de producir fitohormonas,
que estimulan la promocion de crecimiento de las plantas (Bais, H. P., et al 2006;
Steenhoudt O, et al 2000). Ante esta perspectiva, el eventual uso de exudados para
evaluar el comportamiento de las bacterias entregaria un enfoque mas realista, dado

que reflejaria las condiciones en las que las cepas normalmente se encuentran.

Efectos de los microorganismos en el crecimiento y proteccion de las plantas:
produccion de fitohormonas, solubilizacion de fosfato/hierro y caracteristicas
sobre cepas.

En general, las cepas PGPR pueden estimular el crecimiento de las plantas mediante la
produccidn de fitohormonas (auxinas, citoquininas y etileno), la actividad enzimdtica,
facilitando la nutricion (solubilizacion de fosfato) y/o proteger a la planta de patégenos
a partir de la produccién de sideroforos (Tsolakidou MD, et al 2019; Persello-Cartieaux,
F., et al 2003; Penrose, D. M., et al 2003; Whipps, J. M. 2001). Segun resultados del
ensayo de caracterizacion y literatura, la cepa P. putida KT2440 produce siderdéforos,
gue esta relacionado con la capacidad de adherencia a las semillas y produccion de

sustancias inhibitorias que incrementan su competitividad (Planchamp C., et al 2015;
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M. A. Molina, et al 2006; Matilla MA, et al 2010;). Por otro lado, la cepa A. brasilense
SP7 puede solubilizar fosfato y producir auxina, una hormona que estimula el
crecimiento de las plantas (Rodriguez H, et al 2004; Somers E, et al 2005; Ludwig-
Miller, et al. 2015). Tanto P. putida KT2440 como A. brasilense SP7 presentan un
mecanismo indirecto de promociéon del crecimiento, como el antagonismo de

patégenos, desencadenando una respuesta de defensa protectora en las plantas

(Rojas-Tapias DF, et al 2014; Gulati A, et al 2009; P. Bernal, et al 2017).

La gran mayoria de P. putida solubilizan fosfato, debido a la secrecién de &cido
glucdnico, no obstante, en el ensayo realizado no se obtuvo ese resultado (Rojas-Tapias
DF. Et al 2014; An & Moe, 2016; Molina-Romero, D., et al 2017). Lo anterior se puede

deber a que la cepa haya mutado.

El Acido indol-3-acético es una hormona importante, ya que estd relacionado con el
desarrollo y sobrevivencia de la planta, ayudando a la divisién celular y elongacién
(Conway, J.M., et al. 2022; Krome, K. et al 2010). En el ensayo de produccién de IAA, la
cepa P. putida KT2440 logré producir auxina, lo cual coincide con la literatura (Duca, D.
R., et al. 2020; Parales RE, et al 2013). Mientras que la cepa PsIN es capaz de degradar
IAA y estd regulado por el gen iac, la degradacion influye en la colonizacion y
promocion del crecimiento de la planta (Donoso, R., et al 2016; Tromas A, et al 2010;
Zuiiiga A, et al 2013). Lo anterior puede explicar el efecto de la cepa PsJN al revertir el
fenotipo de la cepa KT2440 en el ensayo de parejas, aumentando el largo de raiz y area

de roseta estando cuando ambas cepas se encontraban juntas.

La fitohormona etileno esta involucrada en la respuesta al estrés de la planta (Abeles,
1972). Segun la literatura, se ha evidenciado que la cepa V. paradoxus B4 y P.
phytofirmans PsJN degradan el percusor de etileno, 1-aminociclopropano-1-carboxilato

(ACC), con la enzima desaminasa ACC. Estas cepas usan los componentes (cetobutirato
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y amoniaco) como fuente de nitrégeno y carbdn, los cuales promueven el crecimiento

de la raiz (Glick et al., 2007; Belimov et al., 2009; Brandt, U. et al, 2013).

Sobre caracteristicas de las cepas, se ha observado que muchos grupos de genes
involucrados en la motilidad, produccion de biopeliculas, adhesion y la sintesis de
sideréforos pueden reflejar una colonizacién eficiente a la planta (Mitter et al., 2013;
Ali et al., 2014). Tanto la cepa V. paradoxus B4 como P. phytofirmans PsJN producen
exopolisacaridos, los cuales son vitales para la adhesiéon de la bacteria a la planta y la

formacion de biopeliculas (Kandel et al., 2017; Sutherland, 2001; Pehl et al., 2012).

