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RESUMEN

Pseudomonas chlororaphis PCL1606 (PcPCL1606) es una cepa bacteriana
aislada de la rizosfera de arboles de aguacate sanos que crecian en un area
afectada por la podredumbre blanca radicular en la zona de la Axarquia, en
la provincia de Malaga. Esta rizobacteria muestra capacidad antagonista y
actividad de biocontrol frente a diferentes hongos fitopatdégenos de suelo.
Esta cepa fue seleccionada inicialmente por su elevada capacidad
antagonista frente a Rosellinia necatrix, el agente causal de la podredumbre
blanca radicular (Cazorla et al., 2006). El analisis de la produccion in vitro
de antibidticos antifungicos, revelé que PcPCL1606 puede producir tres
compuestos antifungicos: 2-hexil, 5-propil resorcinol (HPR), cianuro de
hidrégeno (HCN) vy pirrolnitrina (PRN); sin embargo, de entre ellos, el
principal compuesto implicado de forma directa en el antagonismo y la
capacidad de control bioldgico de esta cepa es el HPR (Calderén et al.,
2015).

Los genes responsables de la produccion de HPR son los genes dar, los
cuales forman un cldster compuesto por tres genes biosintéticos (darA, darB
y darC) y dos genes reguladores (darR y darS). Las mutagénesis por
insercion realizadas para dilucidar el papel de cada gen dar encontrado en
PcPCL1606, demostro el papel fundamental de los genes darA y darB en la
produccién de HPR, siendo los mutantes sobre estos genes los Unicos que
fueron deficientes en la produccion de HPR (Calderon et al., 2014a).

En PcPCL1606, se ha demostrado que HPR participa en la formacion de
biopelicula (Calderon et al.,2019) y que la produccién de HPR también
desempefia un papel clave en la persistencia y colonizacion en las raices de
aguacate, y en las hifas de R. necatrix (Calderdn et al., 2014b).

Por ello, unos de los objetivos fue evaluar si la aplicacion de un producto
formulado semicomercial basado en PcPCL1606 al suelo, ademas de
producir un control bioldgico, puede afectar a las comunidades microbianas
del suelo y la rizosfera del aguacate, en condiciones naturales y bajo la
infeccion por R. necatrix. Para probar los efectos de PCPCL1606 en las
comunidades eucariotas y procariotas del suelo, se prepar6 un formulado de
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PcPCL1606 y se aplico al suelo de plantas de aguacate que crecian en
experimentos de mesocosmos, en condiciones ambientales de campo, pero
bajo condiciones controladas. Bajo estas condiciones, el control bioldgico
de PcPCL1606 formulada, permitié observar que con solo una aplicacion
preventiva (50 dias antes de la inoculacion con R. necatrix), PCPCL1606
retrasaba la evolucion de los sintomas de la podredumbre blanca radicular
causada por R. necatrix, e incluso reducia significativamente el indice de
enfermedad (25-30%). Como se esperaba, el tratamiento bacteriano de
PcPCL1606 formulado en suelos de aguacate infectados con R. necatrix
resulté en el control bioldgico del patdgeno.

Se llevo acabo la evaluacion de la viabilidad de PcPCL1606 durante todo el
ensayo. Para ello, se realizé un seguimiento comparando los recuentos
bacterianos de las muestras bajo un tratamiento preventivo con los recuentos
con la cepa derivada PcPCL1606-GFP. Los recuentos en placa revelaron la
persistencia de esta cepa a lo largo de todo el experimento, con niveles que
oscilaron entre 10 y 10° ufc/g, y casi sin diferencias en las muestras de
rizosfera y suelo. Estos valores fueron muy similares a los recuentos de esas
mismas muestras en medio PSM (medio Pseudomonas-like), lo que indica
que los recuentos bacterianos de las muestras tratadas con PCPCL1606 en
medio PSM corresponden principalmente a la cepa PcPCL1606 formulada.

Por otro lado, realizando recuentos en el suelo y la rizosfera de los diferentes
tratamientos y a diferentes tiempos de muestreo, se observo que la presencia
en los mesocosmos del hongo R. necatrix, tenia ya un impacto en los
recuentos de bacterias heterotrofas totales y de bacterias tipo Pseudomonas-
like. La presencia del hongo estimulaba los recuentos de microorganismos
del tipo Pseudomonas, pero reducia el recuento de bacterias heterotroficas
totales.

Para evaluar el efecto de la aplicacion del producto formulado
semicomercial de PcCPCL1606 en las comunidades del suelo y rizosfera del
aguacate, se analizaron muestras de suelo y rizosfera donde se habia
aplicado la rizobacteria, y de macetas control (sin aplicacion bacteriana).
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Posteriormente se realizaron extracciones de DNA de suelo y rizosfera y se
caracterizaron las comunidades microbianas del suelo mediante
secuenciacion de 16S rDNA e ITS.

En condiciones naturales no hubo efecto sobre las comunidades procariotas
en muestras de suelo y rizosfera, tras la aplicacion de PcPCL1606, no
mostrando cambios con respecto al tratamiento control, mientras que en las
comunidades eucariotas se observaron cambios muy pequefios. Por otro
lado, en los suelos infectados por R. necatrix, la aplicacion de PcCPCL1606
al suelo provocé un aumento de la abundancia relativa de unas pocas
familias procariotas con caracteristicas descritas en bibliografia como
protectoras contra patégenos flangicos transmitidos por el suelo y
descomposicion de materia orgénica (familias Chitinophagaceae,
Cytophagaceae). Se observaron variaciones de la abundancia, pero no se
detectaron apariciones de nuevas familias procariotas con respecto al
control. Por otro lado, fue relevante la observacion de que la introduccién
del patdgeno R. necatrix, impactdé fuertemente sobre las comunidades
eucariotas. Sin embargo, este efecto fue menor en aquellos mesocosmos
bajo el tratamiento con PcPCL1606, que redujo fuertemente la presencia de
R. necatrix en suelo y de otros hongos saprofitos, minimizando su efecto
sobre el resto de comunidades microbianas.

Se analiz6 este fenotipo de supresion frente a R. necatrix mediante ensayos
de supresividad, y se concluy6é que PcPCL1606 tiene un papel clave en la
induccidn de supresividad, ademas, este fenotipo depende en gran medida
de la produccién del compuesto HPR.

Como se ha comentado anteriormente, HPR participa en la formacién de
biopelicula (Calderén et al.,2019) y desempefia un papel clave en la
persistencia y colonizacion en las raices de aguacate y en las hifas de R.
necatrix (Calderon et al., 2014b). La participacion de HPR en estos
fenotipos, sugiere un posible papel del HPR como molécula reguladora.
Esto reforzaria lo que se conoce en la actualidad sobre los
dialquilresorcinoles, grupo al que pertenece el HPR, que actuan como
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moléculas sefial regulando distintos procesos de la biologia del
microrganismo, constituyendo un nuevo sistema regulador similar al
quorum sensing (Brameyer et al., 2015).

Por ello, se abordd el estudio del posible efecto de HPR sobre distintos
fenotipos implicados en la interaccion de PcCPCL1606 con la rizosfera de
aguacate. Paraello, se realiz6 un analisis comparativo entre el transcriptoma
de PcPCL1606 y el mutante AdarB (no productor de HPR) cuando se
encontraban en interaccion con la raiz del aguacate. En la puesta a punto del
sistema de interaccion, se selecciond un sistema donde las raices de la planta
eran desinfectadas, lavadas e inoculadas en una suspension bacteriana,
como Ya se habia realizado en otro tipo de ensayos (Cazorla et al., 2006) y
posteriormente, se deposito sobre el sustrato (arena de cuarzo), para realizar
la extraccion desde la rizosfera. Tras 48 horas de la interaccion, se extrajo
ARN de la rizosfera, y se llevd a cabo el andlisis comparativo
transcriptomico entre PCPCL1606 y el mutante AdarB, a partir de los genes
expresados diferencialmente,

Del analisis de los genes que se expresaban diferencialmente por HPR, se
observé que HPR en estas condiciones, sobre la rizosfera de aguacate,
actuaba mayoritariamente como un inductor de genes, con 298 genes
sobreexpresado y 88 genes reprimidos por HPR. Dentro de los genes
sobreexpresados se aprecia un gran nimero de genes (n=58) que se predicen
para la categoria COG relacionada con el transporte de aminoacidos y
metabolismo. Dentro de los genes con una mayor sobreexpresion, fue
interesante destacar por su posible implicacion en la interaccion con la
rizosfera, el gen PCL1606_14510 (LogzFC: 4,15), que mostro homologia
con el gen kgtP, transportador de 2- oxoglutarato (2-OG). EI compuesto 2-
OG se ha descrito como un compuesto presente en los exudados de plantas.
Este hecho animé a continuar el estudio del gen PCL1606 14510y su papel
en la interaccion con la raiz de aguacate. Simultaneamente, también fue
interesante el gen PCL1606_46820 (LogzFC: 3,01), homologo al gen phaG
de Pseudomonas aeruginosa, que codifica una transacilasa que une la
biosintesis de acidos grasos con la biosintesis de granulos de
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polihidroxialcanoatos (granulos PHA), granulos implicados en la
supervivencia en suelo y rizosfera y en tolerancia a distintos tipos de
estreses abioticos.

Para el estudio del transportador del compuesto 2- OG, se realiz6 un mutante
por insercion del gen kgtP (PcPCL1606::kgtP), y se realizaron ensayos de
los fenotipos potencialmente implicados con la expresion del gen. En primer
lugar se realizaron ensayos de crecimiento con 2-OG como fuente de
carbono, y los resultados mostraron que el mutante PcCPCL1606::kgtP era
incapaz de crecer con 2-OG como unica fuente de carbono, ya que no era
capaz de transportarlo al interior celular para su metabolismo, sin embargo
el mutante AdarB, fue capaz de mantener su crecimiento. También se
realizaron ensayos de quimiotaxis hacia este compuesto empleando las
cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::kgtP, y estudiar el posible papel del
gen kgtP como atrayente y su dependencia de la produccion de HPR. El
desplazamiento que se produce en las cepas AdarB y PCL1606::kgtP es
significativamente menor que en la cepa silvestre PCPCL1606, siendo en el
mutante defectivo en el transporte de 2-OG, PCL1606::kgtP, el que presenta
los menores valores de desplazamiento hacia el compuesto 2-OG. También
se realizaron ensayos de movilidad tipo swimming, en este caso el mutante
PCL1606::kgtP, mostro el mismo desplazamiento que la cepa silvestre,
mientras que el mutante AdarB, mostro un mayor desplazamiento. Por
ultimo, se ensayo la actividad de biocontrol en el patosistema aguacate-R.
necatrix, como se ha descrito en trabajos previos, el mutante AdarB no
mostré actividad de control biolégico, mostrando una progresion de la
enfermedad similar al control sin bacterias y el mutante PCL1606::kgtP se
comportd de manera similar al mutante AdarB, perdiendo la capacidad de
biocontrol que muestra la cepa silvestre. Esto podria deberse a la menor
quimiotaxis hacia el compuesto 2-OG y a un menor uso de este compuesto,
que podria estar afectando el patron de colonizacion sobre las raices de
aguacate.

Para el estudio del gen phaG, se realiz6 un mutante por insercién del gen
phaG (PCL1606::phaG), y se realizaron ensayos de los fenotipos
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potencialmente implicados con la expresion de este gen segun la
bibliografia. En primer lugar se analiz6 la deteccién microscopica de
granulos PHA, y se observé una gran acumulacion e intensidad de los
mismos en la cepa silvestre PcPCL1606, mientras que en el mutante
PCL1606::phaG, disminuye significativamente la capacidad de producir
estos granulos. ElI mutante AdarB, deficiente en la produccion de HPR, se
observa un fenotipo intermedio entre PcCPCL1606 y PCL1606::phaG. Este
ensayo confirmaria los resultados obtenidos en el analisis RNA-seq, donde
la produccion de HPR afectaria a la expresion del gen phaG. Por otro lado,
se ha observado, que las cepas que producen granulos PHA tienen una
mayor tolerancia al estrés. Por lo que se estudiaron fenotipos relacionados
con la tolerancia a estreses abioticos, como tolerancia a la desecacion, al
estrés térmico, al perdxido de hidrégeno y supervivencia en arena de cuarzo.
De todos los ensayos realizados, se observaron diferencias entre el mutante
PCL1606::phaG y la cepa silvestre en los ensayos de tolerancia al calor y
de inhibicién del crecimiento por perdxido de hidrégeno. PcPCL1606 es
capaz de tolerar temperaturas de 50°C durante mas tiempo que los mutantes
AdarB y PCL1606::phaG, y PcCPCL1606 presenta un halo de inhibicion a
peroxido de hidrégeno menor al de las cepas AdarB y PCL1606::phaG.
También se realizaron ensayos de control bioldgico en el patosistema
aguacate- R. necatrix, y los resultados mostraron que el mutante afectado en
la produccion de granulos PHA (PCL1606::phaG) mostraba
significativamente menor control biologico que la cepa silvestre, mostrando
niveles similares al mutante AdarB. Por lo que el gen phaG parece estar
implicado en la produccién de granulos PHA, en la mejor tolerancia a la
temperatura y al perdxido de hidrégeno, y también estarian implicados en
la actividad de biocontrol de PcPCL1606

Por otro lado, se estudio el papel regulador que podria tener HPR durante el
biocontrol en la rizosfera de aguacate, es decir, durante la interaccion
bacteria-planta-patogeno. Para ello, al modelo de interaccion descrito
previamente se le afiadié un filtro de nylon sobre las raices de aguacate y se
inoculdé una suspension de las hifas del hongo a través del filtro. La
interaccion multitréfica, se comprobd a través de extracciones de DNA de
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la rizosfera, detectando a R. necatrix y a la bacteria mediante amplificacion
con cebadores especificos. Una vez obtenido el modelo, se realizo
extraccion de ARN de rizosfera a las 48 horas tras la interaccién y se llevo
a cabo un anélisis comparativo transcriptomico entre PcPCL1606 y el
mutante no productor de HPR (4darB).

Los resultados obtenidos durante el control bioldgico, muestran que HPR
actua principalmente reprimiendo un alto nimero de genes (86 genes
sobreexpresado, 179 genes reprimidos). Esto sugiere que HPR podria jugar
un papel importante como molécula reguladora, y que controlaria distintos
genes segun las condiciones del entorno y del microorganismo.

En la interaccion multitréfica entre bacteria-planta-patdgeno, es interesante
destacar dentro de los genes sobreexpresados por HPR, el gen
PCL1606 36720 (Log2FC de 2,03), que mostrd alta homologia con el gen
pgdA, con una funcién predicha para una polisacarido desacetilasa, que
intervendria en la desacetilacion del polimero. Segun bibliografia, este gen,
estaria implicado en la formacion de biopelicula, colonizacion y virulencia
en otros grupos bacterianos (Vuong et al., 2004). Por ello, fue el gen
seleccionado para su estudio.

Para el estudio del papel del gen pgdA en la biologia de PcPCL1606, se
realiz6 un mutante por insercion del gen pgd4 (PCL1606::pgdA), y se
realizaron ensayos de los fenotipos potencialmente implicados con la
expresion del gen. En primer lugar se realizaron ensayos de formacion de
biopelicula en interfase liquido-aire para las cepas PcPCL1606,
PCL1606::pgdA y AdarB. Los resultados muestran que el mutante AdarB no
fue capaz de formar biopelicula, sin embargo el mutante PCL1606::pgdA
mostro una biopelicula similar a la cepa silvestre. También es interesante
destacar, que se ha visto en distintos trabajos que la desacetilacién de los
polimeros estan implicados en la morfologia rugosa de la colonia y en la
unién a rojo Congo por parte de los polisacaridos, por ello se realizaron este
tipo de ensayos. Los resultados mostraron que el mutante AdarB, mostrd
una superficie lisa y no unié rojo Congo a diferencia de la cepa silvestre
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(Calderon et al., 2019). Sin embargo, el mutante PCL1606::pgdA4 tampoco
mostré el fenotipo que esperabamos, ya que su fenotipo fue igual al
mostrado por la cepa silvestre, de morfologia rugosa y con coloracion rojiza,
debido a la unién del rojo Congo. Se estudiaron otros fenotipos relacionados
con la biopelicula, como es la adhesion y la movilidad tipo swimming,
nuestros resultados muestran que el mutante PCL1606::pgdA, muestra una
mayor adhesion, tanto a corto como a largo plazo, tras la inoculacién en una
placa multipocillo y también mostré una menor movilidad tipo swimming
que la cepa silvestre. Aungue parece que el mutante PCL1606::pgdA no esta
implicado en los fenotipos habituales de biopelicula, nuestros resultados
muestran que este mutante estd afectado en la capacidad de control
biolégico en el patosistema aguacate-R. necatrix. Seria interesante realizar
ensayos de colonizacion en raiz de aguacate para observar si se ve afectado
el patron de formacion de biopelicula en la raiz de aguacate y por ello
muestra una menor capacidad de biocontrol.

18



INTRODUCCION

INTRODUCCION

19



INTRODUCCION

20



INTRODUCCION

1. Introduccién

1.1. Suelo y rizosfera

El suelo es la porcion mas superficial de la corteza terrestre, constituida en
su mayoria por residuos de roca provenientes de procesos erosivos y otras
alteraciones fisicas y quimicas, asi como de materia organica fruto de la
actividad bioldgica que se desarrolla en la superficie.

Un suelo es basicamente un medio poroso gque consiste en minerales, agua,
gases, materia organica y microorganismos. La matriz de minerales, materia
orgénica, aire y agua, es importante para apoyar el crecimiento de las plantas
y las comunidades microbianas, asi como para la descomposicion quimica
de la materia organica (Voroney y Heck., 2007).

El componente mas abundante del suelo es la porcién mineral, que
constituye aproximadamente del 45% al 49% del volumen. Los minerales
del suelo se derivan de dos tipos principales. Los minerales primarios, como
los que se encuentran en laarena y el limo, son aquellos materiales del suelo
que son similares al material original a partir del cual se formaron. Los
minerales secundarios, por otro lado, resultan de la erosion de los minerales
primarios, que liberan iones importantes y forman formas minerales mas
estables, como la arcilla de silicato (Bronick y Lal, 2005). Por otro lado, un
volumen de suelo también esta compuesto por el espacio de los poros, se
llena con distintas combinaciones de aire y/o agua. Cuando el suelo esta
saturado de agua, todo el aire en sus espacios porosos habré sido desplazado;
a lainversa, el suelo desecado solo tiene aire en los espacios entre los solidos
del suelo. El agua es el segundo componente basico del suelo, y puede
representar aproximadamente del 2% al 50% del volumen del suelo. El agua
es importante para transportar nutrientes a las plantas en crecimiento y a los
organismos del suelo y para facilitar la descomposicion bioldgica y quimica
(Valentin et al., 1999). Los gases son el siguiente componente béasico del
suelo. Debido a que el aire puede ocupar los mismos espacios que el agua,
puede representar aproximadamente del 2% al 50% del volumen del suelo
(Moldrup, 2001). Por ejemplo, el oxigeno es esencial para la respiracion de
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las raices y los microorganismos, lo que ayuda a mantener el crecimiento de
las plantas. La materia organica es otro componente basico que se encuentra
en los suelos a niveles de aproximadamente 1% a 5%. La materia organica
se deriva de restos de plantas y animales muertos y, como tal, tiene una alta
capacidad para retener y/o proporcionar los elementos esenciales y el agua
para el crecimiento de las plantas (Lehmann y Kleber, 2015). Los
microorganismos son el elemento basico final de los suelos, y se encuentran
en el suelo en cantidades muy altas, pero representan mucho menos del 1%
del volumen del suelo, los princiaples microorganismos del suelo se
agrupan como bacterias, hongos, algas, protozoos y virus. Cada uno de estos
grupos tiene diferentes caracteristicas que definen los organismos y
diferentes funciones en el suelo en el que vive (Moldrup, 2001). Estos
organismos interactlan y estas interacciones influyen en la fertilidad del
suelo, tanto 0 mas, que las actividades individuales del organismo (Figura
1).

Materia
organica

<10 . .
5% / 1% Microorganismos

Figura 1. Abundancia en volumen (%) de los principales componentes del suelo. Los gases y
agua ocupan un espacio del 50% del volumen, pudiendo variar cada uno entre 2 y 50%, ya que
ocupan el mismo espacio.

Los suelos se forman por la destruccién de la roca y la acumulacién de
materiales distintos a lo largo de los siglos, en un proceso que involucra
numerosas variantes fisicas, quimicas y bioldgicas, que da como resultado
el perfil del suelo. Los perfiles del suelo se dividen en capas, llamadas
horizontes, que generalmente son paralelas a la superficie del suelo

22



INTRODUCCION

(Simonson, 1959). Cada horizonte tiene su propio conjunto de
caracteristicas (Gerasimova et al., 2013; Figura 2).

Horizonte O (Estrato superficial)

Horizonte A (Suelo superficial) %

Horizonte E (Zona de lavado)

Horizonte B (Subsuelo)

Horizonte C (Roca madre parcialmente
descompuesta)

Horizonte R (Roca madre)

Figura 2. Esquema del perfil del suelo; distintos horizontes que pueden encontrarse en el suelo.
El asterisco indica el horizonte donde se encuentra la mayor actividad bioldgica, ya que en ella
se encuentran la mayor parte de organismos vivos y raices de plantas (Modificado de Lujan et
al., 2016).

De forma resumida, el horizonte 0, es el estrato superficial, esta compuesto
por detritos organicos, hojas y materia organica parcialmente descompuesta.
El horizonte A, es el suelo superficial, es la region con la mayor actividad
bioldgica ya que muchos organismos viven en esta capa, debido a la gran
cantidad de materia organica y a las raices de las plantas, que se extienden
en esta capa, estas ayudan a mantener la capa superior del suelo en su lugar.
El horizonte E, también denominado horizonte de lavado, presenta
lixiviacion de minerales, arcillas y cationes, y una acumulacién de particulas
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de arena y limo. El horizonte B, se conoce como subsuelo, y es una zona de
acumulacién de arcillas, oxidos de hierro y aluminio, principalmente.
Debido a que este horizonte tiene menor cantidad de materia orgénica,
soporta poblaciones microbianas relativamente pequefias y tiene poca
actividad bioldgica (Gerasimova et al.,, 2013). EIl horizonte C, esta
compuesto con sedimentos y fragmentos de roca, presenta acumulacion de
silice, carbonatos y yeso (Soil Survey Staff, 2014). La actividad microbiana
en este horizonte C es tipicamente muy baja, en parte debido a limitaciones
en el oxigeno (02) y la materia organica (Gerasimova et al., 2013). Y, por
ultimo, el horizonte R o material parental, es el material rocoso subyacente
que no ha sufrido ninguna alteracion quimica o fisica significativa.