Adicionalmente, como se menciond, la motilidad entrega un aspecto importante de
simbiosis bacteria-planta (Dorr et al., 1998). Los genes encargados y el componente pili
tipo IV estan presente en la cepa V. paradoxus B4, P. phytofirmans PsIN y P. putida
KT2440, que en conjunto le pudiese entregar un efecto aditivo en comparacion a cepas
aisladas (O'Toole and Kolter, 1998; Lugtenberg et al., 2002; Sessitsch et al., 2005; Breed
et al.,, 1957). Ademas, que tanto P. phytofirmans PsJN como P. putida KT2440 actdan
como agentes de control frente a patégenos de las plantas (Hardoim et al., 2015; Ait

Barka et al., 2000; Miotto-Vilanova et al., 2016).

La cepa F. endophytitcum 522 es capaz de fijar nitrogeno (Gao, JL., et al 2015). Esto
seria Util para el mundo agricola, debido al dafio ocasionado por los fertilizantes y los
efectos nocivos en el mundo marino, debido a la hipoxia que genera en el mar (Backer
et al.,, 2018; Lata et al., 2019). Ademas, se ha evidenciado interacciones de simbiosis
entre plantas y bacterias fijadoras de nitrégeno (Sulieman et al., 2015). Sobre la cepa,
N. plantarum Grainger J70, segun literatura se sabe que no es mdvil y tampoco fijadora
de nitrégeno (Collins, M.D, et al 1994; Zhang S., et al. 2020). En los ensayos realizados,
esta cepa mostré una tasa de crecimiento alta, colonias muy pequefas con fenotipo
distintivo. Sin embargo, no inhibié el crecimiento de las demas cepas, sugiriendo

interacciones cooperativas.
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CONCLUSIONES

Frente a las consecuencias del cambio climdtico y la accion humana se subraya la
importancia del estudio del microbioma de las plantas para entender las interacciones
entre microorganismos de la rizésfera y comprender sus efectos en el crecimiento del
hospedero. El uso de comunidades microbianas sintéticas (SynCom) se implementa
para abordar la problemdtica, entendiendo la complejidad de las interacciones entre

microorganismos.

A partir de los ensayos de pares, se demostrd que la cepa P. putida KT2440 inhibi6 el
crecimiento de las demas cepas en estudio. En un contexto de cepas aisladas con la
planta modelo, todas las cepas logran crecer en conjunto con A. thaliana, pero se
destacada la importancia de la concentracién inicial al inocular, puesto que es
determinante para observar posible promocion del crecimiento en la planta.

Ante una inoculacién en parejas, la cepa P. putida KT2440 inhibié el crecimiento de las
otras cepas, excepto de P. phytofirmans PsIN, lo que corrobora su efecto promotor
como PGPB. Se evidencio, que en un contexto de una SynCom, todos los tratamientos
promovieron el crecimiento del area de roseta, pero la cepa PsIN de manera aislada y

en una SynCom, sin la presencia de la cepa KT2440, logra mantener el largo de raiz.

Ademads, el uso de exudados, para evaluar el comportamiento de las bacterias,
ofreceria un enfoque mas realista y reflejaria las condiciones en las que las cepas
normalmente se encuentran. Dado que, se evidencié diferencias en los resultados del
contexto sin planta y el contexto con planta, lo que sugeriria el efecto total de los
factores presentes en la rizéfera. No obstante, los ensayos binarios microbioldgicos
entregan un primer alcance de los posibles efectos de las interacciones entre

microorganismos y plantas.

El uso de una SynCom en condiciones estandares puede ser mas efectivo que las cepas

individuales, debido a que la rizésfera entregaria un ambiente enriquecido en
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nutrientes, facilitando las interacciones sinérgicas entre microorganismos.. Estos
hallazgos tienen implicaciones importantes en la agricultura y pueden ser utilizados
para mejorar el crecimiento y la salud de las plantas de manera sostenible. Sin
embargo, se requiere seguir investigando y explorando estas interacciones para
comprender mejor los mecanismos involucrados y potenciar su aplicaciéon en la

agricultura.
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PROYECCIONES

Una proyeccidon a corto plazo seria implementar experimentos en suelo, de esta
manera se lograria replicar mejor el ambiente natural de la planta. Con este alcance se
podria evaluar las interacciones entre los microorganismos y la planta bajo un contexto
con tierra.

Otra proyeccidn seria evaluar el efecto de la SynCom frente ambientes estresores,
deficiencia de nutrientes y/o estrés salino. La finalidad seria evaluar si existe algun
beneficio para la planta al estar en conjunto con una SynCom frente a algun estrés.
Ademas, de investigar de manera molecular cada cepa, de esta manera se podria

generar una SynCom con cualidades éptimas para un beneficio certero al hospedero.
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ANEXOS

1. Medios utilizados

El medio 92, Trypticase soy yeast extract médium, esta compuesto por 30 g de
trypticase soy broth, 3 g de yeast extract, 15 g de agar, 1000 ml de agua destilada.