El horizonte donde hay una mayor actividad de los microorganismos, es el
horizonte A, debido principalmente a la influencia de las plantas,
mayoritariamente por el efecto de las raices. La dinamica de los procesos de
crecimiento y exudacion de las raices cambia la composicién quimica de la
rizosfera en el espacio y el tiempo, las plantas absorben agua y nutrientes
minerales a través de sus raices, y devuelven materia organica al suelo a
través de la caida de hojas, raices y exudados de raices (Hobbie, 1992;
Binkley y Giardina, 1998).

La zona del suelo que esté directamente influenciada por las secreciones o
exudados de la raiz, recibe el nombre de rizosfera. La rizosfera se describe
como el area alrededor de la raiz de una planta que estd habitada por una
poblacidn de microorganismos que se ven influenciados, por la presencia de
los compuestos quimicos liberados por las raices de las plantas (Hiltner,
1904). La rizosfera constituye el habitat de una gran cantidad de
invertebrados y microorganismos y se considera uno de los habitats
microbianos mas dindmicos de la Tierra, debido a que los exudados
radiculares crean un ambiente modificado en el suelo que las rodea (Hirsch
et al., 2003). Los exudados de raiz estan constituidos mayoritariamente de
compuestos organicos de bajo peso molecular como azlcares, acidos
grasos, CO», diferentes aniones y cationes, terpenoides, tiazoles/pirazidinas,
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monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), ésteres, acidos alifaticos,
aminoacidos y proteinas (Badri et al. 2009; Rasmann et al. 2012).

El patron de exudacion de la raiz puede verse afectado cuantitativa y
cualitativamente por diferentes factores como son la edad de la planta (De
la Pena et al., 2010), la especie de planta (Berendsen et al., 2012), la
diversidad vegetal (Philippot et al., 2013), factores ambientales como altas
y/o bajas temperaturas, cantidad de precipitacion, disponibilidad de luz y
practicas agricolas que se realizan en el medio (Chaparro et al., 2012;
Mendes et al., 2013; Philippot et al., 2013).

Los exudados liberados por las raices de las plantas son la principal fuente
de alimento para los microorganismos de la rizosfera (Raaijmakers et al.,
2009). Los fitoquimicos secretados por las raices pueden mediar en una
serie de interacciones, como planta-planta, planta-microorganismo y planta-
fauna. Estas interacciones pueden variar de neutrales a beneficiosas o
perjudiciales (Mercado-Blanco y Bakker, 2007; Raaijmakers et al., 2009).
En el caso de la interaccion planta-microorganismos, estos diversos
compuestos estimulan los procesos de quimiotaxis y hacen que las plantas
sean capaces de atraer comunidades microbianas para establecer las
interacciones (Bais et al., 2006; Luscher et al., 2004; Chapman et al., 2006).
Algunos componentes de los exudados radiculares pueden ayudar a la
interaccion con microorganismos beneficiosos, y desempefian un papel
clave en diversas interacciones entre las raices de las plantas y los
microorganismos beneficiosos de la rizosfera (Nguema-Ona et al., 2013).
Los componentes quimicos de los exudados de las raices pueden repeler a
un organismo mientras atraen a otro, o pueden atraer a dos organismos muy
diferentes con diferentes consecuencias para la planta. Un ejemplo concreto
de diversos significados para una sefial quimica es la secrecién de
isoflavonas por las raices de la soja, que atraen a un mutualista
(Bradyrhizobium japonicum) y un patogeno (Phytopthora sojae) (Morris et
al., 1998). También hay compuestos que pueden atraer a microorganismos
beneficiosos y repeler a patdgenos, como, por ejemplo, los
arabinogalactanos proteicos (AGP), pueden atraer microorganismos
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beneficiosos (bacterias y hongos) y repeler los patogenos de las raices de
las plantas (Cannesan et al., 2012; Gaspar et al., 2004; Vicré et al., 2005;
Xie et al., 2012). En algunos casos, los microbios pueden pasar de ser
simbidticos a tener una interaccion neutra, dependiendo de las condiciones
ambientales (Newton et al., 2010). Los rizobios, bacterias simbioticas que
fijan nitrogeno (N), varian de una interaccion simbidtica a neutra con las
plantas, dependiendo de los niveles de N del suelo (Davidson y Robson,
1986; Zahran, 1999). También hay otros compuestos en los exudados
radiculares que pueden repeler a los microbios patdgenos de las plantas
fuera de la rizosfera, compuestos como inositoles, cucurbitacina A, bitienilo
y sus derivados (Giebel, 1982; Johnson y Nielsen, 2012; Rasmann et al.,
2012; Turlings et al., 2012).

También hay otros factores que pueden intervenir en el conjunto de
microorganismos (microbioma) de la rizosfera, como ya se ha comentado
anteriormente, la naturaleza de la fraccién mineral, la materia organicay las
proporciones relativas de aire y agua en el suelo, son factores criticos que
afectan la actividad microbiana. Por ejemplo, en los suelos donde el espacio
de poros estd muy dominado por el agua, normalmente predominan
microorganismos anaerébios y anaerdbios facultativos (Fuhrmann, 2005).

Otro parametro es la temperatura a la que esté el suelo, que tendra diferentes
efectos sobre la actividad microbiana dependiendo del rango de tolerancia
de los organismos respectivos (Thies et al., 2006). También es importante
el pH del suelo, la mayor parte de microorganismos prefieren valores de pH
casi neutros, entre 6 y 7,5, a este pH la mayor parte de nutrientes del suelo
estdn mas disponibles para su absorcidon por las raices de las plantas
(Zhalnina et al., 2018).

1.2. Microorganismos del suelo y la rizosfera

Los exudados derivados de la raiz, ademéas de favorecer la proliferacion
microbiana en la rizosfera, también son responsables del predominio de
distintos conjuntos microbianos entre el suelo y la rizosfera, un fenémeno
descrito como el “efecto rizosfera” (Hiltner, 1904; Berendsen et al., 2012).
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Por tanto, los microorganismos que proliferan en la rizosfera estan
expuestos a compuestos derivados de plantas y moléculas de sefializacion y
representan un subconjunto de las comunidades microbianas altamente
complejas del suelo (Berendsen et al., 2012).

La comparacion de los microbiomas de la rizosfera y suelo, entre numerosas
especies de plantas en diferentes condiciones, ha revelado consistentemente
el efecto crucial del microbioma de la rizosfera, la fuente del suelo
(Lundberg et al., 2012, Peiffer et al., 2013) y los rasgos genéticos de las
plantas (Fitzpatrick et al., 2018; Lu et al., 2018; Turner et al., 2013). Un
ejemplo de cambios entre el suelo y rizosfera dependiente de la planta, fue
la comparacion de los microbiomas de la rizosfera y del suelo, entre el trigo,
la avena y el guisante, encontrando un mayor efecto sobre la rizosfera del
guisante en comparacion con los cereales (Turner et al., 2013). En otros
estudios, también se observaron fuertes efectos sobre el microbioma de la
rizosfera en la soja, que es dependiente de los exudados radiculares, que
tienen una alta concentracion de flavonoides, que son componentes
esenciales del intercambio de sefiales entre la soja y los rizobios simbidticos
durante la formacion de nddulos fijadores de nitrogeno (Liu et al., 2019).

El efecto de la planta en la composicion de la rizosfera puede ser muy
notable o tener un efecto mas débil o nulo, pero varia segun el contexto del
suelo, condiciones y las especies de plantas estudiadas (Pérez-Jaramillo et
al., 2016). Por ejemplo, la composicion del microbioma de la raiz del arroz
se vio significativamente influenciada por el genotipo del arroz cuando se
cultivé en condiciones controladas de invernadero, mientras que no se
detectd ningun impacto en condiciones de campo (Edwards et al., 2015).
En otros estudios en condiciones de campo, utilizando diferentes
variaciones genéticas de la cebada, revelé impactos pequefios pero
significativos, y estos impactos dependientes del genotipo se manifestaron
al diferenciar la abundancia de unos pocos taxones especificos en lugar de
diferencias a nivel de comunidad completa (Bulgarelli et al., 2015).
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Por otro lado, la presencia de un patdgeno causante de enfermedad, puede
alterar la estructura de las comunidades, tanto procariotas como eucariotas
del suelo y la rizosfera. Un ejemplo es la presencia del patdgeno Rhizoctonia
solani AG1-IB, que afectd severamente a la estructura de la comunidad
bacteriana y flangica en la rizosfera de la lechuga. Estos efectos fueron
mucho menos pronunciados en presencia del agente de control biol6gico
Pseudomonas jessenii RU4T (Adesina et al., 2009).

Aunque puedan verse muchos cambios en el microbioma de la rizosfera, al
estudiar las comunidades bacterianas presentes en la rizosfera de varios
cultivos (como soja, colza, girasol y maiz), los filos bacterianos mas
abundantes encontrados en la rizosfera de todos los cultivos fueron
Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria 'Y Verrucomicrobia
(Chauhan et al., 2011; Jesus et al., 2010). Por otro lado, en la rizosfera de
arroz, las secuencias del gen de ARNr 16S sefialaron a las Proteobacterias
como el filo predominante, seguido de Chloroflexi, Acidobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes. (Somenahally et al., 2011).

Dentro de los microorganismos que estan habituamente en la rizosfera, es
interesante destacar el grupo de las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR). La promocion del crecimiento de las plantas por parte de
las bacterias que habitan en la rizosfera, podria ser el resultado del
suministro de nutrientes esenciales para las plantas, que apenas estan
disponibles en el suelo. Los principales mecanismos para una mayor
absorcion de nutrientes son la solubilizacion de fosfato, la fijacion de
nitrégeno, la solubilizacion de zinc y la union de hierro a través de la
produccién de sideroforos. También hay otros mecanismos implicados en
la mejora del crecimiento de las plantas como, la produccion de
fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas) actividades desaminasa,
formacion de biopeliculas, y produccion de exopolisacaridos. (Cambardella
y Eliott., 1992; Collins et al., 1992).
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1.2.1. Interacciones multitroéficas en la rizosfera

La rizosfera se considera un punto caliente de interacciones microbianas
(Raaijmakers et al., 2009). Bioldgicamente, el microbioma de la rizosfera
constituye el reservorio de varias comunidades microbianas méas diverso
descrito hasta ahora en el planeta (Curtis et al., 2002; Torsvik et al., 2002;
Gams, 2007; Buée et al., 2009). Los organismos que estan presentes en el
microbioma de la rizosfera pueden interaccionar entre si y con la planta, y
pueden tener efectos sobre la nutricion, el crecimiento y la salud de la planta
(Berendsen et al., 2012; Mendes et al., 2011). Este microbioma puede estar
compuesto principalmente, por bacterias, hongos, oomicetos, nematodos,
protozoos, algas, virus, arqueas e incluso artropodos (Mendes et al., 2013).
El microbioma de la rizosfera puede también afectar directa y/o
indirectamente a la composicion de las comunidades y la biomasa de plantas
(Schnitzer et al.,, 2011). Numerosos organismos contribuyen a estos
procesos, lo que conduce a innumerables interacciones entre la planta y los
microorganismos (Bennett y Bever, 2007; Behie et al., 2012).

La rizosfera alberga muchos organismos que tienen un efecto neutral en la
planta, pero también atrae organismos que ejercen efectos nocivos o
beneficiosos sobre la planta. EI nimero y la diversidad de microorganismos
nocivos y beneficiosos estan relacionados con la cantidad y calidad de los
exudados radiculares y con el resultado de las interacciones microbianas que
ocurren en la rizosfera (Somers et al. 2004).

1.2.1.1. Microorganismos perjudiciales

Los microorganismos del suelo que tienen un efecto deletéreo sobre la
planta son principalmente hongos parasitos de plantas, bacterias patdgenas,
y nematodos que causan perdidas de importancia econémica en plantas de
cultivo y resultan en serios problemas de reduccién de la productividad y
seguridad alimentaria (Ali et al., 2017). Estos pueden conseguir colonizar
la rizosfera, atravesar el escudo microbiano protector y superar los
mecanismos de defensa de las plantas para causar enfermedades. Los
patogenos del suelo generalmente evolucionan en condiciones dificiles y se
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adaptan bien a la rizosfera en comparacion con otros microorganismos con
los que comparten habitat (Ali et al., 2017).

El principal grupo de microorganismos patégenos de plantas transmitidos
por el suelo, son hongos y oomycetes. Las plantas y los hongos secretan una
amplia gama de moléculas en el espacio extracelular, donde juegan un papel
crucial en la sefializacién, el desarrollo y las respuestas al estrés (Delaunois
et al., 2014). Centrandonos en los hongos fitopatogenos, el desarrollo de la
enfermedad es el resultado de su interaccion con las plantas, segin una
secuencia de etapas denominadas patogenesis, y que comprenden la union
a la superficie de la planta, la germinacién sobre dicha superficie, la
penetracién en el huésped y la colonizacion de los tejidos del huésped con
el consecuente efecto deletéreo sobre la planta (Schafer, 1994).

Hay muchas especies de hongos que causan enfermedades o podredumbres
de raiz, del cuello, marchitez, tizon...etc., pero con respecto a la economia
general, los géneros mas dafinos son, Fusarium (Bentley et al., 2006),
Verticillium (Xu et al., 2010), Rhizoctonia (Lehtonen et al., 2008) y
Armillaria (Cox et al., 2006) (Figura 3). Y de oomycetes destacan Pythium
(Verbeek et al., 2016) y Phytophthora (Santini et al., 2013; Figura 3).

1.2.1.2. Microorganismos beneficiosos

En cuanto a los microorganismos beneficiosos de la rizosfera, son aquellos
que pueden estar implicados en la promocion del crecimiento de las plantas,
la tolerancia contra el estrés abiotico y el antagonismo a los patdégenos que
causan enfermedad (Figura 3; Ali et al., 2017).

Las rizobacterias asociadas con la promocion del crecimiento de las plantas
0 PGPR (Kloepper et al. 1980) habitan en la rizosfera de las plantas y
estimulan el crecimiento. Esta promocion del crecimiento podria ser el
resultado del suministro de nutrientes esenciales para las plantas que apenas
estan disponibles en el suelo, debido a distintos mecanismos como la
solubilizacion de fosfato, la fijacion de nitrogeno, la solubilizacion de zinc
y la unidn de hierro a través de la produccion de sideroforos. También hay
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otros mecanismos implicados en la mejora del crecimiento de las plantas
como, la produccion de fitohormonas (auxinas, giberelinas y citoquininas)
actividad de la enzima desaminasa del &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico o ACC desaminasa; formacidn de biopeliculas; y produccion de
exopolisacaridos (Cambardella y Eliott., 1992; Collins et al., 1992).

Estas bacterias podrian ayudar a las plantas a deshacerse de los efectos
nocivos del estrés abiotico a traves de mecanismos funcionales
especializados. Algunos mecanismos clave son la produccion de ACC
desaminasa y la disminucion de los niveles de etileno, la induccién de
resistencia sistémica, la formacion y agregacion de biopeliculas y la
produccion de exopolisacéridos (Bakker et al., 2013).

Por otro lado, las bacterias que muestran antagonismo a los patdégenos que
causan enfermedad, reciben el nombre de microorganismos o0 agentes de
control bioldgico. Estos microorganismos pueden utilizar una amplia gama
de mecanismos involucrados en la supresion de los patogenos de plantas, y
finalmente conducir al control de una enfermedad vegetal (Raaijmakers et
al., 2009). Algunos de los mecanismos que potencian su uso como agentes
de control bioldgico son sintesis de fitohormonas, sintesis de metabolitos
antibidticos, secrecion de sider6foros de unién a hierro, produccion de
enzimas como quitinasa, lipasa y proteasa que pueden hidrolizar las paredes
celulares fungicas y produccion de enzimas de estrés oxidativo
(Raaijmakers et al., 2009). El uso de rizobacterias de control biologico se
considera un complemento y una alternativa para los pesticidas quimicos, y
pueden llegar a contribuir a una reduccién en la dosis y frecuencia de
aplicacion de compuestos quimicos (Le Mire et al., 2016).
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Figura 3. Esquema de la rizosfera, que es una zona estrecha del suelo (unos pocos milimetros
de ancho) que rodea y esta influenciada por las raices de las plantas. EI esquema muestra
ejemplo de la rizosfera y los microorganismos, que puede contener tanto patégenos como
beneficiosos.

La actividad y los efectos de los microorganismos beneficiosos de la
rizosfera estan bien documentados para las bacterias que pertenecen a las
Proteobacterias (Pseudomonas Yy Burkholderia) y Firmicutes (Bacillus y
géneros relacionados), y para algunos hongos del grupo de los
Deuteromicetos (por ejemplo, Trichoderma, Gliocladium y cepas no
patdgenas de F. oxysporum) (Raaijmakers et al., 2009). Entre ellos, los
representantes del género Pseudomonas han sido comunmente asociados
con la rizosfera y los habitats del suelo (Lugtenberg & Dekkers, 1999).

1.3. Bases moleculares en la interaccion de los microorganismos en la
rizosfera

Existe una creciente apreciacion del importante papel que desempefian los
microorganismos asociacidos con las plantas. El habitat rico en nutrientes
que se produce en la rizosfera, atrae a los microorganismos y, a su vez,
algunos microorganismos colonizadores proporcionan beneficios a la
planta. La utilizacion de microorganismos para aumentar el rendimiento de
los cultivos y proporcionar resistencia a las plantas contra el estrés biotico
y abiotico, al tiempo que minimiza la aplicacion de quimicos, se beneficiaria
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de una comprension mecanicista mas profunda de la interaccion planta-
microorganismo (Mine et al., 2014). Los avances tecnoldgicos en biologia
molecular y las dmicas, incluida la genémica, la transcriptomica, la
protedmica y la metabolomica, pueden proporcionar conocimientos sobre
las funciones criticas de los genes de los microorganismos que ayudan a
mejorar el rendimiento de las plantas (Levy et al., 2018)

1.3.1. Genes implicados en interaccion de bacteria-planta en la
rizosfera

La interaccién de la bacteria con la raiz es un proceso complejo influenciado
por muchos factores. A continuacion, se resumen los rasgos bacterianos
principales que intervienen en la interaccion con laraiz y las bases geneticas
implicadas en estas funciones.

1.3.1.1. Proceso de adhesion a la raiz

En algunos microorganismos del suelo, como Pseudomonas spp., se ha
demostrado que los mecanismos de adhesion bacteriana son fundamentales
para el establecimiento sobre la superficie radicular, y constituirian uno de
los pasos fundamentales en la interaccion con la raiz de la planta.

Por ejemplo, en la bacteria Herbaspirillum seropedicae se identificaron
genes inducidos por la interaccion con la raiz de la planta mediante analisis
transcriptomico, incluyendo expresion de adhesinas especificas,
remodelacion de la pared celular para la union a la raiz (Pankievicz et al.,
2016). Es interesante destacar como unas estructuras adhesivas, los pili tipo
IV, que pueden juegar un papel crucial en las interacciones huésped-
bacteria, asi como su participacién directa en la colonizacion durante las
interacciones planta-bacteria (Dorr et al., 1998). Los genes para el sistema
pilus tipo IV en Pseudomonas fluorescens PCL1751 son pilA, pilC, pilD,
PILE, pilF, pilG, pilH, pill, pilJ, pilM, pilN, pilO, pilQ, pilT, pilV'y pilX (Cho
etal., 2015).
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1.3.1.2. Movilidad y quimiotaxis hacia la raiz

La quimiotaxis y la movilidad desempefian una serie de funciones
importantes en las interacciones de las rizobacterias con sus huéspedes
(Sushma, 2003). Se ha propuesto a la quimiotaxis como el primer paso de
la colonizacion bacteriana de las raices de varias especies de plantas (Zhulin
et al., 1988; Heinrich y Hess, 1985; Turnbull et al., 2001). Con respecto a
los principales genes implicados en quimiotaxis, cheY codifica un regulador
de respuesta de dos componentes, cheA codifica un regulador de respuesta
de quimiotaxis y pctA que codifica una proteina transductora quimiotactica
son relevantes para Pseudomonas aeruginosa PGPR2 durante la
colonizacion de la raiz de maiz (Sivakumar et al., 2019).

La movilidad de las bacterias impulsada por flagelos, es importante para la
interaccion con la planta, ya que es un requisito previo para la adhesion y
colonizacidn de raices (Allard-Massicotte et al., 2016). Un ejemplo de genes
importantes en la movilidad de P. aeruginosa PGPR2 en la raiz de maiz,
son los genes, fIhF, que codifica el regulador de la biosintesis flagelar y el
gen flgD, la proteina de modificacién del cuerpo basal flagelar, ambos
implicados en la biosintesis flagelar. Mutantes en estos genes redujeron la
movilidad y no fueron capaces de colonizar la raiz (Sivakumar et al., 2019).

1.3.1.3. Transportadores de compuestos exudados por la raiz

También es de gran importancia durante la interaccion con la raiz, el
transporte eficiente al interior celular de compuestos exudados por la raiz,
mediante transportadores, para su posterior metabolismo. Por ejemplo, los
genes oprF'y oprD, son transportadores de tipo ABC, y mutantes en estos
genes en P. aeruginosa, disminuyen la efectividad de la colonizacion de la
raiz (Sivakumar et al., 2019).

En la identificacion de genes inducidos durante la interaccion de
Herbaspirillum seropedicae con la raiz de la planta mediante analisis
transcriptomico, también se sobreexpresaron una serie de transportadores
ABC que sugerian la importacion de varias fuentes de carbono exudados
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por parte de la planta a la rizosfera, lo que indicaria un papel importante en
la interaccion con la planta (Pankievicz et al., 2016). Entre los compuestos
presentes en la rizosfera, cabe destacar el 2-oxoglutarato (2-OG),
compuesto ampliamente conocido por ser un intermediario en el
metabolismo del carbono y del nitrégeno. En la cepa P. aeruginosa PAO1L,
este compuesto puede ser transportado al interior celular mediante su
captacion por el transportador kgtP, que es una permeasa de tipo simporte
2-OG/H", y que resulta esencial para la absorcion de 2-OG extracelular
(Lundgren et al., 2014).

1.3.1.4. Metabolismo de distintas sustancias

Por otro lado, también es importante para la colonizacion efectiva de la
rizosfera, el metabolismo de sustancias presentes en los exudados de las
plantas. En P. aeruginosa PGPR2, los genes implicados en el metabolismo
de las purinas, los &cidos grasos y las vitaminas fueron esenciales para la
colonizacidn de la raiz. Los mutantes en genes implicados en la biosintesis
de purina (purF, purL y purM) se vieron significativamente obstaculizados
en la capacidad de colonizacion de la raiz (Sivakumar et al., 2019).

En el analisis transcriptomico de la bacteria H. seropedicae en interaccion
con las raices de trigo, es interesante destacar que también fue activada la
sintesis de polihidroxibutirato/polihidroxialcanoato (PHB/PHA), que son
granulos de reserva de carbono y energia, las bacterias utilizan la
acumulacién 'y degradacion de estos granulos para mejorar su
establecimiento, proliferacion y supervivencia, y aumentar su tolerancia al
estres en entornos competitivos como la rizosfera (Kadouri et al., 2005).

1.3.1.5. Produccion de hormonas que intervienen en la interaccion con
la planta

Las bacterias asociadas a las plantas también pueden influir directamente en
el crecimiento y desarrollo de las plantas al producir o degradar las
hormonas vegetales u otros factores que modulan los mecanismos
reguladores de las plantas. Como es el caso del acido indol-3-acetico (IAA),
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principal auxina en las plantas, y que controla numerosos procesos
fisiolégicos importantes. La produccién de IAA por bacterias asociadas a
las plantas puede tener profundos efectos en el crecimiento y desarrollo de
las plantas. Genes como el que codifica para el tript6fano-2-monooxigenasa
(IaaM) o el indol-3-acetamida hidrolasa (laaH), permiten la conversién del
triptéfano en IAA y se encuentran presentes en numerosas cepas bacterianas
de suelo, como por ejemplo las cepas de Pseudomonas chlororaphis 30-84
y O6 (Dimkpa et al., 2012).

1.3.1.6. Produccion de sideroforos

Muchos estudios demostraron que las plantas pueden utilizar sideréforos
microbianos, como mecanismos que contribuirian a la nutricion de las
plantas, siendo uno de los mecanismos estudiados en las bacterias de
promocion de crecimiento vegetal (Crowley et al. 1992; Fernandez et al.
2005; Johnson et al. 2002).

Por ejemplo, las Pseudomonas fluorescentes se caracterizan por su
produccion de pigmentos fluorescentes debido a las pioverdinas, que
funcionan como sideroforos para la adquisicion de hierro por la célula
bacteriana. Los genes pvd estan involucrados en la biosintesis, la utilizacion
y la regulacion del sistema de adquisicion de hierro con pioverdina (Mirleau
etal., 2001).

1.3.1.7. Formacion de biopelicula en la superficie radicular

La formacion de biopelicula sobre la superficie radicular, es una
caracteristica muy importante para establecerse en la rizosfera. En especies
de Pseudomonas la formacion de biopelicula puede estar influenciada por
multitud de genes. De entre ellos destacan los genes implicados en la
produccion de exopolisacaridos. Asi, el gen pelA, de P. aeruginosa, codifica
una proteina polisacarido dominio desacetilasa, es importante para la
produccidn del polisacarido Pel y la formacion de biopelicula (Colvin et al.,
2013).
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1.3.1.8. Mecanismos de regulacion de genes

La induccion de genes al interaccionar con la raiz de la planta, normalmente
estd regulado entre otros, por la comunicaciéon célula- célula o quérum
sensing (QS). En bacterias Gram-negativa, tipicamente, los sistemas de
quorum sensing estdn formados por una acil homoserina lactona sintasa
(AHL sintasa), generalmente un homologo a LuxI, produce un autoinductor
que se une a un activador transcripcional asociado, generalmente un
homologo LuxR. Sin embargo, es también conocido el papel adicional que
pueden tener los antibidticos bacterianos, que pueden servir como
moléculas sefial que regulan fenotipos cruciales del microorganismo
(Morohoshi et al., 2013; Brameyer et al., 2015). Por ejemplo, en P.
chlororaphis 30-84, los anélisis transcriptomicos identificaron un total de
802 genes que fueron expresados diferencialmente por la produccion de
fenazina, antibiotico que interviene en la actividad de control bioldgico y
que actta como molécula sefial, entre ellos se incluian genes implicados en
la adhesidn celular, en la estructura tridimensional de biopelicula y la union
a superficies (Wang et al., 2016)

1.3.2. Genes implicados en la interaccion multitréfica durante el control
bioldgico

La interaccion de las rizobacterias con la raiz de la planta y con el patgeno,
especialmente durante el biocontrol, es un proceso influenciado por muchos
factores. A continuacion de describen algunos procesos bacterianos
importantes que intervienen en esta interaccién multitréfica y algunos genes
implicados en estas funciones.

1.3.2.1. Produccién de compuesto antifiingicos

Una amplia variedad de metabolitos secundarios pueden afectar a la
actividad antifungica y a la capacidad de control bioldgico de determinadas
rizobacterias. Por ejemplo, genes implicados en la produccion de
compuestos antifungicos, como el cluster de genes que codifica para 2,4-
diacetilfloroglucinol (phIABCDEFGH) o acido cianhidrico (hcnABC), estan
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implicados en la actividad de control biologico de Pseudomonas
brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 (Nelkner et al., 2019). En
la cepa P. chlororaphis 30-84, la produccion de tres fenazinas: &cido
fenazina-1-carboxilico (PCA), é&cido 2-hidroxi-fenazina-1-carboxilico
(20HPCA) y una pequefia cantidad de 2-hidroxi-fenazina (20HPHZ), es
necesaria tanto para la inhibicion de patdgenos fungicos, como para la
competencia en la rizosfera del trigo (Yu et al., 2018). Un efecto similar
juega la produccion del compuesto 2-hexil, 5-propil resorcinol (HPR) en la
bacteria de biocontrol Pseudomonas chlororaphis PCL1606, este
compuesto esta implicado en la actividad de antagonismo y biocontrol
(Calderon et al., 2015), y en la colonizacion eficiente de la raiz de aguacate
(Calderén et al., 2014b).

1.3.2.2. Produccion de sideroforos

Como ya se ha comentado anteriormente, la sintesis de siderofos puede
participar en la nutricion de la planta, pero también puede intervenir en la
interaccion multitrofica durante el biocontrol. Asi, en la cepa Pseudomonas
fluorescens NBC275, mutantes en los genes, pvdl y pvdD, que intervienen
en la biosintesis de pyoverdina, perdieron actividad de control bioldgico
(Dutta et al., 2020). Por lo que, los sideréforos de esta cepa, juegan un papel
importante en la competencia por nicho y en la supresion de la enfermedad
(Compant et al. 2005).

1.3.2.3. Mecanismos de regulacion de genes

Los distintos reguladores juegan un papel fundamental en la interaccion con
la planta, pero también durante la interaccion durante el biocontrol, por
ejemplo, en la cepa Chromobacterium sp. C61, un mutante en el gen /[uxI,
pierde la capacidad de produccién de compuestos antifingicos, lo que
redujo drésticamente la capacidad de suprimir a varias enfermedades de
plantas. Otros fenotipos asociados con el control bioldgico, incluida la
movilidad y la secrecion de enzimas liticas, también se vieron afectados por
la mutacion en el gen lux/ en la interaccion multitréfica (Kim et al., 2017).
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1.3.2.4. Produccion de compuestos organicos volatiles

Los compuestos organicos volatiles (VOC) son metabolitos volatiles que
pueden ser producidos por los microorganismos y se observd que pueden
tener control frente a oomicetos, hongos y bacterias fitopatdgenos mediante
las actividades antimicrobianas y otras interacciones (Mercier y Jiménez,
2004; Fialho et al., 2010; Parafati et al., 2017). Un ejemplo concreto es la
produccion por P. brassicacearum 3Re2-7, del compuesto volatil 2,3-
butanodiol, que se ha relacionado con la resistencia sistémica inducida
(ISR) (Vitreschak et al., 2002). Este compuesto, también se describi6 en
Bacillus subtilis, mostrando también un papel importante en la supresion del
patogeno de suelo Ralstonia solanacearum, en la rizosfera del pimiento,
mediante la inducion sistémica de la planta (Yi et al., 2016).

1.3.2.5. Produccion de bacteriocinas

Las bacteriocinas son un ejemplo de compuestos antimicrobianos toxicos
para los fitopatdgenos, pueden desempefiar un papel importante en la
capacidad de una cepa de matar o inhibir a microorganismos relacionados y
que compiten por recursos limitados en el medio ambiente. Por ello,
también pueden contribuir al control biolégico, como por ejemplo el gen
LLPA codificado por la rizobacteria P. putida BW11M1, que secreta una
bacteriocina de tipo lectina sensible al calor que mata a P. putida GR12-
2R3 (Parret et al., 2003).

1.3.2.6. Produccion de exoenzimas

Otro grupo de moléculas importantes en la interaccion con la rizosfera, y en
particular en la interaccion durante el biocontrol, son las exoenzimas
involucradas en la adquisicion de nutrientes y las interacciones de las
rizobacterias con otros microorganismos, con las plantas y otros eucariotas.
Algunas de las enzimas muy conocidas son celulasas, glucanasas, proteasas
y quitinasas. Las mas relevantes son, probablemente, las quitinasas,
producidas por ciertos microorganismos, pueden hidrolizar las paredes
celulares flngicas, contribuyendo asi al control bioldgico de las
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enfermedades fungicas de las plantas. Este es el caso de la quitinasa
codificada por el gen chiC de P. fluorescens Pf-5 (Zhong et al., 2015).

1.3.2.7. Formacion de biopelicula en la superficie radicular

La capacidad para formar biopelicula, ademas de ser fundamental durante
la interaccion con la planta, también es importante durante la interaccion en
el biocontrol. Las biopeliculas protegen a los microorganismos que la
conforman de ambientes extremos y pueden proteger frente a la radiacion
ultravioleta (UV), temperatura extrema, pH extremo, alta salinidad, alta
presion, deficiencia de nutrientes, antibioticos, etc... (Yin et al., 2019).
También el biofilm puede actuar como proteccién frente a patdégenos de
suelo. Esto se ha descrito, entre otros, en cepas de P. fluorescens
rizosféricas, donde la biopélicula contribuye a su capacidad de control
bioldgico al crear una barrera mecanica entre el patdgeno y el sitio de la
herida rica en nutrientes (Wallace et al., 2018).

1.4. Pseudomonas como agentes de control bioldgico

Dentro de los agentes de control biologico en la rizosfera es interesante
destacar algunos hongos pertenencientes a los generos Trichoderma y
Gliocladium. Dentro de las rizobacterias de control biologico, cabe destacar
a cepas de los géneros Pseudomonas, Serratia, Burkholderia Yy Bacillus
(Raaijmakers et al., 2009). Entre ellos, los representantes del género
Pseudomonas han sido comunmente asociados con la rizosfera, los habitats
del suelo y la actividad de control bioldgico (Lugtenberg y Dekkers, 1999).

El género Pseudomonas contiene bacterias aerobias, Gramnegativas,
ubicuas en los suelos agricolas y se consideran adaptadas para desarrollarse
en la rizosfera. Han sido uno de los grupos de microorganismos habituales
de suelo y rizosfera de plantas ampliamente estudiados por producir una
gran variedad de metabolitos, algunos implicados en el control bioldgico
frente a hongos fitopatdgenos (Morrissey et al., 2004; Gross y Loper, 2009;
Raaijmakers y Mazzola, 2012). Los mecanismos generales de control
biolégico que pueden mostrar las distintas cepas de Pseudomonas, incluyen
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la produccion de antibioticos, enzimas hidroliticas y compuestos organicos
volatiles, la competencia por el espacio y los nutrientes, y la induccién de
resistencia sistematica en las plantas (Raza et al., 2013, Faheem et al., 2015;
Yunus et al., 2016). A continuacion, se describen estos mecanismos
principales de control bioldgico:

- Competencia por nicho vy nutrientes

Este mecanismo esta relacionado con la capacidad de los microorganismos
para sobrevivir y multiplicarse en la rizosfera de forma efectiva. El efecto
beneficioso de los microorganismos sobre la planta estaria mediado por la
competencia por la ocupacion de la raiz o del uso de los nutrientes, lo que
dificulta el desarrollo y la supervivencia de los hongos fitopatdgenos en este
hébitat (de Weger et al., 1995). Los exudados liberados por las raices de las
plantas constituirian la fuente principal de nutrientes para los
microorganismos, lo que hace de la rizosfera un ambiente propicio para ser
colonizado por microorganismos fitopatdgenos, asi como por sus agentes
antagonistas. Esto causa una competencia muy intensa en la rizosfera por el
uso de estos recursos (Bolwerk et al, 2003; Chin-A-Woeng et al, 2001;
Kuiper et al, 2002).

- Induccién de resistencia sistémica

La induccidn de resistencia a enfermedades en plantas se define como un
proceso de resistencia activa que depende de las propiedades fisicoquimicas
de la planta huésped y se activa tanto por agentes bidticos como abidticos
(Kloepper et al.,, 1992). Hay dos tipos de resistencia generales a
enfermedades en plantas, la resistencia sistémica adquirida o SAR (Sticher
etal., 1997) y laresistencia sistémica inducida o ISR (Kloepper et al., 1992;
van Peer et al., 1991). La SAR esta involucrada en la produccion y la
acumulacién de &cido salicilico y en ciertas proteinas relacionadas con la
patogénesis (Hunt et al., 1996). Esta resistencia es inducida particularmente
por microorganismos patogenos. El otro tipo de resistencia en las plantas,
ISR, es independiente de la sefial del &cido salicilico, y es inducida por
microorganismos no patdgenos que interactdan directamente con las plantas
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y, por lo tanto, son de gran interés en el campo del control biologico
(Kloepper et al., 1992).

- Produccién de compuestos antifungicos

Este mecanismo, es destacado ya que la produccion de compuestos
antifungicos, generalmente esta correlacionada con la efectividad biolégica
de la cepa. Las especies de Pseudomonas producen una enorme variedad de
productos naturales que representan origenes metabdlicos variados y
exhiben actividades bioldgicas de gran alcance (Bender et al., 1999a; 1999b;
Gross y Loper, 2009; Mavrodi et al., 2006; Morrissey et al., 2004;
Raaijmakers et al., 2006; Raaijmakers y Mazzola, 2012). Estos compuestos
incluyen acido fenazina-1-carboxilico (PCA), fenazina carboxamida
(PCN), 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), pirrolnitrina (PRN), piroluteorina
(PLT), 2-hexil, 5-propil resorcinol (HPR), cianuro de hidrégeno (HCN),
sideroforos y algunas enzimas hidroliticas como las proteasas (Raaijmakers
et al., 2002; Cazorla et al., 2006; Ligon et al., 2010).

Las especies de Pseudomonas, que se encuentran mas ampliamente en la
rizosfera y que se han descrito como que acttan de forma beneficiosa para
la salud de la planta son P. brassicacearum, P. chlororaphis, P. fluorescens,
P. protegens y P. putida.

1.4.1. Pseudomonas chlororaphis

Dentro de las Pseudomonas asociadas a plantas, la especie P. chlororaphis
son bacterias aerobias, Gramnegativas y que estan preferentemente
asociadas con el suelo y las raices de las plantas (Gonzalez-Sanchez et al.,
2010; Calderén et al., 2015; Vida et al., 2017; Arrebola et al., 2019). La
especie P. chlororaphis se divide en subespecies que se clasifican en
chlororaphis, aureofaciens, aurantiaca Y piscium (Peix et al., 2007; Burr et
al. 2010), aunque hay cepas en las que esta asignacion taxonémica no es
posible, y estan actualmente en revision (Biessy et al., 2019; Arrebola et al.,
2019).
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Pseudomonas chlororaphis muestra actividades de la colonizacion de raiz
y antagonismo contra los patdgenos de plantas transmitidas por el suelo,
mostrando la produccién de una amplia bateria de antifingicos (Arrebola et
al., 2019; Biessy et al., 2019), generalmente, regulados por el sistema de dos
componentes GacS-GacA (Yan et al., 2018; Jahanshah et al., 2019).
Simultaneamente, la regulacion por quorum sensing (QS) participa en el
rendimiento bioldgico general de P. chlororaphis, y puede estar involucrado
en la formacion de biopeliculas, la secrecion de exoenzimas y/o la
produccidn de antifungicos. Varios sistemas QS, pueden coexistir dentro de
la misma célula bacteriana (Morohoshi et al., 2017). Ademas, también es
importante destacar la participacion de estos metabolitos secundarios
antifungicos en regulacién de QS (como las fenazinas) (Selin et al., 2010).

Ademas, se ha descrito el papel de cepas de esta especie bacteriana como
inoculantes para fines de biofertilizacion, fitostimulacion y control
bioldgico (Bloemberg y Lugtenberg, 2001). Debido a estas caracteristicas,
se han desarrollado productos comerciales o formulados de P. chlororaphis
y especies relacionadas para combatir enfermedades del suelo,
especialmente aquellas debidas a hongos patdgenos de suelo; por ejemplo,
el producto comercial Cerall®, compuesto por la cepa P. chlororaphis
MA342 (Koppert Biological Systems, Paises Bajos), es eficaz contra varios
tipos de hongos como Fusarium Y Septoria, transmitidos por semillas en el
trigo, el centeno y el triticale. Otros ejemplos de productos comerciales
basados en P. chlororaphis y cepas relacionadas son Cedomon® (P.
chlororaphis MA 342, BioAgri AB, Suecia), Spot-Less® (P. aureofaciens
Tx-1, Turf Science Laboratories, Carlsbad, Estados Unidos) o AtEze® (P.
chlororaphis 63-28, Turf Science Laboratories, Carlsbad, Estados Unidos).
Estas P. chlororaphis formuladas tienen actividades adicionales, ya que
también pueden usarse como bioinsecticidas (Kupferschmied et al., 2013) o
como rizobacterias con actividad promotora del crecimiento de las plantas
(Chen et al., 2015).
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1.4.1.1. Pseudomonas chlororaphis PCL1606

Pseudomonas chlororaphis PCL1606 (PcPCL1606) es una rizobacteria
modelo de control bioldgico, que fue aislada de raices de aguacate (Persea
americana) de plantas sanas que crecian en una zona infectada por el hongo
fitopatdgeno Rosellinia necatrix. La cepa PCPCL1606 fue seleccionada por
su actividad antagonista y capacidad de control biolégico frente a varios
hongos y oomicetes fitopatdgenos del suelo, asi como frente a R. necatrix,
causante de la podredumbre blanca radicular del aguacate (Figura 4; Cazorla
et al., 2006; Gonzalez-Sanchez et al., 2013). En estudios previos se ha
puesto de manifiesto que PcPCL1606 puede producir tres compuestos
antifungicos: HPR, PRN y HCN; sin embargo, de entre ellos, el principal
compuesto implicado de forma directa en el antagonismo y la capacidad de
control bioldgico de esta cepa es el HPR (Calderdn et al., 2015). La cepa
PcPCL1606 también es capaz de producir otros compuestos, asi como
algunas exoenzimas como proteasas, quitinasas o fosfatasas y que podrian
influir sobre otros microorganismos de su entorno (Vida et al., 2017).

Figura 4. Caracteristicas de la cepa de biocontrol PcPCL1606. A) Actividad antagonista de
PcPCL1606 frente a Rosellinia necatrix. B) y C) Ensayo de la actividad de control biolégico
de PcPCL1606. B) Plantas de aguacate con sustrato inoculado con R. necatrix, desarrolla la
enfermedad producida por el hongo. C) Planta de aguacate con sustrato inoculado con R.
necatrix presenta un aspecto saludable debido a la presencia de PcPCL1606.

Los genes responsables de la produccion de HPR son los genes dar, los
cuales forman un cluster compuesto por tres genes biosintéticos (darA4, darB
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y darC) y dos genes reguladores (darR y darS; Figura 5). Los genes darA 'y
darB realizan un papel crucial en la produccion de HPR, dado que dar4
codifica una enzima condensadora de diacilresorcinol mientras que darB
sintetiza una enzima B-cetoacil sintetasa 111 que condensa dos tioesteres de
B-cetoacilo derivados de acidos grasos. Por altimo, respecto a los genes
biosintéticos, darC codifica un portador de intermediarios de acilo en la
sintesis de acidos grasos. En cuanto a las proteinas codificadas por darS'y
darR son similares a los reguladores transcripcionales de la familia AraC
IXylS, siendo reguladores de la produccion de HPR. Las mutagénesis por
insercion realizadas para dilucidar el papel de cada gen dar encontrado en
PcPCL1606, demostro el papel fundamental de los genes darAd y darB en la
produccién de HPR, siendo los mutantes sobre estos genes los Unicos que
fueron deficientes en la produccion de HPR (Calderon et al., 2014a).

Genes biosintéticos Genes reguladores
) ]
f | )
{ darA darB darS ﬂ darR >>
4_
1k

Figura 5. Cluster de genes dar responsables de la produccion de HPR en la cepa P.
chlororaphis PCL1606. Las flechas negras indican las unidades transcripcionales y la direccion
de la transcripcion.

Es interesante destacar que algunos alquilresorcinoles (grupo quimico al
que pertenece el compuesto HPR) se han descrito como moléculas sefal
para la regulacién de distintos genes en el género Photorhabdus (Brameyer
et al., 2015). Paralelamente, ya se ha descrito el papel como molécula sefial
de otros antibioticos antifungicos, como la fenazina, compuesto implicado
también en la formacion de biopelicula de otra cepa de P. chlororaphis
(Maddula et al., 2008; Selin et al., 2010; 2012). Asi, en PcPCL1606, se ha
demostrado que HPR participa en la formacion de biopelicula (Figura 6.A)
(Calderon et al.,2019) y que la produccion de HPR por PcPCL1606 también
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desempefiaba un papel clave en la capacidad de persistencia y colonizacion
en las raices de aguacate (Figura 6.B), y en las hifas de R. necatrix CH53
(Figura 6.C; Calderdn et al., 2014b).

En relacion a la colonizacion de la rizosfera de aguacate por PcPCL1606,
se ha demostrado que PcPCL1606 es atraida hacia los exudados producidos
por la raices de aguacate y liberados a la rizosfera mediante procesos de
quimiotaxis (Polonio et al., 2017), y tras esta atraccion, PCPCL1606 es
capaz de colonizar eficientemente las raices de aguacate (Calderon et al.,
2014). Durante la colonizacion, PcPCL1606 forma microcolonias dispersas
localizadas principalmente en las uniones de las células epiteliales de la raiz
de aguacate, que es la zona donde el hongo R. necatrix inicia la invasion.