Ajustdndolo auna pHentre 7y 7.2.

El medio 535, Trypticase soy broth agar, estd compuesto por 30 g de trypticase soy

broth, 15 g agar y 1000 ml de agua destilada. Ajustandolo a un pH de 7.3

El medio 65, Gym streptommyces médium, esta compuesto por 4 g de glucosa, 4 g de
extracto de levadura, 10 g de extracto de malta, 2 g de CaCO3, 12 g de agar y 1000 ml

de agua destilada. Ajustandolo a un pH de 7.2

El medio 1, nutrient agar, esta compuesto por 5 g de peptona, 3 g de extracto de carne,

15 g de agar (si es necesario) y 1000 ml de agua destilada. Ajustandolo a un pH de 7.

El medio 1139, medio PYG, estd compuesto por 5 g de polipeptona, 5 g de triptona, 10
g de extracto de levadura, 10 g de glucosa, 40 ml de solucién salina y 960 ml de agua
destilada. La solucién salina estd compuesta por 0.2 g de CaCl,, 0.4 g de MgS0, X
7 H,0, 1 g de K,HPO,, 1 g de KH,PO,, 10 g de NaHCO3, 2 g de NaCl y 1000 ml| de

agua destilada.
El medio R2A estd compuesto por 18.2 g de R2A y 1000 ml de agua.

El medio MS, medio de Murashige y Skoog, esta compuesto por 1.650 mg de Nitrato de
amonio, 440 mg de Cloruro de calcio, 370 mg de Sulfato de magnesio, 170 mg de
Fosfato de potasio, 1.9 mg de Nitrato de potasio, 6.2 de Acido bérico, 0.0025 mg de
Cloruro de cobalto, 0.025 mg de Sulfato cuprico, 27.8 mg de Sulfato ferroso, 22.3 mg de
Sulfato de manganeso, 0.83 mg de Yoduro de potasio, 0.25 mg de Molibdato de sodio,
8.6 mg de Sulfato de zincy 37.2 mg de Na2EDTA - 2H20 37.2 mg. Adema3s, de vitaminas
como 100 mg de i-Inositol, 0.5 mg de Niacina, 0.5 mg de Piridoxina, 0.1 mg de tiamina,

2 mg de Glicinas.
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Medio NBRIP por litro:
10 g Glucosa

2.5g Ca3(P0,),
5gMgCl, x 6 H,0
0.25gMgS0, X 7 H,0
0.2g KCl

0.1g (NH,),S0,

Medio CAS

Solucién 1: Tinte azul

i. Disuelva 0.06 g de CAS (Fluka Chemicals) en 50 ml de ddH20.

ii. Disuelva 0,0027 g de FeCl3-6 H20 en 10 ml de HCI 10 mM.

iii. Disuelva 0.073 g de HDTMA en 40 ml de ddH20. D.

Mezcle i. con 9 ml de ii. Luego mezcle con iii. La solucién ahora debe ser de color azul.

Esterilice y almacene en un recipiente.

Solucién 2: Mezclas una.

Stock de solucién salina Minimal Media 9 (MM9): Disuelva 15 g de KH2P0O4, 25 g de
NaCl y 50 g de NH4Cl en 500 ml de ddH20.

20% de stock de glucosa: Disuelva 20 g de glucosa en 100 ml de ddH20.

Stock de NaOH: Disolver 25 g de NaOH en 150 ml de ddH20; El pH debe ser ~12.
Solucién de 3acido casamino: Disuelva 3 g de acido Casamino en 27 ml de ddH2O0.
Extraer con 3% de 8-hidroxiquinolina en cloroformo para eliminar cualquier rastro de

hierro. Filtrar y esterilizar.

Solucidn 3: Preparacion de agar CAS:

Agregue 100 ml de solucidn salina MM9 a 750 ml de ddH20.

Disuelva 32,24 g de TUBOS de piperazina-N, N'-bis (acido 2-etanosulfénico): Las
TUBERIAS no se disolveran por debajo de un pH de 5. Lleve el pH a 6 y agregue
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lentamente las TUBERIAS mientras revuelve. El pH bajard a medida que PIPES se
disuelva. Mientras revuelve, suba lentamente el pH a 6,8. No exceda de 6,8, ya que
esto hard que la solucién se vuelva verde.

Agregue 15 g de agar Bacto.

Esterilizar y enfriar a 50°C.

Anada 30 ml de solucion estéril de acido casamino y 10 ml de solucion estéril de
glucosa al 20% a la mezcla MM9 / PIPES.

Agregue lentamente 100 ml de solucién de tinte azul a lo largo de la pared de vidrio
con suficiente agitacidon para mezclar bien.

Vierta los platos asépticamente.
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