Esta competicion por colonizar la raiz frente a organismos patdgenos u otros
microorganismos presentes en la rizosfera, esta descrito, como uno de los
mecanismos de accion cruciales para las bacterias consideradas
beneficiosas. Sin embargo, cuando se estudia el mutante en el gen darB
(4darB, no productor de HPR), se observa una menor capacidad de
colonizacién de la raiz de aguacate en comparacion con la cepa silvestre,
demostrando asi que HPR es crucial en el fenotipo de colonizacion de
PcPCL1606 en la raiz de plantas de aguacate (Calder6n et al., 2014b).
Ademas, se ha podido demostrar que produccién de HPR también esta
involucrada en la formacion de biopelicula. Los mutantes deficientes en la
produccion de HPR mostraron una mayor movilidad tipo swimming que
PcPCL1606, y ademas, perdieron su capacidad de adhesién a PVC y fueron
incapaces de formar biopelicula en la interfaz liquido-aire (Calderon et al.,
2019).
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Figura 6. Diferentes fenotipos relacionados con la produccion de HPR por la cepa silvestre
PcPCL1606 y el mutante AdarB, no productor de HPR. A) Capacidad de formacién de
biopelicula en la interfase liquido-aire en placas multipocillo, en TPG sin agitaciéon a 25°C
durante 6 dias. El tamafio de las barras en las imagenes es de 5 mm. B) Capacidad de
colonizacion de la raiz de aguacate mediante visualizacion de células microbianas marcadas
con gfp. El tamafio de las barras representa 10 um. C) Capacidad de alterar el crecimiento de
hifas durante la interaccién multitréfica con R. necatrix en la rizosfera de aguacate, donde se
observa un crecimiento rizado de hifas, ramificacion y aumento en el tamafio de hifas y en el
numero de vacuolas. El tamafio de las barras en las imagenes es de 10 um (Modificada de
Calderon et al., 2014 y 2019).
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1.5. El cultivo del aguacate

El aguacate (Persea americana Mill.), es un fruto apreciado alrededor del
mundo, principalmente en las zonas tropicales y subtropicales, que tiene un
excelente valor nutricional, siendo referido como uno de los frutos con
mayor valor nutricional (Purseglove, 1968). Ha ganado reconocimiento
mundial y un volumen significativo en el comercio internacional. Las
principales zonas productoras y exportadoras de aguacate estdn ubicadas en
América del Sur, pero en Europa, podriamos encontrar cultivos de aguacate
en la region mediterranea, restringidos principalmente al sur de Espafa y
Portugal. De hecho, Espafia es el principal pais europeo productor de
aguacate, con una produccion de 89592 toneladas y contando con un total
de 12161 ha de area cosechadas en el afio 2018. (FAOSTAT,
http://www.fao.org/faostat/ es / # datos).

En Espaiia, los principales cultivos de aguacate se encuentran en la costa sur
de Andalucia, concretamente en Malaga y Granada. Aunque, la superficie
dedicada a este cultivo fuera de Malaga y Granada, ya supone casi el 20%
del total peninsular. Su produccion, comienza en octubre y finaliza en mayo,
y esta repartida de la siguiente manera: Malaga y Granada (15.000 ha),
Canarias (1.400 ha), Huelva (1.000 ha), Cadiz (800 ha) y Comunidad
Valenciana (600-800 ha), en el afo 2019
(https://www.asaja.com/publicaciones/nueva_sectorial_del _aguacate _de a
saja_7241).

1.5.1. Enfermedades de la podredumbre de la raiz de aguacate

Una de las principales enfermedades que afecta a los arboles de aguacate,
son las enfermedades de organismos fitopatogenos transmitidas por el suelo.
En el sur de Espafia, las enfermedades méas destructivas de la podredumbre
de la raiz del aguacate son causadas por Rosellinia necatrix Y Phytophthora
cinnamomi. P. cinnamomi, €S un oomiceto patdgeno transmitido por el
suelo, con una amplia distribucion mundial, quien infecta a un largo nimero
de plantas en agricultura, horticultura y ecosistemas forestales. La
podredumbre radicular causada por Phytophtora es una enfermedad que
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afecta a los aguacates en todo el mundo y causa graves pérdidas en la
produccion de frutos (Pérez-Jiménez, 2008). Por otro lado, R. necatrix, €s
un hongo que causa la podredumbre blanca radicular en aguacate, y es la
principal enfermedad radicular en la region mediterranea. Debido a la
ocurrencia de condiciones ambientales favorables, han convertido a esta
enfermedad en uno de los principales factores limitantes para la produccion
de aguacate en las zonas de clima mediterraneo. Ademas, en el sur de la
Peninsula Ibérica, las areas actualmente utilizadas para la produccion de
aguacate fueron ocupadas anteriormente por otras plantas hospedantes
susceptibles como vifiedos y cultivos de almendro, y que son hospedadores
habituales de R. necatrix (Pérez Jiménez, 2008).

Los primeros sintomas de la podredumbre radicular de R. necatrix,
consisten en la aparicion de micelio blanco en la superficie radicular. El
hongo progresa por penetracion y provoca la podredumbre del tejido. Como
consecuencia de la podredumbre radicular, los sintomas aéreos que
muestran los arboles de aguacate afectado por la enfermedad son la
marchitez y secado de hojas, y una disminucidon del vigor general del arbol.
La evolucion de los sintomas aéreos ocurre muy rapidamente y la muerte de
un arbol adulto puede ocurrir a las pocas semanas de la apariciéon de los
primeros sintomas foliares (Pérez-Jiménez, 2008).

1.5.1.1. Control de la podredumbre blanca radicular producida por
Rosellinia necatrix

El control de la podredumbre blanca radicular es complejo, ya que R.
necatrix €s resistente a muchos fungicidas comunes, y ademas porque tiene
una amplia gama de huéspedes, una distribucion extensa en el suelo y puede
tolerar tanto condiciones secas como suelos acidos (ten Hoopen y Krauss,
2006). El control de esta enfermedad en otros huespedes, como en los
vifiedos y manzanos, se ha llevado principalmente mediante la aplicacion
de compuestos antifungicos. Por ello, estos compuestos, como los
fungicidas benomil, carbendazim, metil tiofanato y fluazinam son los
principales que se han probado en los arboles de aguacate, teniendo un
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mayor éxito el uso de fluazinam, aunque en la actualidad no esta permitido
su uso en Espafia (Lopez-Herrera y Zea-Bonilla, 2007).

Por otro lado, existe una preocupacion por el efecto sobre el medio
ambiente, el uso de productos quimicos en el suelo, que conducen a la
acumulacién de compuestos tdxicos. Asi, como alternativa al uso de
compuestos quimicos, se ha desarrollado un tratamiento fisico, basado en la
solarizacion del suelo en cultivos de aguacate con el fin de eliminar los
inoculos sensibles a altas temperaturas de R. necatrix en las capas superiores
del suelo, y que muestra resultados interesantes (LOpez-Herrera et al.,
1998).

Otra alternativa al uso de compuestos quimicos, y poco explorado, es el uso
de agentes de control bioldgico en varios sistemas patdgenos de plantas
(Santoyo et al., 2012). Para utilizar este enfoque contra R. necatrix, Se
realizaron aislamientos bacterianos de la rizosfera de arboles de aguacate
sanos (Cazorla et al., 2006, 2007; Pliego et al., 2007, 2008), con actividad
antagonista contra R. necatrix (Pliego et al., 2011). Han sido seleccionadas
varias cepas bacterianas, pertenecientes principalmente a los géneros
Pseudomonas y Bacillus, estas rizobacterias redujeron la incidencia de la
enfermedad R. necatrix en plantas de aguacate, principalmente a través de
dos modos de accién diferentes, el antagonismo (Cazorla et al., 2006,
Cazorla et al., 2007) y la competencia por nichos y nutrientes (Pliego et al.,
2007). Casi todas las cepas de biocontrol potencial utilizadas contra R.
necatrix mostraron rasgos de antagonismo, basados en la produccion de
compuestos antifungicos, enzimas hidroliticas o compuestos volatiles
(Gonzélez-Sanchez et al., 2010).

Del género Bacillus, se aislaron de la rizosfera de arboles de aguacate sanos,
las cepas Bacillus subtilis PCL1608 y PCL1612, que mostraron actividad
de control bioldgico contra diferentes hongos fitofatdgenos del suelo,
incluido R. necatrix. Estos aislados producieron compuestos antifungicos
como las glucanasas o proteasas y los antibioticos lipopéptidicos surfactina,
fengicina e iturina, que estan implicados en su actividad antagonista
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(Cazorla et al., 2007). Otro aislado de rizosfera de aguacate fue B. subtilis
CB115, esta cepa también produjo varias exoenzimas y antibidticos, como
fengicina y surfactina, y fue capaz de inducir la promocion del crecimiento
de las plantas (Gonzalez-Sanchez et al., 2010).

Sin embargo, las cepas del género Pseudomonas fueron ampliamente
aisladas desde la rizosfera de plantas de aguacate sanas y han mostrado un
gran potencial de biocontrol frente a hongos fitopatdgenos transmitidos por
el suelo. Por ejemplo, P. chlororaphis PCL1606 produce lipasas, proteasas,
sideroforos y los metabolitos antifungicos HPR (2-hexil 5-propil
resorcinol), PRN y HCN y también puede controlar la podredumbre blanca
radicular del aguacate compitiendo por el mismo nicho y también por los
nutrientes del exudado de las raices (Calderdn et al., 2014b). Otro potencial
agente de biocontrol, fue P. chlororaphis PCL1601, que produce proteasas,
lipasas, sideroforos, HCN, acido fenazina-1-carboxilico (PCA) y fenazina-
1-carboxamida (PCN), compuestos que muestran actividad antagonista
(Cazorlaetal., 2006). Por otro lado, la cepa P. pseudoalcaligenes AVO110,
fue seleccionada debido a su eficiente colonizacion de las puntas de las
raices de aguacate, que mostré proteger la rizosfera de las plantas de
aguacate mediante la competencia por los nutrientes y ocupando el mismo
nicho que R. necatrix (Pliego et al., 2008).

Ademas, también se han realizado estudios para probar la efectividad de
aplicaciones Unicas y combinadas de Trichoderma spp. y estas rizobacterias
para controlar la podredumbre blanca radicular. Se observé compatibilidad
entre las especies combinadas y estas combinaciones de 7. atroviride con
las cepas P. chlororaphis PCL1601 y PCL1606 y P. pseudoalcaligenes
AV0110 mejoraron significativamente el control de R. necatrix (Ruano-
Rosa et al., 2014). De igual manera, también se ensayaron combinaciones
del fungicida fluazinam combinado con rizobacterias antagonistas, con el
fin de disminuir las concentraciones de fungicida aplicado en el suelo. La
combinacion con las cepas de P. chlororaphis PCL1601 y PCL1606, redujo
la aplicacion del fungicida diez veces, logrando un control efectivo de la
enfermedad (Arjona- Lopez et al., 2019).
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La aplicacion de Pseudomonas chlororaphis PCL1606 (PcCPCL1606) ejerce
efecto de biocontrol frente a la podredumbre blanca radicular del aguacate,
causada por el hongo fitopatdgeno Rosellinia necatrix. En este trabajo, se
analizara el efecto de la aplicacion de un producto formulado semicomercial
basado en PcPCL1606 en la composicion de las comunidades microbianas
presentes en los suelos de aguacate. El principal responsable del biocontrol
de esta cepa, es la produccion del compuesto antifungico 2-hexil, 5-propil
resorcinol (HPR), y se ha comprobado que este compuesto participa en
distintas actividades como la colonizacion de la raiz aguacate y la formacion
de biopelicula. Por ello, ademas de tener funcion antiflngica, estamos
interesados en conocer los genes implicados en la interaccion multitréfica y
dependientes de HPR.

Asi, planteamos los siguientes objetivos concretos:

1.- Caracterizar el efecto de la aplicacion de PcPCL1606 formulado en la
composicién del microbioma del suelo y rizosfera de aguacate, en ausencia
y presencia de R. necatrix (durante el biocontrol).

2.- Estudiar el papel de genes regulados por HPR, que participan durante los
procesos de interaccion de PcPCL1606 con la rizosfera de aguacate y
durante la interaccion multitréfica en el biocontrol entre la bacteria, la planta
y el patégeno.
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2. Material y métodos

2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

La cepa silvestre PcPCL1606 y sus mutantes derivados (tabla 1 y 2) se
cultivaron a 25°C en medio triptona-peptona-glicerol (TPG, Calderén et al.,
2013), y en presencia del antibidtico kanamicina (50 pug/ ml) en el caso de
los mutantes AdarB, PCL1606::kgtP, PCL1606:.phaG y PCL1606::pgdA.
La cepa DHS5a de Escherichia coli y sus derivadas, usadas para la
construccién y propagacion de plasmidos, se cultivaron en medio Luria-
Bertani (LB) a 37°C, en presencia de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
galactopirandsido (XGal; 40 pug/ ml) y del antibiotico kanamicina (50 pg/
ml) para la seleccion de las bacterias transformadas con el correspondiente
plasmido. La cepa R. necatrix CH53 del patdgeno causante de la
podredumbre blanca radicular, se cultivo en placas de agar patata dextrosa
(PDA) a 25°C durante 5 dias.

Para este trabajo, se utilizd un producto semicomercial formulado basado
en PcPCL1606, destinado a la experimentacidn en ensayos de mesocosmos.
Para obtener un producto formulado de PcPCL1606, Koppert B.V. (Berkel
en Rodenrijs, Paises Bajos) realiz6 una fermentacion estandar del producto
biol6gicamente activo (PcPCL1606). En resumen, se usé medio de cultivo
TPG y se inocul6 en un biorreactor de 3 litros con un cultivo inicial de
PcPCL1606. Se cultivo durante 24 horas a pH 7,0 y 25°C. Los parametros
de fermentacion (suministro de oxigeno y pH) se controlaron durante todo
el proceso de fermentacion y se utilizé antiespumante durante este proceso.
El producto de la fermentacion se recogié de 2 a 3 h después de que el
consumo de oxigeno medido indicara un cambio en el metabolismo
secundario (aproximadamente 24 h de crecimiento). Finalmente, el
producto de fermentacion se formul6 en una suspension concentrada, que
comprende células del aislado en medio TPG (aproximadamente 5-10°
unidades formadoras de colonias (ufc)/ml) y se almaceno a 4°C hasta su
utilizacion.
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Tabla 1. Microorganismos empleados para este estudio

Cepas

. Caracteristicas relevantes® ReferenciaP
bacterianas
Pseudomonas chlororaphis
PcPCL1606 Cepa silvestre, aislada de la rizosfera del aguacate, cepa Cazorlaetal.,

de control bioldgico antagonista de la podredumbre blanca 2006
de la raiz del aguacate. HPR +

PcPCL1606- PcPCL1606 que contiene el plasmido pBAHS, que Calderon et al.,
GFP expresa la proteina verde fluorescente (GFP), HPR +;Gm" 2014
PCL1606::darB Mutante por insercion derivado de PcPCL1606 en el gen  Calderdn et al.,
darB por insercion del plasmido pADARB379, HPR -; 2013
Km'
AdarB Mutante por delecién derivado de PcPCL1606 enel gen  Calderdn et al.,
darB por delecién con el plasmido pGEM®-T Easy 2019

Vector, HPR -; Km'

PCL1606::kgtP Mutante por insercion derivado de PcPCL1606 en el gen  Este trabajo
kgtP por insercion del plasmido pAKGTP, HPR +; Km'

PCL1606::;phaG Mutante por insercion derivado de PcPCL1606 en el gen  Este trabajo
phaG por insercion del plasmido pAPHAG, HPR +; Km'

PCL1606::pgd4 Mutante por insercion derivado de PcPCL1606 en el gen  Este trabajo
pgdA por insercion del plasmido pAPGDA, HPR +; Km'

Escherichia coli

DH5a Cepa huésped de E. coli de uso general para el trabajo con Boyer and
plasmidos Roulland-
Dussoix, 1969
Rosellinia necatrix

CH53 Cepa de tipo silvestre, aislada de raices de aguacate. Alta  Pérez-Jiménez,
virulencia, causa podredumbre blanca radicular del 1997
aguacate

2HPR = 2-hexil, 5-propil resorcinol, + = produccion, - = no produccién, Amp"= Ampicilina
resistente, Km"= Kanamicina resistent
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Tabla 2. Plasmidos empleados para este estudio

Plg§m|dos Caracteristicas relevantes® Referencia®
utilizados
pCR2.1-TOPO®  Vector de clonacion TA para productos de  Invitrogen,
PCR, Amp', Km' San Diego,
CA, US.A.
pADARB379 Fragmento de darB (379 pb) clonado en Calderon et
pCR2.1-TOPO® utilizado para la al., 2013
construccién del mutante de insercién en el
gen darB de la cepa PcPCL1606, Amp',
Km’
pGEM®-T Easy Vector linealizado con timidina 3-terminal ~ Promega
Vector Unica en ambos extremos
pAKGTP Fragmento de kgtP (414 pb) clonado en Este trabajo
pCR2.1-TOPO® utilizado para la
construccién del mutante de insercién en el
gen kgtP de la cepa PcPCL1606, Amp',
Km’
pAPHAG Fragmento de phaG (342 pb) clonado en Este trabajo
pCR2.1-TOPO® utilizado para la
construccién del mutante de insercién en el
gen phaG de la cepa PcPCL1606, Amp",
Km’
pAPGDA Fragmento de pgdA (413 pb) clonado en Este trabajo

pCR2.1-TOPO® utilizado para la
construccion del mutante de insercién en el
gen pgdA de la cepa PcPCL1606, Amp',
Km'’

Amp'= Ampicilina resistente; Km'= Kanamicina resistente

Adicionalmente, se ensayaron distintas temperaturas y condiciones para el
almacenamiento del producto de PcPCL1606 formulado, para aproximar en
que condiciones habia una mayor supervivencia celular (Anexo 1), y si se
mantenia la capacidad de biocontrol de la cepa tras los distintos métodos de
almacenamiento (Anexo 2).

2.2. Ensayos de mesocosmos en condiciones de campo

Con objeto de estudiar el efecto de la aplicacion de PcPCL1606 formulado
sobre la enfermedad y sobre las poblaciones microbianas del suelo, se
realizaron ensayos de mesocosmos, que tienen condiciones ambientales lo
mas parecidas a la realidad, y semejanza a un cultivo en campo, pero bajo
condiciones controladas. Para ello, se realizaron dos experimentos de
mesocosmos independientes de 1 afio de duracion, de forma similar a lo
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descrito anteriormente (Bonilla et al., 2015). Los experimentos
independientes se denominaron "ensayo 1" (temporada 2017/18) y "ensayo
2" (temporada 2018/19). Estos ensayos de mesocosmos se inician 120 dias
antes (-120 dias) de la inoculacion de R. necatrix (al que se considero el dia
0) y finalizaron a los 110 dias después de la inoculaciéon del patogeno
(duracion de los experimentos de mesocosmos de 230 dias en total; Figura
7).

2.2.1. Disefio experimental

Se disefid y construyd un invernadero-umbraculo para los ensayos de
mesocosmos, en la Estacion Experimental “La Mayora”, perteneciente al
IHSM-UMA-CSIC "La Mayora" (Algarrobo Costa, Espafa, 36°45°37.74
"N - 4°02°26.28” W), con el fin de realizar experimentos en condiciones
controladas, pero imitando las condiciones de campo. El invernadero-
umbraculo se construyé como una estructura abierta con doble techo para
permitir el paso del aire, para mejorar la ventilacion. Cada réplica de
mesocosmos constituye una maceta de 35 litros, donde crece una planta
comercial de aguacate. Los distintos puntos de muestreo (mesocosmos
individuales, en macetas de 35 litros) se colocaron enterrados en un banco
de grava blanca con objeto de reducir la oscilacién de la temperatura en el
suelo. La temperatura y humedad relativa se recogieron a lo largo de cada
experimento mediante un registrador de datos portatil (Data Loggers
HOBO, Onset Computer Corp., Bourne, MA).

En cada ensayo independiente, se trasplantaron 102 plantas de aguacate
comerciales de dos afios (cv. Topa-Topa; Brokaw Espafia, S.L., Velez-
Malaga, Espafia) en macetas de 35 litros llenas de una mezcla comercial,
compuesta de suelo natural solarizado y turba (1:1). Se usaron diecisiete
réplicas para cada uno de los tratamientos empleados en estos mesocosmos,
tal y como se detalla en la Tabla 3. Once macetas por cada tratamiento se
inocularon con R. necatrix para estudiar interacciones multitréficas que
tuvieran lugar durante el control bioldgico, y otras seis macetas no
inoculadas restantes, se usaron para estudiar las interacciones multitroficas
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en ausencia del patdégeno. La inoculacion fangica se realizd6 como se
describi6 anteriormente (Sztejnberg y Madar, 1980; Cazorla et al., 2006).
Brevemente, se hicieron cuatro agujeros (de aproximadamente 20 cm de
profundidad) por maceta en la superficie del suelo usando un punzon, y se
distribuyeron 16 g de trigo colonizado con la cepa R. necatrix CH53 entre
los agujeros, que posteriormente se cubren con el suelo circundante.

El "ensayo 1" (campafia 2017/18), se disefi6 para comprobar la actividad de
control biolégico contra R. necatrix de los diferentes tratamientos
experimentales que emplearon PcPCL1606 formulado como producto
biol6gicamente activo, asi como para estudiar el impacto de la aplicacion
de PcPCL1606 en poblaciones microbianas naturales en ausencia de R.
necatrix. Los tratamientos con PcPCL1606 se aplicaron una Unica vez
mediante riego a una concentracion celular final de 1,0-10'° unidades
formadores de colonias (ufc) en 200 ml de agua estéril. Los tratamientos se
aplicaron usando una regadera para distribuir adecuadamente las células
bacterianas en toda la superficie de la maceta, empapando el suelo. Uno de
los tratamientos se realiz6 siguiendo una estrategia preventiva (PcPCL1606
preventivo), que consistio en una Unica aplicacion con el formulado
semicomercial de PcPCL1606 (PcPCL1606 preventivo) realizada 50 dias
antes de la inoculacion con R. necatrix. Otro tratamiento se llevo a cabo
siguiendo una estrategia curativa (PcPCL1606 curativo), aplicando el
formulado semicomercial de PcPCL1606, pero después de observar la
aparicion de los sintomas. Esta aplicacion se realizé a los 70 dias después
de la inoculacion con R. necatrix. Un tercer tratamiento se disefio para
comparar la precision de los recuentos bacterianos obtenidos en diferentes
medios de cultivo. Para este tratamento, se usé la cepa derivada
PcPCL1606-GFP, que se aplico siguiendo el protocolo preventivo descrito
anteriormente (Tabla 3; Figura 7). Para obtener una suspension bacteriana
de PcPCL1606-GFP, la bacteria se cultivo en medio liquido TPG durante
24 horas a 25 °C y 180 rpm, alcanzando una concentracion bacteriana de
1,4-10° ufc/ml. Del mismo modo, se aplicaron 10*° ufc de este tratamiento
por maceta, que posteriormente permitieron recuentos bacterianos
especificos desde muestras de suelo y rizosfera.
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B Ensayo 1 Muestras de suelo y rizosfera
TO0 T1 T2 T4
(2017/2018) ' v v v

-70 dias -20 dias S 30 dias de la enfermed C%10 dias
eguimiento de la enfermedad _
, 1 w TFINAL
-120 dias -50 dias Dia 0 70 dias

i t t

Aplicacion Aplicacion | ;Inoculacibn Aplicacion
de enmienda | preventivade | Rosellinia curativa de
organica PcPCL1606 | necatrix PcPCL1606
Muestras de suelo y rizosfera
C Ensayo?2 Y
(2018/2019) v

o 80 dias
Seguimiento de la enfermedad
e S A
-120 dias -50 dias Dia0

T

Aplicacion | Aplicacién ;Inoculacién
enmienda  preventivade | Rosellinia
organica | PcPCL1606 | necatrix

Figura 7. Disefio experimental de los ensayos de mesocosmos. Se realizaron dos experimentos
independientes (ensayo 1y ensayo 2). Los tratamientos para cada experimento se detallan en
la Tabla 2. A) Aspecto del experimento a -70, 30 y 110 dias, con las plantas mostrando
variabilidad de sintomas en los distintos mesocosmos. B) y C) Esquemas del disefio de los
experimentos realizados en las campafias 2017/18 y 2018/2019. Los experimentos comenzaron
120 dias (-120 dias) antes de la inoculacion de R. necatrix (considerado como el dia 0). El
tratamiento con el control positivo (cascara de almendra compostada) comienza desde el inicio
del ensayo (-120 dias). A los -50 dias, se aplico el tratamiento preventivo con PcPCL1606 y
PcPCL1606-GFP. 70 dias después de la inoculacion de R. necatrix, se aplico el tratamiento
curativo PcPCL1606. El seguimiento de la enfermedad se realiz justo después de la
inoculacion de R. necatrix. Los puntos de muestreo para analisis posteriores se establecieron
en TO (antes del tratamiento preventivo), T1 (después del tratamiento preventivo), T2 (después
de la inoculacion con R. necatrix), T3 (tomado solo durante el control biolgico en el "ensayo
2") y T4 (final del experimento; Tienda et al., 2020).
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Tabla 3. Caracteristicas principales de los tratamientos usados

Tratamientos Ensayo  Ensayo Cddigo Composicion
1 2
. Sin aplicacion de enmienda orgéanica y
Control negativo v v Control .
bacterias
Control positivo La céscara de almendra comercial derivada
. P .. v v ASO de la industria de la almendra se apil6 y
(induce supresividad) ,
se composto de forma natural.
. PcPCL1606 formulado en liquido, se
Preventivo PcPCL1606 PcPCL1606 L, ; . L
v v . aplicé 50 dias antes de la inoculacion de
formulado preventivo .
R. necatrix.
PcPCL1606 formulado en liquido, se
aplico después de la aparicion de
Curativo PcPCL1606 PCPCL1606 ¥ P P ,
v X . sintomas de la enfermedad, 70 dias
formulado curativo i . o,
después de la inoculacion con R.
necatrix.
. PcPCL1606-GFP, se aplicé 50 dias antes
Preventivo PcPCL1606 . ., .
v X de la inoculacion de R. necatrix, como el
PcPCL1606-GFP GFP

tratamiento PcPCL1606 preventivo.

v': Incluido; X: No ensayado.

En un segundo ensayo (“ensayo 2"; campafia 2018/19), solo se estudi6 el
tratamiento preventivo semi-comercial PcPCL1606 formulado, para
confirmar la eficacia de control bioldgico frente al patdgeno mostrada en el
ensayo previo, asi como para estudiar el impacto que tiene la aplicacion de
PcPCL1606 sobre las comunidades microbianas durante el proceso de
control bioldgico (Tabla 3; Figura 7).

En ambos experimentos independientes, se incluyeron dos tratamientos
control. Primero, se usé un tratamiento control de induccion de supresividad
para R. necatrix, que consistio en 19 litros de cascaras de almendras
compostadas (tratamiento ASO) colocadas sobre 16 litros del sustrato
comercial anteriormente descrito (Vida et al., 2016). Este tratamiento
control se inici6 150 dias antes de la inoculacion de R. necatrix para permitir
el desarrollo de la induccién de la supresion (Tabla 3; Figura 7). Como
control negativo, se usdé un grupo de 17 mesocosmos con plantas de
aguacate sin ningun tratamiento bacteriano, de las cuales, 11 de ellas fueron
inoculadas con R. necatrix.
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2.2.2. Evaluacion del desarrollo de enfermedad durante el ensayo de
Mesocosmos

Para determinar la respuesta del control biologico de los diferentes
tratamientos frente a R. necatrix, se evaluaron los sintomas aéreos de la
podredumbre blanca radicular durante 110 dias tras la inoculacion del
patogeno (considerado como dia 0). Para valorar los sintomas aéreos de la
podredumbre blanca radicular, se emple6 una escala de sintomas visual: 0,
planta sana; 1, planta con primeros sintomas de marchitez; 2, planta
marchita en general; y 3, planta muerta (Bonilla et al., 2015; Figura 8). El
indice de enfermedad para cada tratamiento se calculé de acuerdo con el
método descrito anteriormente (Cazorla et al., 2006). EIl experimento se
considerd terminado 110 dias después de la inoculacion en ambos ensayos,
cuando se superaba el 80% del indice de enfermedad. Para la comparacion
estadistica de los tratamientos, se calculd el area bajo la curva de progreso
de la enfermedad (AUDPC) para grupos de 3 plantas bajo el mismo
tratamiento (Gonzalez-Sanchez et al., 2013).

Indice enfermedad
)

*

Figura 8. indice de enfermedad de la podredumbre blanca radicular en plantas de aguacate de

2 afios durante los ensayos de mesocosmos. 0, planta sana; 1, planta con primeros sintomas de
marchitez; 2, planta marchita en general; 3, planta muerta.
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2.2.3. Toma de muestras de suelo y rizosfera

A lo largo de los ensayos, se tomaron muestras de suelo y rizosfera de los
diferentes tratamientos a diferentes tiempos, con objeto de estudiar el efecto
de los tratamientos con PcPCL1606 sobre las comunidades microbianas
(Figura 7).

Durante el "ensayo 1", se tomaron muestras de suelo y rizosfera a diferentes
tiempos de muestreo. Se tomaron dos puntos de muestreo antes de la
inoculacion con R. necatrix (considerado dia 0): un punto de muestreo antes
del tratamiento preventivo con PcPCL1606 (TO, -70 dias) y otro despues de
dicho tratamiento preventivo (T1, -20 dias). Se tomaron muestras en otros
dos puntos de muestreo tras la inoculacion con R. necatrix: a los 30 dias
después de la inoculacién con R. necatrix (T2) y al final del experimento,
110 dias después de la inoculacion de R. necatrix (T4).

En el “ensayo 2”, solo se realizé una toma de muestra de suelo y rizosfera,
cuando se observé que el control bioldgico fue efectivo tras del tratamiento
preventivo con PcPCL1606 formulado, 80 dias después de la inoculacién
con R. necatrix (punto de muestreo T3).

Las muestras de suelo y rizosfera se tomaron a veinticinco centimetros de
profundidad, utilizando una barrena hueca de 4 cm de diametro. Se
seleccionaron al azar tres mesocosmos por tratamiento. Se tomaron
muestras de tres puntos equidistantes alrededor de cada planta en cada
mesocosmos, y se combinaron en una unica muestra compuesta, que se
proceso y analizd de forma independiente. En el caso de las muestras de
suelo y rizosfera tomadas de tres mesocomos con plantas afectadas por R.
necatrix en el "ensayo 2" en T3, las 3 muestras independientes se tomaron
de las plantas control no tratadas.

Las muestras de suelo y rizosfera recolectadas, se almacenaron en frio y se
transportaron al laboratorio, donde fueron procesadas en el mismo dia. En
cada muestra, se tomaron las raices de aguacate y se separd cuidadosamente
la tierra adyacente de las raices, que constituirian la muestra de rizosfera.
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Por otro lado, el resto del suelo fue tamizado, a través de un tamiz de tamafio
de poro de 2 mm, y constituirian las muestras de suelo. Tanto para realizar
analisis de poblacion microbiana como para la extraccion de ADN, se
utilizaron muestras de suelo y rizosfera frescas, analizadas inmediatamente
después de la recoleccion de la muestra.

2.2.4. Recuento de microorganismos cultivables en ensayos de
MesocosSmos

Se llevo a cabo un analisis microbiano basado en los recuentos bacterianos
en distintos medios. Para ello, se analizaron muestras de suelo y rizosfera
recolectadas en los diferentes tiempos de muestro como se ha detallado
anteriormente. Cada muestra compuesta procede del agrupamiento de tres
muestras independientes de rizosfera y suelo de la misma maceta, y a su
vez, se analizaron tres muestras compuestas por tratamiento y punto de
muestreo (macetas A, By C).

Para el analisis de las muestras de suelo, se suspendieron porciones de 5 g
del suelo en 40 ml de solucién salina (NaCl al 0,85%) con 5 g de grava
estéril (2 a4 mm de diametro) y se mezclaron a 250 rpm durante 30 minutos,
en un agitador orbital, seguido de 20 minutos de decantacion (Bonillaet al.,
2015). Para el analisis de las muestras de rizosfera, se homogeneizo un
gramo de muestra de rizosfera durante 2 minutos en una bolsa Stomacher
con 4 ml de solucién salina (Bonilla et al., 2015). En ambos casos, 100 pl
de cada dilucion decimal seriada del sobrenadante se colocaron en placas en
diferentes medios selectivos. Estas placas se incubaron y se registraron los
recuentos bacterianos después de 48 horas a 25 °C.

Para obtener los recuentos de bacterias heterotrofas totales de rapido
crecimiento, se utilizaron placas de medio LB suplementado con
cicloheximida (100 mg/litro) para prevenir el crecimiento de hongos
(Mdaller et al.,, 2012). Para abordar los recuentos bacterianos de
Pseudomonas, se utilizd el medio selectivo para Pseudomonas (PSM),
compuesto por agar B de King (KB) complementado con 75 mg de
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penicilina G, 45 mg de novobiocina, 50 mg de nitrofurantoina y 100 mg de
cicloheximida (Sigma) por litro (Larkin y Honeycutt, 2006; Vida et al.,
2017). Este medio, ademas de seleccionar cepas del género Pseudomonas,
también podia seleccionar a algunos miembros de grupos relacionados
(Sands y Rovira, 1970; Vida et al., 2017), por lo que a los aislados en medio
PSM se les denominara Pseudomonas-like.

Para estimar los recuentos bacterianos de PcPCL1606, se compararon los
valores de recuentos de PcPCL1606 obtenidos en medio PSM a partir de las
aplicaciones preventivas (durante el "ensayo 1"), con los valores de
recuentos de un tratamiento preventivo con PcPCL1606-GFP (cepa
resistente a la gentamicina; Tabla 1). Se tomaron muestras de suelo y
rizosfera a lo largo del "ensayo 1" para realizar dicha comparacion. Las
mismas muestras de suelo y rizosfera se procesaron como se describio
anteriormente, y se sembraron las muestras en placas de medios PSM
(seletctivo para Pseudomonas) y TPG complementado con gentamicina (80
mg por litro; TPG-Gm; PcPCL1606-GFP), para comparar los recuentos
bacterianos después de 48 horas a 25 °C. La morfologia tipica de las colonias
de PcPCL1606, que muestra una superficie rugosa, borde continuo y la
fluorescencia en el medio TPG con Gm, confirmaron la validacion de los
recuentos bacterianos.

2.2.5. Extraccion de ADN de muestras de suelo y rizosfera

Para determinar la presencia de PcPCL1606 y R. necatrix CH53 en las
muestras de suelo y rizosfera, se aplicaron técnicas de diagnostico
molecular mediante analisis de ADN, con objeto de detectar
especificamente la presencia de PCPCL1606 y R. necatrix mediante PCR.
Simultdneamente, el mismo ADN sirvio para analizar la composicién
microbiana de las muestras de suelo y rizosfera mediante técnicas de
metagendmica.

La extraccion de ADN tanto de muestras de suelo como de rizosfera, se
realizé utilizando 2,0 g de muestra, y empleando el kit de aislamiento ADN
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PowerSoil® (Qiagen Iberia S.L., Madrid, Espafa) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La cantidad y calidad de las extracciones de ADN (valores de la razon entre
absorbancia a 260 nm y absorbancia a 230 nm superiores a 1,8, y entre la
absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm mayor de 1,7) se evaluaron
utilizando un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies Inc., Wilmington, DE, EE. UU.). Ademas, la calidad del ADN
se analiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa (0,8% agarosa en
tampon TAE al 1% (Tris, acetato y EDTA) y tincion RedSafeTM (2%,
Labotaq, Sevilla, Espafia). EI ADN extraido se almacen¢ a -20°C para los
analisis posteriores.

2.2.6. Deteccion de PcPCL1606 y R. necatrix por PCR

Se llevé a cabo la deteccidn especifica de PcPCL1606 en muestras de suelo
y rizosfera para los diferentes tiempos de muestreo (TO, T1, T2, T3y T4)
(Figura 7), mediante amplificacion por PCR de una secuencia parcial Unica
localizada dentro del gen PCL1606 04860, que muestra similitud con un
gen de P. aeruginosa con funcién fructosa-6-fosfato aminotransferasa. El
gen PCL1606_04869 contiene una secuencia de 378 nt especifica para
PcPCL1606 y que no muestra homologia con ninguna otra secuencia
depositada en el National Center for Biotechnology information (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Se disefiaron y usaron los cebadores
especificos 04860F y 04860R (Tabla 4) para su amplificacién por PCR
(primer paso de desnaturalizacion de 3 min a 94°C, seguido de 30 ciclos a
94°C durante 30 s, una hibridacion de los cebadores a 62°C durante 30 s, y
extension a 72°C durante 45 s, con un paso final de 72°C durante 10 min),
y se detecto el producto de amplificacion después de la electroforesis, con
un tamafio de 378 pb. Dicho producto de PCR se secuencio para confirmar
la ausencia de amplificacion inespécifica. La comprobacion de esta
secuencia Unica para la deteccion de PcPCL1606 se probo con otros
microoganismos (Anexo 3). La deteccion especifica de R. necatrix se
realizo siguiendo los procedimientos descritos previamente (Schena et al.,
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2002). En resumen, se utilizaron los cebadores especificos R2 y R8, y el
programa de PCR utilizado comenz6 con desnaturalizacion de 5 min a 95°C,
seguido de 35 ciclos a 95°C durante 30 s, una hibridacion de los cebadores
a 50°C durante 30 s, y extension a 72°C durante 1 min.

Tabla 4. Cebadores especificos para amplificacion especifica de PcCPCL1606 y R. necatrix
de ADN de suelo y rizosfera.

PCR Tamafio del Nombre Secuencia (5’-37) Referencia
especifica producto cebadores
para amplificado
PcPCL1606 378 pb 04860F (forward) CTTCGAATGGTCGGAACAAC Este estudio
04860R (reverse) GAATAGCAGCCTCGGTAAAC
Rosellinia 493 pb R2 (forward) CAAAACCCATGTGAACATACCA Schenaetal.,
necatrix R8 (reverse) CCGAGGTCAACCTTTGGTATAG 2002

2.2.7. Analisis metagenomico de las secuencias del gen 16S rDNA e ITS

Se llevaron a cabo estudios metagendmicos empleando muestras presentes
de los ensayos de mesocosmos, en los que se valorard el efecto de la
aplicacion preventiva del agente de control biolégico PcPCL1606 sobre las
poblaciones microbianas. Asi como el efecto de la aplicacion de
PcPCL1606 durante el control bioldgico y el efecto sobre las distintas
poblaciones microbianas.

Con objeto de evaluar el efecto de la aplicacion del agente de control
biolégico PcPCL1606 sobre la composicion de las poblaciones microbianas
presentes en muestras de suelo y rizosfera de plantas de aguacate, se
tomaron muestras a T2 (80 dias después del tratamiento preventivo con la
bacteria de control biologico PcCPCL1606 y sin inocular con R. necatrix)
durante el "ensayo 1". El mesocosmos no inoculado con R. necatrix se
concider6 como control, comparando aquellos bajo el tratamiento
preventivo y los no tratados con PcPCL1606.

Por otro lado, y para estudiar el efecto de la aplicacion de PcPCL1606 sobre
las poblaciones microbianas, pero durante el control bioldgico. Se
ensayaron mesocosmos inoculados con R. necatrix. Se tomaron y analizaron
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muestras a T3 (130 dias tras la aplicacién de PcPCL1606, y 80 dias después
de la inoculacion del patdgeno fungico) durante "ensayo 2". Para ello, se
analizaron los mesocosmos control y bajo tratamiento preventivo.

En ambos ensayos, se extrajo ADN desde 3 muestras independientes de
suelo y rizosfera por cada tratamiento estudiado. se amplificé un fragmento
parcial de 16S para organismos procariotas (428 pb) correspondiente a la
region  V3-V4, utilizando los cebadores de PCR  341F
(CCTACGGGNGGCWGCAG) y 805R
(GACTACHVGGGTATCTAATCC), dando como resultado un amplicén
de 428 pb (Herlemann et al., 2011) y para la amplificacion de ITS para
organismos eucariotas, se utilizaron los cebadores de PCR ITS1F (CTTGG
TCATTTAGAGGAAGTAA; Gardes y Bruns, 1993) e ITS2
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC; White et al., 1990) se dirigieron a la
region ITS1F-ITS2, lo que dio como resultado un producto de PCR de 230
pb. Los productos de PCR se secuenciaron utilizando tecnologia MiSeq
(IMumina). Las secuencias obtenidas para ADN microbiano del gen 16S
rRNAy las regiones ITS, se analizaron utilizando el software EZbioCloud
™ (ChunLab; www.ezbiocloud.net), con el cual se calculd la abundancia
relativa de procariotas y eucariotas, indice de diversidad de Shannon y el
indice de riqueza de Chao en cada tratamiento.

En el analisis de beta-diversidad, para evaluar las similitudes entre las
muestras, se prepard una matriz a partir de datos de abundancia relativa de
microorganismos (a nivel de género), donde se incluyeron todas las
muestras. El indice de Bray-curtis fue usado para calcular la similitud entre
las muestras, mediante un analisis de componentes principales. Todos los
analisis de agrupacion, clasificacion y ordenacion se realizaron utilizando
el software Fitopac 2.1 (Shepherd, 2010).

2.2.8. Ensayos de supresividad de la podedumbre blanca radicular

Para determinar la supresividad de distintos suelos frente a R. necatrix, se
realizaron ensayos de supresividad, empleando ensayos de camara de
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difusion (Bonillaetal., 2015; Vidaet al., 2016). Para ello, se coloca un disco
de R. necatrix (de 0,6 cm de diametro) obtenido desde crecimiento en placas
de agar agua (agar al 1%; en placas de 5 cm de didmetro) sobre un filtro de
nitrocelulosa (0,45 um de diametro de poro). El disco fangico sobre el filtro
de celulosa, se colocan en un recipiente desinfectado y cerrado sobre
muestras de suelos con diferentes tratamientos tomados del "ensayo 2" en
el punto de muestreo T3. La camara de difusion se incub6 durante 5 dias a
25°C. Tras la incubacion, el area de crecimiento total de R. necatrix para
cada suelo se midi6 utilizando el software de anélisis 1-D (Quantity One,
Bio-Rad Laboratories, Inc.). Se realizaron nueve camaras independientes
por tipo de suelo. El suelo modificado con cascara de almendra compostada
(ASO) se us6 como control positivo de supresividad. Se analizaron el
control sin modificar (Control) y el suelo donde se habia aplicado de forma
preventiva el formulado de PcPCL1606 (tratamiento PcPCL1606
preventivo).

Con objeto de verificar el papel de PcPCL1606 en la supresiéon de las
muestras de suelo bajo tratamiento preventivo de PcCPCL1606, se sometio
al suelo un tratamiento térmico (HT) que eliminaba los microorganismos.
Brevemente, el suelo tratado con calor consistié en calentar el suelo en 2
pasos, primero el suelo se calent6 en condiciones de alta humedad a 100°C
durante 20 min en un autoclave. Se dejé que el suelo se recuperara a 4°C
durante la noche. Luego, realizamos un segundo paso de tratamiento,
calentando el suelo a 100°C durante 10 min en condiciones de alta humedad.
Después de dejarlo enfriar, el suelo estaba listo para ser utilizado (Vida et
al., 2016). Para analizar la restauracion de la supresion, se llevo a cabo la
complementacion del suelo, inoculando un suelo tratado con calor con 102
ufc de PcPCL1606/g de suelo, procedente de un cultivo bacteriano de 12 h
a 25°C en TPG (HT + PcPCL1606).

Debido a la importancia del compuesto antifingico 2-hexil, 5-propil
resorcinol (HPR) en el control biolégico de PcPCL1606 (Calderon et al.
2013), también se complemento el suelo tratado con calor con el mutante
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AdarB (HT + AdarB), mutante deficiente en la produccién de HPR y que no
muestra actividad de control biolégico (Tabla 1).

2.3. Disefio de un modelo experimental de interaccion multitrofica

Debido al interés en determinar aquellos genes que se ven regulados durante
la interaccion PcPCL1606-rizosfera y PcPCL1606-rizosfera-R. necatrix
durante el control biologico, de forma dependiente por la accion de
sefializacion de HPR, se puso a punto un modelo bioldgico y experimental
de interaccion bacteria-planta y bacteria-planta-patégeno (Anexo 4).

2.3.1. Ensayo de interaccion bacteria-rizosfera

Para el estudio transcriptdmico durante la interaccion, la bacteria
PcPCL1606 se cultivo en medio TPG para obtener una concentracion alta
de ufc/ml durante unas 24 horas con una agitacion de 180 rpm y 25°C.
Posteriormente, se lavaron las células mediante centrifugacion (5 min, 7000
rpm) y se realizd una resuspensién en medio minimo M9 con &cido
succinico (10 mM) como fuente de carbono, y se dej6 incubar 24 horas a
25°C a 180 rpm. Se empled acido succinico como fuente de carbono, ya que
este compuesto ha sido detectado previamente tanto en exudados de raiz de
aguacate como del patdgeno R. necatrix (datos no mostrados). La
inoculacion de PcPCL1606 en las raices de aguacate previamente
desinfectadas, siempre se llevo a cabo mediante inmersion en una
suspension de PcPCL1606 (108 ufc/ml; DOs00=0,8), siguiendo el protocolo
previamente descrito para las inoculaciones en los ensayos de control
bioldgico (Figura 9).

74



MATERIAL Y METODOS

Pseudomonas chlororaphis PCL1606 y AdarB Persea americana

[nocular

24 horas agitacion

- Centrifugar 7000 rpm 5 minuto}s ) - Desinfectar la raiz (20 minutos lejia 1%)
- Resuspender pellet en M9 succinico 10 mM - Lavar (20 minutos agua destilada esteril)
- Bacterizar la raiz (20 minutos cultivo
l ajustado a 0,8 D.O (600 nm))

T
ey

g2
&
=
o
e,
=y
=1

P

24 horas agitacion E /
_q;{f-\’ )

Pseudomonas chlororaphis PCL1606
AdarB

Arena de cuarzo estéril €--—--—--—--- i

48 horas | Extraccion RNA rizosfera

RNAseq

Figura 9. Disefio experimental del modelo bioldgico de interaccion bacteria-planta para el
desarrollo de un estudio transcriptémico.

2.3.2. Ensayo de interaccion bacteria-rizosfera-hongo

Para el estudio transcriptomico durante la interaccion multitrofica que se
pueden establecer durante el control bioldgico, se realizd el mismo
procedimiento que en el apartado anterior con ligeras modificaciones. En
resumen, la bacteria se crecié en medio TPG durante unas 24 horas (180
rpmy 25°C), Posteriormente, se lavaron las células mediante centrifugacion
(5 min, 7000 rpm) y se resuspendio en medio minimo M9 con é&cido
succinico (10 mM), y se dejo6 24 horas a 25°C a 180 rpm. La inoculacion de
PcPCL1606 en las raices de aguacate previamente desinfectadas, se llevo a
cabo mediante inmersion en una suspension de PcPCL1606 (108 ufc/ml;

75



MATERIAL Y METODOS

DOs00=0,8), siguiendo el protocolo previamente descrito para las
inoculaciones en los ensayos de control biolégico.

Para la aplicacion del hongo, previamente se puso a crecer R. necatrix CH53
en medio PDA solido durante 4-5 dias a 25 °C. Una vez crecido, se afadio
cinco mililitros de solucidn salina esteril a la placa y se resuspendié el
material fingico mediante un asa de Digralsky. Posteriormente, se recolecto
los 5 mililitros con el hongo y se resuspendieron en un volumen final de 40
mililitros, en un tubo falcon de 50 ml esteril. Una vez obtenida la
suspension se distribuyeron, 5 ml sobre un filtro de nylon estéril recubrian
las raices (Figura 10).

Finalmente, para determinar el tiempo al que se realiza el estudio de
expresion de ARN de la rizosfera, se realizaron extracciones de ARN a las
24, 36, 48 y 72 horas sobre el modelo final elegido, y se determiné la
expresion mediante qRT-PCR del gen darB, gen biosintético del compuesto
HPR y de un gen con actividad quitinasa, gen PCL1606 27800, gen
expresado diferencialmente en PcPCL1606 en interaccion in vitro con R.
necatrix, mostrado en un analisis RNA-seq previo realizado en placa (datos
RNA-seq previos no mostrados). La reaccion de la gqRT-PCR se realiz6 a
50°C durante 40 min, seguido de la amplificacion por PCR utilizando un
programa de amplificacion de 40 ciclos (94°C durante 30 s, 58°C durante 1
min y 68°C durante 1 min) y un ciclo de extension final a 68°C por 7 min.
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Pseudomonas chlororaphis PCL1606 y AdarB Perseqa americana Rosetlinia necatrix
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Figura 10. Disefio experimental del modelo biolégico para el desarrollo de un estudio
transcriptomico de interaccion bacteria-planta-hongo.

2.3.3. Extraccion de RNA

La extraccion de ARN del suelo se realiz6 utilizando 2,0 g de muestra de
suelo o rizosfera, usando el kit de extraccion de RNA PowerSoil® (Qiagen
Iberia S.L., Madrid, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante.

La cantidad y calidad de las extracciones de RNA, se evaluaron utilizando
un espectrofotdémetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington, DE, USA). Ademas, la calidad del ARN se analiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de agarosa en tampon TAE al 1%
(Tris, acetato y EDTA) vy tincion RedSafeTM (2%, Labotag, Sevilla,
Espafa). EI ARN purificado se almacend a -80°C hasta analisis posteriores.
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Para realizar los andlisis transcriptomicos, se realizé la secuenciacion del
ARN por la Unidad de Gendémica y Ultrasecuenciacion (Universidad de
Malaga). Posteriormente, las lecturas en bruto y el posterior procesamiento
se llevd a cabo por el Centro de Supercomputacién y Bioinnovacion
(Universidad de Malaga), obteniendo los genes expresados
diferencialmente.

2.3.4. Analisis de genes expresados diferencialmente (DEGS) y seleccion
de genes implicados en la interaccion con la planta e interaccion
durante el control bioldgico regulados por HPR

Para agrupar las principales funciones bioldgicas inferidas por la
secuenciacion de aquellos genes expresados diferencialmente a partir del
andlisis de RNA-Seq, se realizd una clasificacion de “cldster de genes
ortélogos” (COGs), a partir de los datos obtenidos de la base de datos
“Clusters  of  Orthologous  Groups of  protein”  (COGS)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/).

Debido a que la cantidad de genes que se encontraban sobreexpresados y
reprimidos por HPR era elevada, tanto en interaccion rizosfera como en la
interaccion con patégeno-rizosfera, se elabord un listado ordenado de los 20
genes que presentaban mayor sobreexpresion y represion, a los que se les
realizd6 un analisis en mayor profundidad sobre la potencial funcién
bioldgica mediante una busqueda por homologia de secuencias BLAST
tanto a nivel de secuencia de nucledtidos en NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) como a nivel de secuencia de
aminoacidos en Uniprot (https://www.uniprot.org/). De entre estos genes,
se seleccionaran aquellos que mostraron especial interés para este trabajo.

Como el estudio estaba orientado hacia aquellos genes que pudieran estar
regulados por HPR, para la seleccion de los genes de interés, se utilizd como
criterio el que mostraran una expresion diferencial alta entre la cepa silvestre
y el mutante no productor de HPR, y que ademas hayan sido descritos en la
bibliografia como relacionados en la supervivencia rizosferica microbiana,
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en la interaccidn con la planta, la colonizacion eficiente de la misma o en el
metabolismo relacionado con la utilizacion de los exudados presentes en el
medio.

Se centro el estudio en el grupo de los genes con mayor sobreexpresion por
HPR. Una vez utilizado este criterio de seleccion, se procedio a la
realizacion de una PCR cuantitativa a tiempo real (qQRT-PCR) de los genes
seleccionados para el estudio, y de otros genes con sobreexpresion y
represion por HPR, para la validacion de los datos de expresion obtenidos
en el anélisis RNA-seq.

2.3.5. PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)

La expresion genica de los genes seleccionados en este estudio y de otros
genes para validar los resultados del RNA-seq, se cuantificé por gRT-PCR.
El ARN total se aislé desde la rizosfera de plantas de aguacate durante la
interaccion, como se ha descrito anteriormente en el apartado 2. La sintesis
de DNA copia (DNACc) se realiz6 usando la reaccion con transcriptasa
inversa Superscript 111 de Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.)
usando cebadores al azar de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La abundancia relativa del transcrito fue calculada usando el método 2-delta
delta umbral de ciclo (AAcyclethreshold (Ct); Livak and Schmittgen 2001).
Los datos transcripcionales fueron normalizados utilizando el gen
housekeeping gyrA4, usando el Roche LightCycler 480 Software, y fueron
presentados como el cambio de expresion en base 2 (Log2 FC) en
comparacion con la expresion de cada gen en la cepa de tipo silvestre con
respecto al mutante. Los cebadores utilizados para los experimentos de
gRT-PCR (Anexo 5) se disefiaron con el software en linea Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3/), utilizando las secuencias gendmicas
ubicadas dentro de cada gen como molde. La reaccion de la PCR
cuantitativa de transcripcion inversa se realizd a 50°C durante 40 min,
seguido de la amplificacion por PCR utilizando un programa de
amplificacion de 40 ciclos (94°C durante 30 s, 58°C durante 1 min y 68°C
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durante 1 min) y un ciclo de extension final a 68°C por 7 min. La relacion
de expresion se calculé como la diferencia en los ciclos umbral de gRT-
PCR (ACt = Ct gen de interés — Ct gyr4). Un ciclo de PCR representa una
diferencia del doble con respecto a la abundancia de la plantilla; por lo tanto,
los valores de magnitud (fold change) se calcularon como 2-AACt, como se
ha descrito anteriormente (Pfaffl 2001; Rotenberg et al; 2006).

2.3.6. Construccion de mutantes por insercién en PcCPCL1606

Se construyeron mutantes sobre los genes de interés seleccionados (phaG,
kgtP 'y pgdA) de PcPCL1606, para ello se inactivaron individualmente
mediante mutagénesis por insercion.

Para llevar a cabo la inactivacion de estos genes, se construyeron mutantes
por insercion, insertando los plasmidos pCR2.1-TOPO® con el
correspondiente fragmento clonado, en la secuencia ORF de cada gen
mediante un Unico evento de recombinacion homologa. Para construir los
plasmidos con el inserto (pAKGTP, pAPHAG y pAPGDA; Tabla 2), se
amplificaron fragmentos de aproximadamente 400 pb de los ORF de los
genes phaG, kgtP'y pgdA de PcPCL1606, utilizando cebadores de PCR
especificos (Anexo 6). EI ADN genomico empleado para la amplificacion
fue previamente extraido usando el kit DNeasy® UltraClean® Microbial
(Qiagen, Hilden, Germany).

Posteriormente, los fragmentos de ADN amplificados fueron purificados,
clonados en el vector pCR2.1-TOPO® y transformados en la cepa DH5a de
E. coli, se cultivaron en medio LB a 37°C, en presencia de 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-pB-D-galactopiranésido (XGal; 40 pg/ ml) y del antibidtico
kanamicina (50 pug/ ml), para la seleccion de colonias blancas resultantes,
ya que las bacterias que tengan el plasmido con el inserto, el gen lacZ estara
interrumpido, y no pueden procesar el X-Gal y permanecen con su
coloracion blanca natural, mientras que las transformadas con el plasmido
pero éste no tenga la secuencia del inserto pueden romper el X-Gal presente
en el medio, torndndose sus colonias de color azul. A continuacion, se
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extrajo el pldsmido de las colonias transformadas y se realizO una
comprobacion por PCR con los cebadores M13, para confirmar que el
tamafo del fragmento amplificado correspondia con el tamafio esperado.
Por ultimo, una vez comprobada la integracion del fragmento en el plasmido
pCR2.1-TOPO®, se transformd PcPCL1606 con el plasmido mediante
electroporacion estandar. Brevemente, se utilizd una concentracion de unos
500 ng de plasmido purificado, se mezcl6 con 100 ul de células competentes
de PcPCL1606 y la mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacion y
se aplicd un pulso (25 AF; 200 V; 2,5 kV en MicroPulser Electroporator;
Bio-Rad). Se afiadié un 1 ml de medio LB a la mezcla electroporada y se
incubd a 25°C durante 2 horas en un tubo de ensayo. Posteriormente, se
sembrd en placas de TPG con kanamicina, para la seleccion de los mutantes
(Choi et al., 2006).

Se obtuvieron los mutantes por insercion PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP
y PCL1606::pgdA. Se realizaron comprobaciones de los mutantes obtenidos
realizando amplificaciones por PCR con distintas combinaciones de los
cebadores M13F, M13R y cebadores externos a la construccion. Todos los
cebadores empleados para las comprobaciones quedan reflejados en el
Anexo 7. Y se realizaron curvas de crecimiento en medio liquido TPG, para
comprobar que los mutantes no estaban afectados en crecimiento con
respecto a la cepa silvestre.

2.3.7. Valoracion de fenotipos de interés en cepas mutantes

Para comprobar el posible efecto de los genes seleccionados tras el analisis
de RNA-seq, se analizaron los siguientes fenotipos, adecuados a cada
mutante.

2.3.7.1. Crecimiento en medio minimo suplementado con 2-
oxoglutarato (2-OG)

Para valorar el papel del 2-oxoglutarato (2-OG) en la biologia de
PcPCL1606, se llevo a cabo un ensayo de crecimiento en medio minimo
suplementado con 2-OG (Lundgren et al., 2014) con algunas
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modificaciones. Las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::kgtP se
cultivaron en 5 ml medio liquido LB durante toda la noche a 25°C y 200
rpm. La densidad dptica y los recuentos de los cultivos fueron medidos en
el espectrofotdmetro y se ajusto su absorbancia a 0,1 (ODsooy) en matraces
con 50 ml de medio minimo M9 suplementado con 5 mM de 2-OG y 5 uM
de FeSOs. Estos cultivos se incubaron a 25°C a 140 rpm y se tomaron
medidas de absorbancia a 600 nm a tiempos 0, 1,5, 3,0, 4,5, 6,0, 7,5y 9,0
horas post-inoculacion. Ademas, el recuento de colonias (ufc/ml) se realizo6
mediante diluciones seriadas para cada tiempo, usando placas de medio
TPG para la cepa silvestre y TPG suplementado con kanamicina (50 pg/ml)
para las cepas mutantes. Se realizaron recuentos de colonias tras 48 horas a
25°C.

2.3.7.2. Ensayo de quimiotaxis

Con el objetivo de estudiar el efecto del compuesto 2-OG en el proceso de
quimiotaxis, se realizo el siguiente experimento.

Para adaptar los microorganismos al medio de cultivo a emplear, las cepas
PcPCL1606, AdarB y PCL1606::kgtP se cultivaron en placas de medio
minimo M9 con glucosa (10 mM) durante 24 horas. En el caso de algunos
mutantres, los medios de cultivo se suplementaron con kanamicina (50

ug/ml).

Las placas utilizadas para este ensayo de quimiotaxis, emplearon medio
minimo M9 (Rainey, 1999; Sambrook et al., 1989) conteniendo 0.2% agar
(Difco) y sin fuente de carbono. En el centro de la placa se inoculd 10 pl de
una suspension bacteriana en solucion salina estéril  (0,85%)
(aproximadamente 107 ufc/ml), obtenido desde cultivo en placas de M9 con
glucosa (10 mM) que habian crecido 24 horas a 25°C. En el lado derecho de
la placa se colocaron tres gotas separadas (10 pl cada una) del compuesto
2-OG a analizar como la fuente de carbono quimioatrayente. Y en el lado
izquierdo, como control, tres gotas de 10 pl de solucion salina estéril. Como
control de quimiotaxis se ensay0 la glucosa 10 mM. Posteriormente, las
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placas se incubaron a 25 °C durante 48 h y se midio el grado de migracion
de células bacterianas hacia la fuente de carbono ensayada (Polonio et al.,
2017). Los experimentos se realizaron por triplicado para cada una de las
cepas estudiadas.

2.3.7.3. Deteccion microscopica de granulos de polihidroxialcanoato
(PHA)

El ensayo de la visualizacion de granulos de polihidroxialcanoatos (PHA)
se realiz6 mediante la metodologia descrita previamente, con algunas
modificaciones (Sharma et al., 2017). Brevemente, se inocularon las cepas
PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG en 5 ml de LB liquido, y se dejaron
crecer durante toda la noche a 25°C y 200 rpm. Posteriormente, las células
se lavaron dos veces por centrifugacion (6000 rpm, 5 minutos) con medio
minimo M9 y se ajustd su absorbancia a 1 (ODego). A continuacion, se
inocularon 500 pul de las suspensiones ajustadas en matraces con 25 ml de
medio minimo M9 suplementado con un 2% de glucosa como Unica fuente
de carbono y se incubaron a 25°C y 100 rpm. Después de 72 horas de
incubacion, se tomaron 200 pl de cada uno de estos cultivos y se
centrifugaron a 6000 rpm durante 5 minutos. Las células se resuspendieron
en una solucion acuosa de 0,1% de Nile blue (Sigma), para la tincion de los
granulos PHA. Después de 15 minutos, se realizaron dos lavados con agua
destilada estéril (10000 rpm durante 2 minutos). Por ultimo, se
resuspendieron las células en 200 pl de agua destilada estéril. Para la
visualizacion de los granulos PHA se procedi6 al montaje de estas muestras
sobre portaobjetos para su observacion en un microscopio de laser confocal
utilizando un filtro verde (636 nm). En las imégenes utilizando el filtro a
636 nm, se puede observar que aquellas células que producen granulos
PHA, se muestran de color rojo. Para poder comparar la produccion de
granulos PHA entre las distintas cepas, en primer lugar, se cuantifico la
intensidad de la fluorescencia de los granulos PHA de cada imagen,
convirtiendo la imagen a escala de grises y midiendo la intensidad de cada
pixel, y se normalizé con el nimero de células presentes en las imagenes de
campo claro para cada una de las cepas.
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2.3.7.4. Ensayos de tolerancia a distintos estreses abioticos

Todos los experimentos descritos a continuacion se realizaron con objeto de
evaluar el papel de PCL1606::phaG, y la regulacion por HPR empleando el
mutante AdarB en la tolerancia a diferentes estreses y siguiendo la
metodologia previamente descrita para el analisis de fenotipos asociados a
la produccién de granulos PHA, (Kadouri et al., 2003) con algunas
modificaciones.

2.3.7.4.1. Tolerancia a la desecacién

Para valorar la implicacion de los grdnulos PHA en la tolerancia a la
desecacion de PcPCL1606, se cogieron 100 uL de un cultivo de las cepas
PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG crecidas en medio M9 con 2%
glucosa como fuente de carbono y ajustado a 102 ufc/ml, se colocan en el
centro de un portaobjetos y se dispusieron bajo la cabina de flujo laminar y
se dejaron secar durante 60 minutos a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C). Posteriormente, se lavld la gota secada en el
portaobjetos con 5 ml de solucidn salina estéril y se procedi6 al recuento del
ndmero de células viables en esos 5 ml de lavado tras la desecacion,
mediante diluciones seriadas utilizando placas de medio TPG para la cepa
Wt y TPG suplementado con kanamicina (50 pg/ml) para los mutantes
empleados. Se realizaron recuentos de colonias tras 48 horas a 25°C.

2.3.7.4.2. Tolerancia al estrés térmico

Para estudiar la implicacion de los granulos PHA en la tolerancia al estrés
térmico de PcPCL1606, se tomaron 10 ml de cultivo ajustado a 108 ufc/ml
de las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG crecidas en medio M9
suplementado con 2% glucosa en tubos de 15 ml y se incubaron en un bafio
a 50°C cada 10 minutos. Se determinO la supervivencia bacteriana,
realizando recuentos mediante diluciones seriadas para cada cepa hasta los
30 minutos. Se utilizaron placas de medio TPG para la cepa silvestre y TPG
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suplementado con kanamicina para los mutantes empleados. Se realizaron
recuentos de colonias tras 48 horas a 25°C

2.3.7.4.3. Evaluacion de la tolerancia al perdxido de hidrégeno

Para estimar la implicacion de los granulos PHA en la tolerancia al perdxido
de hidrogeno de PcPCL1606, se sembré un césped las cepas PcCPCL1606,
AdarB 'y PCL1606::phaG en placas con medio M9 al 2% de glucosa,
empleando un bastoncillo de algodon estéril. Se humedecieron discos de
papel Whatman de 13 mm de didmetro con 25 pL de una solucién al 1,5%
de peroxido de hidrogeno (H202) y se dejaron secar por 15 minutos.
Posteriormente se dispusieron los discos en el centro de cada placa. Estas
placas fueron incubadas a 25°C durante 24 horas. La medida del tamafio del
halo alrededor del disco fue considerada como la medida de sensibilidad de
la cepa a H20:..

2.3.7.4.4. Persistencia en arena de cuarzo.

Para evaluar la implicacion de los granulos PHA en la supervivencia en
arena de cuarzo de PcPCL1606, se inocul6 por separado 1 ml de suspensién
bacteriana de las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG, crecidas
previamente en medio minimo M9 suplementado con 2% de glucosa, en 5
g de arena de cuarzo estéril, depositados en tubos de Falcon de 50 ml, sin
cerrar para permitir el intercambio gaseoso y se incubaron a 25°C durante 7
dias. Tras el periodo de incubacién, se resuspendio la arena de cuarzo en 5
ml de solucién salina estéril al 0,85% y se agit6 a 200 rpm durante 2 h. Tras
dejar decantar la arena, se realizaron diluciones seriadas de la suspension
obtenida y recuentos tras 48 horas a 25°C del nimero de células viables, en
placas de medio TPG para la cepa silvestre y TPG suplementado con
kanamicina para los mutantes empleados.

2.3.7.5. Movilidad tipo swimming

Debido a la potencial implicacion que pueden tener un gen que codifica para
una polisacarido desacetilasa y la relacion que existe entre la presencia de
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granulos PHA y la movilidad, se llevo a cabo un ensayo de movilidad de
tipo swimming con los mutantes PCL1606::kgtP, PCL1606:.phaG Yy
PCL1606::pgd4. Las cepas PcPCL1606, AdarB, PCL1606::kgtP,
PCL1606::phaG y PCL1606::pgdA fueron inoculadas con un palillo estéril
en el centro de una placa con 0,3% agar y TPG diluido 1/20 como se ha
descrito previamente (Calderdn et al., 2019) y se incub6 a 25°C durante 24
h. La medida de la motilidad se realizé calculando el area de desplazamiento
del frente bacteriano.

2.3.7.6. Ensayos implicados en la formacion de biopelicula.

Para comprobar el potencial papel del gen pgdA en la formacion de
biopelicula de PcPCL1606 se realizaron los siguientes ensayos.

2.3.7.6.1. Formacion de biopelicula en interfase liquido-aire

Se analiz6 la formacion de biopelicula en la intefase liquido-aire para las
cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606:.pgd4, en un cultivo liquido
utilizando medio liquido TPG (Calderdn et al., 2013). Para los cultivos
previos, cada cepa crecid exponencialmente en medio TPG durante 10 h. La
concentracion bacteriana se ajustd con medio TPG a una ODsoonm de 0,8
(108 ufc/ml), y se usaron 10 pL de la suspension ajustada para inocular 1 ml
de TPG en placas de 24 pocillos a una ODgoonm final de 0, 08. Las placas
inoculadas se incubaron sin agitacion a 25°C durante 6 dias, y luego se
observo la presencia de la biopelicula (Calderon et al., 2019).

2.3.7.6.2. Ensayo de adhesién y biopelicula adherido a pocillo

Para probar la adhesién a periodos de tiempo cortos (4 horas) para la cepa
silvestre y los mutantes AdarB y PCL1606::pgdA, se llevo acabo un ensayo
de adhesidon en placas multipocillo (O'Toole y Kolter, 1998). Se ajusté un
cultivo exponencial de las cepas bacterianas (medio TPG, 10 horas 25°C) a
una densidad optica de 0,25 a 600 nm con medio TPG estéril (107 ufc/ml).
Se depositaron 500 microlitros del cultivo ajustado en cada pocillo (al
menos seis pocillos inoculados por cepa). Posteriormente, las placas se
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incubaron a 25°C durante 4 horas sin movimiento. Se retiro el cultivo
cuidadosamente y se tifien las células adheridas a las paredes del pocillo con
500 pl de cristal violeta al 1%, posteriormente se realizaron lavados.
Finalmente, se afiadieron 500 pL de etanol al 95% a cada pocillo para
solubilizar el cristal violeta a temperatura ambiente. La cantidad de cristal
violeta presente en cada pocillo se determind por absorbancia a 595 nm para
cuantificar la biopelicula.

Por otro lado, para probar las primeras fases de la formacion de biopelicula,
se analizo la capacidad de las células para adherirse a los pocillos de placas
multipocillos (24 pocillos), compuestas por cloruro de polivinilo (PVC)
como se describié previamente con modificaciones (O'Toole y Kolter,
1998). Se ajustaron los cultivos a una densidad 6ptica de 0,8 a 600 nm (108
ufc/ml) con medio TPG estéril. Y se depositd en una placa de 24 pocillos,
100 pl del cultivo ajustado en cada pocillo que contenia 900 ul de TPG
estéril. Después de la inoculacion, las placas se incubaron a 25°C durante
48 horas sin movimiento. Se retir6 el cultivo cuidadosamente y se tifien las
células adheridas a las paredes del pocillo con 1 ml de cristal violeta al 0,1%,
posteriormente se realizaron lavados. Finalmente, se afiadié 1 ml de etanol
al 95% a cada pocillo y la cantidad de cristal violeta se determinG por
absorbancia a 595 nm para cuantificar la biopelicula adherida.

2.3.7.6.3. Morfologia de colonia y union a rojo Congo

Se analiz6 la morfologia de colonia en medios de cultivo solido y la
produccion de polisacéridos mediante la union de las mismas a rojo Congo.
Para ello, se sembro la cepa silvestre y los mutantes derivados en placas de
agar TPG diluido al 1% para obtener colonias aisladas individuales para
observar la morfologia de la colonia y la produccion de polisacaridos,
medida como la capacidad de union al rojo Congo de la colonia. EI medio
de agar TPG al uno por ciento se complementé con 40 pug/ml de rojo Congo
(CR; Sigma) y 20 pg/ml de azul brillante Coomassie (CB; Sigma). Se
dispusieron diez microlitros de suspension celular con una densidad Optica
de 0,8 medida a 600 nm (108 ufc/ml) en las diferentes placas y se crecieron
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a 25°C durante 5 dias (Ramos et al., 2010). Las iméagenes fueron capturadas
utilizando un microscopio estereoscopico de fluorescencia (Nikon AZ-100).
Todos los ensayos se repitieron tres veces con cultivos bacterianos
independientes.

2.3.7.7. Ensayos de control bioldgico en plantas de aguacate frente a R.
necatrix

Se realizaron ensayos de control bioldgico con la cepa silvestre, los
mutantes AdarB, PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP y PCL1606::pgdA.

Los ensayos de control bioldgico se realizaron con plantas de aguacate de 6
meses de edad obtenidas de viveros Brokaw (Vélez, Malaga). Las raices de
las plantas de aguacate se desinfectaron superficialmente mediante
inmersion con NaOCI al 0,1% durante 20 minutos, luego se lavaron con
agua esteril durante 20 minutos y se inocularon con las cepas a ensayar,
mediante inmersion de las raices en una suspension de aproximadamente
108 ufc/ml (calderon et al., 2014a). Las plantas se colocaron en macetas de
plastico cuadradas que contenian 30 gramos de sustrato comercial y fibra de
coco (en proporcion 1:2). La inoculacion con R. necatrix se llevo a cabo con
granos de trigo infectados (cuatro granos infectados por maceta) como se
describe previamente (Freeman et al., 1986). Las plantas se cultivaron en un
invernadero a 25°C y 70% de humedad relativa con 16 h de luz diurna,
aproximadamente, y riegos dos veces por semana. Calculamos el porcentaje
del indice de enfermedad de los sintomas foliares como se describid
anteriormente (Cazorla et al., 2006). Brevemente, se calculé un porcentaje
del indice de enfermedad al final del ensayo después de la evaluacién de los
sintomas aéreos, con valores que van desde O (planta sana), 1
(amarillamiento y marchitez de las hojas), 2 (marchitamiento general de la
planta y puntas de hojas secas), hasta 3 (planta muerta) y para el anélisis de
datos, se calculd el area de progreso bajo la curva (Gonzalez-Sanchez et al.,
2013)

2.3.8. Andlisis de datos
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Las distribuciones de datos se probaron utilizando un analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) con el test de Bonferroni (p<0,05). Todos los
analisis de datos se realizaron utilizando el software IBM SPSS statistics 25
(SPSS, Inc., Chicago, IL). Con base en el error estandar, se obtuvo el
intervalo de confianza del 95% para cada variable de respuesta y se
estimaron las diferencias significativas.
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3. Resultados

3.1. Efecto de la aplicacion del agente de control biologico Pseudomonas
chlororaphis PCL1606 sobre el microbioma del suelo

3.1.1. Analisis de control biologico mediante ensayos de mesocosmo

Se realizaron 2 ensayos independientes para evaluar el control biolégico que
confiere la cepa PCL1606 de Pseudomonas chlororaphis (PCPCL1606)
frente a la podredumbre blanca radicular (PBR), causada por Rosellinia
necatrix, a nivel de mesocosmos. En ambos ensayos, los primeros sintomas
aéreos de PBR aparecieron sobre las plantas de aguacate aproximadamente
de 30 a 40 dias después de la inoculacion con R. necatrix. Las plantas
comienzan mostrando un amarilleamiento inicial al que le sigue un
decaimiento generalizado, que progresa hasta poder matar a la planta. Estos
sintomas se registran mediante una escala de sintomas que permite calcular
un indice de enfermedad para cada momento. La evolucion en el tiempo del
indice de enfermedad para cada tratamiento en los dos experimentos
independientes, se muestra en la figura 11. Las plantas sin ningun
tratamiento (Control) fueron las primeras en mostrar sintomas aéreos de
PBR, y en alcanzar un indice de enfermedad superior al 80%, con muchas
de las plantas inoculadas muertas a los 110 dias tras la inoculacion con R.
necatrix en ambos experimentos (ensayos 1y 2).

Durante el "ensayo 1", el control positivo que induce supresividad
(tratamiento con cascara de almendra compostada; ASO) mostro un retraso
en la aparicion de los sintomas a lo largo del tiempo, pero finalmente no
mostré una reduccion en el indice de enfermedad. Sin embargo, durante el
"ensayo 2", el tratamiento ASO indujo un retraso en la aparicién y una
disminucion de los sintomas al finalizar el ensayo (figura 11.A). En ambos
experimentos, el efecto de control bioldgico mas evidente fue el producido
por los tratamientos con la rizobacteria PCPCL1606. Los tratamientos
preventivos y curativos con PcPCL1606, retrasaron y redujeron el
desarrollo de los sintomas, alcanzando valores finales del 65 y 70% del
indice de enfermedad, respectivamente (Figura 11.A). El tratamiento con la
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cepa PcPCL1606-GFP, empleada para realizar un seguimiento de los
recuentos bacterianos durante el ensayo, mostré un retraso en el desarrollo
de los sintomas, pero alcanzé niveles de indice de enfermedad similares al
control no tratado al final del experimento. Algunas de estas discrepancias
en la induccion de enfermedad mostradas durante los diferentes ensayos,
podrian deberse a las condiciones ambientales que tuvieron lugar durante
cada uno de los ensayos, ya que estos experimentos se realizaron en
condiciones reales de campo (Anexo 8). Es importante sefialar que durante
el "ensayo 1", varios dias se registraron temperaturas inusualmente bajas, a
los 60 dias después de la inoculacién de R. necatrix (marzo-abril de 2018),
coincidiendo con un aumento en el indice de enfermedad en algunos
tratamientos. Independientemente de esto, la comparacion estadistica de los
datos del area bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) mostr6
que todos los tratamientos analizados con PcPCL1606 producen una
reduccion significativa (ANOVA, p<0,05) en la progresion de la
podredumbre blanca radicular en comparacion con las plantas de control no
tratadas (Figura 11.B).

94



>

Indice de enfermedad (%)

-

AUDPC

RESULTADOS

g 2017/18 2018/19

70

60

50

401 —* Control ~*= Control

30{ ~* PcPCLI1606 preventivo —* PcPCL1606 preventivo

20| = ASO —— ASO

10 —*= PcPCL1606 curativo

i = PcPCL1606

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dias tras la inoculacion
400 400
2017/18 2018/19
350 1 a 350 - a
300 1 O 300 1
b =
250 1 b b ?ﬂ 250
200 1 b 200 -
I b b
150 150 -
100 - T T 100 4
ASO  Control PePCL1606 PcPCLI606 PcPCL1606 ASO Control T PCL1606
preventivo GFP curativo preventivo
Tratamientos Tratamientos

Figura 11. Efecto de la aplicacion de PcPCL1606 formulado sobre la podredumbre blanca
radicular del aguacate en ensayos de mesocosmos. A) Se calculd la evolucion en el tiempo del
indice de enfermedad de PBR en plantas de aguacate bajo diferentes tratamientos en dos
ensayos independientes: "ensayo 1" (2017/18) y "ensayo 2" (2018/19). B) Representacion del
area de progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) calculada al final de "ensayo 1"y
"ensayo 2".

Control: plantas sin enmiendas organicas y sin bacterias.

PcPCL1606 preventivo: Plantas con un tratamiento preventivo con PcPCL1606 formulado.
ASQO: aplicacion cascara de almendra compostada como cubierta de enmienda organica
PcPCL1606 curativo: Plantas con un tratamiento curativo con PcPCL1606 formulado.
PcPCL1606-GFP: Plantas con un tratamiento preventivo con el derivado PcPCL1606-GFP.
Diferentes letras encima de las barras indican diferencias estadisticas entre las muestras de
acuerdo al analisis de varianza (ANOVA, test de Bonferroni; p < 0,05).
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3.1.2. Efecto de la aplicacion de PcPCL1606 en las comunidades
microbianas cultivables de suelo y rizosfera

Para abordar el estudio de los niveles bacterianos de PcPCL1606
procedentes de muestras de suelo y rizosfera, se usd la cepa derivada
PcPCL1606-GFP (Tabla 1). Los recuentos bacterianos de las muestras bajo
un tratamiento preventivo con PcPCL1606-GFP, se calcularon en TPG
suplementado con gentamicina (80 pg/ml; TPG-Gm) y que seleccionaba a
esta cepa bacteriana y comparados con los recuentos en PSM. Los recuentos
en placa revelaron la presencia de esta cepa a lo largo de todo el
experimento, con niveles que oscilaron entre 10 y 10° ufc/g, y casi sin
diferencias en las muestras de rizosfera y suelo. Al realizar las
correspondientes ecuaciones de regresion entre los recuentos obtenidos en
TPG-Gm y PSM, revelaron una alta correlacion entre los mismos, con una
ecuacion de regresion de y = 0,106 + 1,097x (R = 0,972) (Figura 12).
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Figura 12. Analisis de regresion de los recuentos bacterianos de PcPCL1606-GFP que crecen
en medio selectivo de Pseudomonas (PSM) y en TPG-Gm en los puntos de muestreo T1 (rojo),
T2 (verde) y T3 (azul), del suelo (puntos circulares) y muestras rizosféricas (puntos cuadrados)
durante el "ensayo 1". Se indica la ecuacion de regresion, y el valor R
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Los recuentos bacterianos obtenidos en las muestras de suelo y rizosfera
durante el "ensayo 1" se utilizaron para valorar el posible efecto del
tratamiento con PcPCL1606 sobre las poblaciones bacterianas cultivables
presentes en el suelo y la rizosfera. A tiempo 0 (TO; 50 dias después del
inicio de los experimentos), los recuentos bacterianos mostraron ser muy
similares entre las muestras analizadas tanto de suelo y rizosfera como entre
las muestras del control no tratado y los tratamientos con ASO. Los
recuentos de bacterias heterotréficas totales (HT) alcanzaron niveles de
aproximadamente de 10° ufc/g de suelo o rizosfera. Paralelamente, los
recuentos de microorganismos Pseudomonas-like (Ps-like) también
mostraron valores de alrededor de 10° ufc/g, aunque se observd una
disminucion en el valor de los recuentos procedentes de muestras de
rizosfera de plantas control no tratadas, con valores de aproximadamente
10° ufc/g de rizosfera (TO, Figura 13).

En las muestras tomadas 30 dias después de las inoculaciones preventivas
de PcPCL1606 (T1; 20 dias antes de la inoculacion con R. necatrix), 10s
recuentos bacterianos mantienen valores similares entre las muestras de
suelo y rizosfera en los diferentes tratamientos, con valores de bacterias HT
alrededor de 10° ufc/g, y valores ligeramente mas bajos para recuentos de
Ps-like, acercandose a valores de 10° ufc/g. Las muestras procedentes de las
plantas control no tratadas, mostraron los valores de recuentos de HT mas
altos (5-10° ufc/g de rizosfera), y, por el contrario, los valores mas bajos
para recuentos de Ps-like (aproximadamente 4.10* ufc/g de rizosfera;
Figura 13, T1).

En T2 (30 dias después de las inoculaciones de R. necatrix; 80 dias después
del tratamiento preventivo con el PcPCL1606 formulado), se amplio el
estudio con una comparacién entre muestras inoculadas o no con el
patdgeno fungico. En general, en muestras de plantas no inoculadas con R.
necatrix, Se observa una ligera reduccion para los recuentos de bacterias HT,
con valores que alcanzan de 7 a 9-10° ufc/g de muestra, y muy similares
entre muestras procedentes de suelo y rizosfera de plantas tratadas con
PcPCL1606 y con ASO (y valores similares a su vez a los obtenidos en T1).
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Sin embargo, también se observo una fuerte reduccion en los recuentos del
grupo de microorganismos Ps-like (casi dos 6rdenes de magnitud por debajo
cuando se comparan con los recuentos de bacterias HT), que no sobrepasan
los 10° a 10* ufc/g de muestra. Ademas, presentan los valores de recuento
para Ps-like mas bajos detectados en muestras procedentes desde plantas
control no tratadas, asi como los valores mas altos para muestras de suelo y
rizosfera tomadas de plantas tratadas con ASO (Figura 13, T2).
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Figura 13. Valores de recuentos de bacterias cultivables (bacterias heterotroficas totales y
Pseudomonas-like) durante los experimentos de mesocosmo del "ensayo 1" (2017/2018). Los
niveles de bacterias heterotrofas totales y de Pseudomonas-like, se evaluaron mediante
recuentos en placas (medios TPG y PSM, respectivamente) en diferentes momentos del ensayo
(TO, T1, T2 y T4). Las lineas de color de las graficas (véase leyenda), indican los diferentes
valores de recuentos obtenidos para las muestras ubicadas en los vértices. Los recuentos
bacterianos obtenidos de muestras tomadas desde plantas inoculadas con R. necatrix se indican
como + Rn.
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En general, las plantas inoculadas con R. necatrix, presentaron recuentos
mas bajos para bacterias HT en comparacion con las plantas sin inocular y
para este mismo tiempo de muestreo (T2). Los valores més altos de
recuentos se obtuvieron en aquellas muestras tomadas desde plantas tratadas
con ASO y PcPCL1606-GFP, con valores de entre 1 a 8-10° ufc/g, mientras
que los recuentos mas bajos se obtuvieron desde las muestras de las plantas
control no tratadas, con valores de recuentos alrededor de 1-3-10* ufc/g.
Paralelamente, en las muestras de suelo inoculadas con R. necatrix, 10s
recuentos de Ps-like fueron claramente superiores en comparacion con las
muestras desde plantas no inoculadas con R. necatrix. Los valores de Ps-
like oscilaron entre 10* y 10° ufc/g, alcanzando casi el mismo valor que las
bacterias HT (muestras de plantas control no tratadas). En algunos casos,
los niveles de Ps-like no se vieron afectados por la presencia de R. necatrix,
como lo demuestran las muestras tomadas del tratamiento con ASO (Figura
13, T2).

Finalmente, al término del experimento (T4; 160 dias después de los
tratamientos preventivos con PcPCL1606; 110 dias después de la
inoculacion de R. necatrix; 30 dias después del tratamiento curativo con
PcPCL1606), los resultados obtenidos desde plantas no inoculadas con R.
necatrix, mostraron recuentos de bacterias HT muy similares a los obtenidos
en T2, pero con una ligera reduccidn generalizada en casi todas las muestras.
En estas muestras, los recuentos de Ps-like fueron alrededor de dos 6rdenes
de magnitud inferiores a las bacterias HT, sin embargo, mostraron niveles
mas altos en algunos de los tratamientos, como cuando se aplico el
tratamiento curativo de PcPCL1606 (aplicado 30 dias antes de este punto de
muestreo), asi como en el tratamiento con céscaras de almendra compostada
(ASO) y en la rizosfera del tratamiento preventivo con PcPCL1606
(aplicado 160 dias antes de este punto de muestreo; Figura 7, T4).

Cuando las plantas crecieron en suelo infectado con R. necatrix, 10s
recuentos bacterianos de muestras de suelo y rizosfera a tiempo T4
mostraron un comportamiento similar a los recogidos a tiempo T2, con
niveles mas bajos de recuentos bacterianos de HT, pero recuentos mas altos
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de tipo Ps-like. Ademas, para la mayoria de las muestras procedentes de
suelo y rizosfera en mesocosmos inoculados con R. necatrix, 10s recuentos
de Ps-like alcanzaron valores de recuentos similares a los recuentos
bacterianos de HT. Los valores més altos de recuentos de bacterias HT se
detectaron en muestras de ASO y en muestras de rizosfera bajo tratamiento
preventivo con PcPCL1606. Curiosamente, los recuentos de Ps-like
también fueron mayores en las muestras de rizosfera tratadas
preventivamente con PCPCL1606. Sorprendentemente, las colonias tipicas
de PcPCL1606-GFP en placas TPG-Gm se encontraron en cantidades
superiores a 10° ufc/g en muestras de suelo y rizosfera tomadas después de
160 dias de su inoculacion.
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Figura 14. Valores de recuentos de bacterias cultivables (bacterias heterotroficas totales y
Pseudomonas-like) durante los experimentos de mesocosmo del "ensayo 2" (2018/2019). Los
niveles de bacterias heter6trofas totales y de Pseudomonas-like, se evaluaron mediante
recuentos en placas (medios TPG y PSM, respectivamente) al tiempo 3. Las lineas de color de
las graficas (véase leyenda), indican los diferentes valores de recuentos obtenidos para las
muestras ubicadas en los vértices. Los recuentos bacterianos obtenidos de muestras tomadas
desde plantas inoculadas con R. necatrix se indican como + Rn.

100



RESULTADOS

Debido a que en el "ensayo 2" se centro en la confirmacion de los resultados
del control biologico previamente observados cuando se aplico el
tratamiento preventivo de PcPCL1606 en el "ensayo 1", solo se tom6 un
punto de muestreo a tiempo T3, cuando el control biolégico se manifiesta
de forma maés evidente. El recuento total de bacterias HT y de tipo Ps-like
(Figura 14) mostraron valores intermedios a los mostrados entre T2 y T4 en
el "ensayo 1", con un rango de 10° a 10° ufc de bacterias HT/g y 10% a 10*
ufc de tipo Ps-like/g.

3.1.3. Caracterizaciéon de la comunidad microbiana del suelo mediante
secuenciacion de 16S rDNA e ITS

La secuenciacion de ADNr 16S y las regiones variables ITS de ADN
extraido de muestras de suelo y rizosfera, revelaron la abundancia relativa
de clados microbianos representativos y correspondientes a diferentes
niveles taxondmicos. Sin embargo, solo las OTU representativas (aquellas
que mostraron una abundancia relativa > 1%) se cuantificaron de forma méas
precisa para realizar el andlisis de distribucion comparativo.

La abundancia relativa para los distintos representantes de las comunidades
microbianas de suelo y rizosfera se obtuvo de las secuencias ITS y 16S
ADNr. Las secuencias del gen 16S ADNr permitieron aproximar la
diversidad procariota y la abundancia relativa en las muestras analizadas.
En todas las muestras, los representates del reino 0 dominio Archaea se
encontrd en una abundancia relativa muy baja (<0,1%).

En el "ensayo 1" de 2017/2018, y para el tiempo de muestreo T2, se
analizaron muestras de suelo y rizosfera procedentes mesocosmos con
plantas control no tratadas y plantas sometidas a un tratamiento preventivo
con PcPCL1606, y todas ellas no infectadas con R. necatrix, con el objetivo
de estudiar el posible impacto de un tratamiento con PcPCL1606 sobre las
comunidades microbianas de suelo y rizosfera de aguacate. Las OTUs (del
inglés Operational Taxonomic Units; Unidad Taxonomica Operativa) con
una abundancia relativa superior al 1%, comprendian aproximadamente el
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65% de la abundancia relativa de microorganismos procariotas en muestras
de suelo y rizosfera tomadas de plantas bajo los dos tratamientos diferentes
(Figura 15). Casi no se observaron cambios en ninguna de las muestras
analizadas, con las siete OTUS méas abundantes a nivel de familia
(Rhodospirillaceae, Cytophagaceae, Acidobacteriaceae, Micropepsaceae,
Pedosphera_f, Opitutaceae y Steroidobacter_f) cubriendo alrededor del
30% de la abundancia relativa (Figura 15.A). Los 5 filos méas abundantes
(por encima del 89% de la abundancia relativa) fueron Proteobacterias
(50,08%), Acidobacterias (22,64%), Bacteroidetes (8,05%),
Planctomycetes (4,27%) y Actinobacteria (4,09%).

A nivel de clase, las bacterias alfa y gammaproteobacterias, comprenden
alrededor del 30% de la abundancia relativa en las cuatro muestras
analizadas (suelo y rizosfera de plantas control y tratadas con PcPCL1606).
Centrdndonos en la abundancia relativa de miembros del género
Pseudomonas, la abundancia relativa fue de alrededor del 0,1% tanto en
plantas con el tratamiento de PcCPCL1606 como en muestras de suelo de
plantas control no tratadas, pero, por el contrario, alcanza un 0,3% en
muestras de rizosfera de plantas control. La abundancia relativa especifica
de la especie P. chlororaphis mostrd niveles inferiores al 0,01% de la
abundancia relativa total en todas las muestras, excepto en la muestra
procedente de rizosfera de plantas tratadas con PcPCL1606, donde se
observd una abundancia relativa 3 veces mayor (alrededor del 0,03%;
Figura 15.B).
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Figura 15. Analisis de comunidades procariotas a nivel de familia, presentes en muestras de
suelo y rizosfera tomadas de plantas de aguacate no inoculadas con R. necatrix durante el
"ensayo 1" a T2. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de las plantas
control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo y rizosfera
tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606 formulado
(PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera, respectivamente). A)
Abundancia relativa (en porcentaje) de diferentes grupos procariotas detectados por analisis de
secuenciacion del gen 16S rDNA de ADN de suelo y rizosfera. El grupo con <1% de
abundancia relativa se represent6 en gris. B) Abundancia relativa del género Pseudomonas 'y
la especie Pseudomonas chlororaphis en las diferentes muestras estudiadas.

En estas mismas muestras, la abundancia relativa de microorganismos
eucariotas, reveld una distribucion similar para las muestras de rizosfera y
suelo tomadas de mesocosmos tratados con PcCPCL1606 (Figura 16.A). En
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las muestras tomadas de plantas control no tratadas, se puede observar una
mayor abundancia relativa para una familia del grupo Chromista. Ademas,
en las muestras de rizosfera de plantas control no tratadas, se observé una
mayor abundancia relativa para un grupo no clasificado (unclassified) y para
la familia de Sordariomycetes f. También se pueden observar resultados
similares a nivel de clase, donde las muestras del tratamiento con
PcPCL1606 mostraron la presencia de una alta abundancia relativa de
Agaricomycetes, Sordariomycetes, Aphelidiomycetes 'y hongos no
clasificados, pero en las muestras control no tratadas, la abundancia relativa
de Agaricomycetes es menor, y para Chromista (Chromista g uc Yy
Chromista_c) es mayor. En estas muestras, la abundancia relativa de la
familia Xylariaceae (dentro de la clase Sordariomycetes, y en el que se
incluye el hongo fitopatdgeno R. necatrix) es muy baja (Figura 16.B),
oscilando entre 0,02 y 0,04%.

En muestras de suelo y rizosfera de plantas con las macetas inoculadas
artificialmente con R. necatrix, el anélisis de las secuencias de ARNr 16S
reveld una ligera disminucion en la abundancia relativa de la familia de
Acidobacteriaceae, pero en general, se encontraron grupos similares de
microorganismos a nivel de familia entre los diferentes experimentos
independientes (“ensayo 1" y "ensayo 2"; Figura 17.A). Las comunidades
procariotas de las muestras de suelo y rizosfera tomadas de mesocosmos
tratadas con PcPCL1606, eran casi identicas entre ellas, y difieren de las
comunidades detectadas en las muestras control, que también son mas
similares entre si (Figura 17.A). El filo Proteobacteria comprende alrededor
del 50% de la abundancia relativa, donde la clase Alphaproteobacteria fue
la méas abundante (alrededor del 30%), seguida de la clase
Gammaproteobacteria (que oscila entre el 6,8 y el 9,3%). La abundancia
relativa del género Pseudomonas vario de 0,2 a 0,3%, con los valores méas
altos en muestras de suelo de mesocosmos tratados con PcCPCL1606 (Figura
17.B). Curiosamente, la abundancia relativa de la especie P. chlororaphis
fue detectable en las muestras provenientes de la rizosfera y el suelo tratadas
con PcPCL1606 (Figura 17.B), pero con valores bajos de abundancia
relativa (0,01 a 0,03%, respectivamente).
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Figura 16. Analisis de comunidades microbianas eucariotas a nivel de familia presentes en
muestras de suelo y rizosfera tomadas de plantas de aguacate no inoculadas con R. necatrix
durante el "ensayo 1" a T2. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de
las plantas control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo
y rizosfera tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606
formulado (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera,
respectivamente). A) Abundancia relativa (porcentaje) de diferentes grupos eucariotas
detectados por el analisis de secuenciacion de secuencias transcritas internas (1TS) desde ADN
procedente de muestras suelo y la rizosfera. EI grupo con <1% de abundancia relativa se
represento en gris. B) Abundancia relativa de la familia Xylariaceae en diferentes tratamientos.
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Figura 17. Andlisis de comunidades procariotas a nivel de familia presentes en muestras de
suelo y rizosfera tomadas de mesocosmos con plantas de aguacate inoculadas con R. necatrix
durante el "ensayo 2" a T3. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de
las plantas control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo
y rizosfera tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606
formulado (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera,
respectivamente). A) Abundancia relativa (en porcentaje) de diferentes grupos procariotas
detectados por analisis de secuenciacion del gen 16S ADNr desde ADN extraido de suelo y
rizosfera. El grupo con <1% de abundancia relativa se representd en gris. B) Abundancia
relativa del género Pseudomonas y la especie Pseudomonas chlororaphis en diferentes
tratamientos.

106



RESULTADOS

Sin embargo, el analisis de las secuencias ITS para revelar la abundancia de
microorganismos eucariotas en los mesocosmos inoculados con el
fitopatdgeno del suelo R. necatrix, nos permitio identificar diferencias en la
composicion y la abundancia relativa de microorganismos fungicos. La
mayor diversidad se encontré en las muestras de rizosfera de los
tratamientos con PcPCL1606, y la menor diversidad se detectd en muestras
de rizosfera de plantas de control no tratadas (Figura 18.A y 18.B). Las
comunidades eucariotas de las muestras de rizosfera de plantas de aguacate
tratadas con PcPCL1606, son muy similares entre las muestras obtenidas
desde mesocosmos inoculados 0 no con R. necatrix (Figura 16.A y 18.A).
En general, en las muestras donde se produce la introduccion del patégeno
fangico se observan cambios en la comunidad eucariota, con diferentes
patrones en las diferentes muestras y mostrando una alta abundancia relativa
de Xylariaceae y R. necatrix (Figura 18).

Como objeto de resaltar las diferencias generadas por la introduccién vy el
avance del patdgeno, se tomaron y analizaron muestras de suelo y rizosfera
desde mesocosmos control e inoculados con R. necatrix y no tratadas con
PcPCL1606, y que mostraron diferentes indices de enfermedad (de 1 a 3).
El andlisis individual de estas muestras de suelo y rizosfera provenientes de
plantas sintomaticas en mesocosmos control no tratados, revel6 el profundo
impacto de la presencia del patdégeno, con un aumento de la abundancia
relativa de los Xylariaceae (la familia a la que pertenece R. necatrix)
conforme se observa el aumento en el indice de enfermedad en aguacate
(Figura 18.B y 18.C). Por el contrario, la familia Xylariaceae 0 mas
concretamente la especie R. necatrix, estaba practicamente ausente en las
muestras de suelo y rizosfera procedentes de mesocosmos tratados con
PcPCL1606 (Figura 18.C). Curiosamente, en el caso de los mesocomos
tratados con PcPCL1606, se observd un aumento de la abundancia relativa
para familia de Entolomataceae (Figura 18.A) en las muestras procedentes
de suelo.
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El indice de diversidad de Shannon y el indice de riqueza de Chao para
procariotas y eucariotas en el suelo y la rizosfera se muestran para el
"ensayo 1"y el "ensayo 2", y en general, la diversidad microbiana no diferia
significativamente entre las muestras tomadas desde el suelo y la rizosfera
(Figura 19).

El indice de diversidad de Shannon calculado para microorganismos
procariotas presentes en las muestras, no se vio influenciado por el
tratamiento con PcPCL1606, ni por la presencia o no del patégeno R.
necatrix (Figura 19).

La aplicacion de un tratamiento preventivo con la bacteria de control
biolégico PcPCL1606, no influyé significativamente en la diversidad
procariota (Figura 19). Por otro lado, en los datos observados para las
comunidades microbianas eucariotas, no se observaron diferencias
significativas entre los indices de diversidad procedentes de muestras no
infectadas por el patdégeno. Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas en el calculo del indice de diversidad de Shannon entre las
muestras de rizosfera tratadas o no tratadas con PcPCL1606 (Figura 19.A).
Por el contrario, el indice de riqueza en procariotas y eucariotas, utilizando
el indice Chao, no mostro diferencias significativas entre las diferentes
muestras y tratamientos (Figura 19.B).

Figura 18. Andlisis de comunidades eucariotas a nivel de familia presentes en muestras de
suelo y rizosfera tomadas de mesocosmos con plantas de aguacate inoculadas con R. necatrix
durante el "ensayo 2" a T3. Se muestran los resultados para muestras de suelo y rizosfera de
las plantas control (control suelo y control rizosfera, respectivamente), y para muestras de suelo
y rizosfera tomadas desde plantas sometidas a un tratamiento preventivo con PcPCL1606
formulado (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo rizosfera,
respectivamente). A) Abundancia relativa (en porcentaje) de diferentes grupos eucariotas
detectados por el analisis de secuenciacion de secuencias transcritas internas (ITS) del ADN
procedente de muestras de suelo y la rizosfera. EI grupo con <1% de abundancia relativa se
representd en gris. B) Abundancia relativa de las comunidades eucariotas en muestras
individuales de suelo y rizosfera de plantas control que muestran diferentes indices de
enfermedad de la podredumbre blanca radicular. C) Abundancia relativa de la familia
Xylariaceae y la especie R. necatrix en diferentes tratamientos.
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Figura 19. Representacién grafica de los indices de diversidad y riqueza de las comunidades
microbianas calculado mediante los indices de Shannon y CHAO, a partir de las secuencias
ITS y 16S DNAr procedentes de muestras de suelo/rizosfera de planta de aguacate sin el
patogeno (-Rn) y durante el control biolégico contra R. necatrix (+Rn). Las muestras analizadas
fueron: muestras control de suelo (control suelo) y rizosfera (control rizosfera) de plantas sin
inocular con PcPCL1606, y muestras de suelo y rizosfera (PcPCL1606 preventivo suelo y
PcPCL1606 preventivo rizosfera, respectivamente), procedentes de mesocosmos con el
tratamiento preventivo con PcPCL1606 formulado. - Rn: mesocosmos no inoculados; + Rn:
mesocosmos inoculados con R. necatrix.
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La figura 20 muestra la diversidad B de las comunidades procariotas (A) y
eucariotas (B) utilizando el indice de similitud de Bray-Curtis. Para los
procariotas, los resultados mostraron que la aplicacion del tratamiento
preventivo PcCPCL1606 en la planta de aguacate (sin patdgeno) no influyo
en la estructura de la comunidad, ya que las muestras de control se agrupan
junto con las muestras donde se aplic6 el tratamiento preventivo de
PcPCL1606 (Figura 20.A). Sin embargo, cuando el patdgeno R. necatrix
estad presente, se forma un grupo distinto con las muestras donde se aplico
PcPCL1606 y otro grupo con las muestras control (Figura 20.A). Las
comunidades fangicas tenian una agrupacion similar a las comunidades
procariotas, en las muestras donde el patdgeno no estaba presente. Dado que
las muestras de control también se agrupan con las muestras preventivas
PcPCL1606 (Figura 20.B). Sin embargo, en las muestras donde el patdgeno
estaba presente, los grupos en las comunidades de hongos cambian. Se
formo un grupo bien diferenciado con cuatro muestras de control (suelo de
control P2, rizosfera de control P2, suelo de control P3 y rizosfera de control
P3) (Figura 20.B). Por otro lado, las muestras donde se aplico el tratamiento
preventivo PCPCL1606 se agruparon juntas. Y se formé un tercer grupo con
2 muestras de control (suelo de control y rizosfera P1) (Figura 20.B), que
estaba mas cerca, por lo que tiene mas similitud, a las muestras preventivas
PcPCL1606 que, al grupo con las cuatro muestras de control, estas muestras
control corresponden a las plantas con menor indice de enfermedad.
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Figura 20. Representacion grafica de analisis de componentes principales con el indice de
Bray-Curtis, a partir de los datos de abundancia relativa correspondientes a A) 16Sy B) ITS
de muestras de suelo/rizosfera de planta de aguacate sin el patégeno y durante el control
bioldgico contra R. necatrix (+Rn). Las muestras analizadas fueron: muestras control de suelo
(control suelo) y rizosfera (control rizosfera) de plantas sin inocular con PcPCL1606, y
muestras de suelo y rizosfera (PcPCL1606 preventivo suelo y PcPCL1606 preventivo
rizosfera, respectivamente), procedentes de mesocosmos con el tratamiento preventivo con
PcPCL1606 formulado. + Rn: mesocosmos inoculados con R. necatrix.

3.1.4. Papel de PcPCL1606 en la supresividad del suelo

Se valord la capacidad de las diferentes muestras de suelo tomadas desde
distintos mesocosmos, para inhibir al patdgeno R. necatrix. Para medir la
supresividad de las distintas muestras de suelo, se empled en ensayo
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mediante camaras de difusion. Finalmente, la induccion de la supresividad
del suelo se probd después de la aplicacion del tratamiento control ASO, asi
como con la combinacion del suelo sin tratar y tratado con PcPCL1606.
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Figura 21. Valoracion de la supresividad contra R. necatrix de muestras de suelo ensayadas en
camaras de difusion. A) Aspecto del de crecimiento de R. necatrix frente a diferentes muestras
de suelo del "ensayo 2" de mesocosmo en T3. B) Area de crecimiento fangico para los distintos
tipos de suelo. Las muestras analizadas fueron muestras de suelo sin enmendar (Control), suelo
enmendado con cascara de almendra compostada (ASO) como control positivo de supresion,
suelo tomado del mesocosmos donde se aplic6 PcPCL1606 formulado (PcPCL1606
preventivo), suelo tomado del mesocosmos donde se aplic6 PcPCL1606 formulado pero
tratado con calor (HT), suelo HT suplementado con PcPCL1606 (HT + PcPCL1606) y suelo
HT suplementado con mutante AdarB, no productor de HPR (HT + AdarB).

Mediante el ensayo de cdmaras de difusion, la mayor inhibicién del
crecimiento fangico se mostré en el suelo enmendado con ASO Yy en
muestras de suelo procedentes del mesocosmos bajo tratamiento preventivo
con PcPCL1606. El crecimiento de R. necatrix en estas camaras de difusion
mostraron area de crecimiento significativamente menor (ANOVA, p<0,05)
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cuando se compararon con las muestras de suelo control no tratado (Figura
21). Para asignar la naturaleza microbiana de la supresividad mostrada por
estos tratamientos, una muestra del suelo supresivo, procedente de los
mesocosmos bajo tratamiento preventivo con PcPCL1606, se trato con calor
y perdio significativamente su fenotipo de inhibicion del crecimiento del
patdgeno (suelo conductivo). Para otorgar el efecto supresor a PcPCL1606,
el suelo conductivo tras tratarlo con calor, se complementé con PcPCL1606.
Este suelo conductivo recuperd significativamente la actividad supresora,
mientras que el suelo conductivo tratado con calor se complemento con la
cepa derivada de PcPCL1606 no antagonista y defectuosa en la produccion
HPR, AdarB (Tabla 1). La incorporacion de AdarB no provoco supresion
del suelo, mostrando un area de crecimiento fungico mas alto muy similar a
la del suelo tratado con calor y el suelo control sin ningun tratamiento
(ANOVA, p=<0,05).

3.2. Bases geneticas de la interaccion multitrofica: genes de PCPCL1606
regulados por HPR durante la interaccion con la rizosfera de aguacate

3.2.1. Puesta a punto del modelo de interaccion para la extraccion de
ARN

Para poner a punto el modelo de interaccion entre la raiz de aguacate, el
hongo fitopatdgeno R. necatrix, y la bacteria PCPCL1606, se modifico el
modelo de interaccién previamente propuesto por Zumagquero et al., 2019.
Se realizaron distintas aproximaciones para aproximar el sistema a la
realidad, y a su vez consiguiendo el ARN de calidad suficiente para los
estudios de expresion.

Para la puesta a punto del modelo de interaccion se probaron varias
condiciones para la seleccionar la opcion mas idonea para la interaccion. De
forma resumida, se utilizé la planta entera en el sistema, ya que el cortar
solo las raices, o la planta cortada por la base del tallo, la planta estaria mas
alterada, y podria causar una variacion en los exudados radiculares, al
realizarle una herida al cortarla. La inoculacion de PcCPCL1606 en las raices
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de aguacate previamente desinfectadas, siempre se llevd a cabo mediante
inmersion en una suspension de PcPCL1606 (108 ufc/ml; DOgo=0.8).

La planta inoculada con PcPCL1606 se coloco en una placa cuadrada de
Petri de 23 cm de lado, y se evaluaron distintos sustratos en los que poner
la planta para su posterior andlisis. Se ensayé emplear el medio Murashige
& Skoog, papel de filtro estéril humedecido con agua destilada estéril y en
arena de cuarzo estéril. Tras 72 horas, se comprobo el estado de la planta, y
en los 3 casos, la planta se mantuvo con aspecto saludable y sin desecacion,
por lo que finalmente se escogidé la arena de cuarzo estéril para poder
realizar la posterior extraccion de ARN desde la rizosfera de la planta. En
la imagen se muestra una foto del modelo (Figura 22)

Figura 22. Foto del modelo final utilizado para la interaccion bacteria-planta, para el andlisis
RNA-seq.

Y para el estudio de la interaccion entre la planta, la bacteria y el hongo
fitopatdgeno, se analizaron distintas vias de inoculacion del patégeno. Se
selecciond la opcidon de poner un filtro de nylon sobre las raices y poniendo
atraveés del filtro una suspension de las hifas del hongo, ya que, para valorar
dichas inoculaciones, se realizaron extracciones de DNA de la rizosfera, y
posterior PCR de deteccion especificas de R. necatrix y de PcCPCL1606, y
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asegurar que la interaccion puede estar produciéndose. La opcion donde se
aplica la suspension del hongo, es donde mejor se detecta R. necatrix, con
respecto a las opciones de poner discos de PDA con R. necatrix sobre el
filtro de nylon, y los discos sobre celofan perforado.

Finalmente, para determinar el tiempo al que se realiza el estudio de
expresion de ARN de la rizosfera, se realizaron extracciones de ARN a las
24, 36, 48 y 72 horas sobre el modelo final elegido, y se determiné la
expresion mediante RT-gPCR del gen darB, gen biosintético de HPR y de
del gen PCL1606 27800, que codifica para una quitinasa. Se puede
observar, que no hay diferencias significativas en los valores de expresion
normalizada de estos genes a lo largo de los tiempos seleccionados (Figura
23). Por tanto, se escogi6 48 horas como tiempo de eleccion para los ensayos
de interaccion, coincidiendo con otros estudios similares que garantizan la
existencia de interaccion multitréfica (Chittem et al., 2020; Wang et al.,
2019; McNeil et al., 2018).

1,000
0,800 -
0,600 -

BdarB
0,400 OPCL1606_27800

0,200 - {
0,000

Tiempo (horas)

Expresion normalizada

Figura 23. Analisis de expresion mediante RT-qPCR para la puesta a punto del modelo de
interaccion. Expresién del gen darB (verde) y el gen PCL1606_27800, que codifica para una
quitinasa (amarillo) de PcPCL1606 a los tiempos de interaccion 24, 48 y 72 horas.

3.2.2. Muestras de ARN e identificacién de DEGs

De las seis muestras de ARN de rizosfera extraidas, tres muestras donde se
inoculé PcPCL1606 y otras tres donde se inoculo AdarB, fue posible aislar
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entre 1313 y 2402 ng de ARN total por muestra. La calidad de todas las
extracciones de ARN se verificd y todas las extracciones fueron de calidad,
obteniendo valores de RIN aceptables (nimero de integridad de ARN) entre
7,3y 8,5. Tras obtener muestras de calidad, se realizo la secuenciacion por
la Unidad de Gendmica y Ultrasecuenciacion (Universidad de Malaga). En
primer lugar, se llevd a cabo la eliminacion de los ARN ribosomales con
sondas Illumina Ribo-Zero Plus rRNA Depletion Kit (Gram + y Gram-),
aunque esto sugiere una buena eliminacion de los ARN ribosomales, no se
garantiza la eliminacién al 100%, ya que puede existir degradaciones del
ARN ribosomico que no es capturado por las sondas Ribo-Zero.
Posteriormente, se realizo la secuenciacion de las muestras utilizando el
equipo NextSeq550 (Illumina).

Las lecturas en bruto y el posterior procesamiento se llevé a cabo por el
Centro de Supercomputacion y Bioinnovacion (Universidad de Méalaga). El
flujo de trabajo del procesamiento de las lecturas esta basado en una serie
de paquetes de softwares adaptados al modelo experimental. Los
componentes del analisis pipeline incluyen: SeqTrimNext (STN) (v.s.6),
que limpia las lecturas, eliminando las secuencias de baja calidad,
secuencias de baja complejidad, elimina adaptadores de la técnica, ARN
ribosomal y secuencias contaminantes especificas utilizando un Blast
customizado contra diferentes bases de datos (en este caso los filtros
utilizados como contaminantes fueron ribosomales y Persea americana).
Los siguientes softwares utilizados fueron BOWTIE (v.2.2.9), para alinear
las lecturas a la referencia gendémica, y Samtools (v. 0.1.19), un paquete de
programas para tratar directamente con los ficheros de alineamiento,
leyendo, escribiendo, editando o visualizando los ficheros de alineamiento
en formato SAM/BAM. Y por ultimo se utilizé Tuxedo Package (Trapnell
etal., 2012), para estimar las lecturas de RNA-Seq alineadas en los distintos
transcritos y estimar su abundancia. Una vez contadas las lecturas mapeadas
a cada gen y normalizados los datos, se obtuvieron los genes con expresion
diferencial, que seran aquellos que muestren un p-valor inferior a 0,05.
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Figura 24. Analisis comparativo de genes expresados diferencialmente por la produccion de
HPR durante la interaccion de PcPCL1606 y la raiz de aguacate. Para ello, se realiza un A)
RNA-seq en muestras de rizosfera de plantas de aguacate inoculadas con PcCPCL1606 vy el
mutante AdarB. B) Diagrama de VVenn que muestra la distribucion de los DEG: genes con un
logz Fold change >1 (genes sobreexpresados por HPR; verde) y genes con un logz Fold change
<-1 (genes reprimidos por HPR; rojo). C) Representacion en forma de “volcan”: Logz Fold
change frente a -Log10 del q valor; el g valor es un valor ajustado del p valor, el cual se utiliza
como correccion para disminuir los posibles falsos positivos.
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Una vez calculado el perfil de expresion, se detectaron los genes expresados
diferencialmente entre PcCPCL1606 y AdarB en interaccion con las raices de
plantas de aguacate, con el objetivo de analizar posibles genes regulados por
HPR, en la figura 24.A se esquematiza un resumen de la interaccién. Los
genes expresados diferencialmente (DEG) se expresaron en diferencia de
magnitud de orden 2 (logz2 FoldChange; Log2FC). De un total de 6094 genes
analizados, 298 genes estaban sobreexpresados diferencialmente
(LogzoFoldChange> 1) y 88 genes estaban reprimidos por HPR
(LogzFoldChange< 1) en PcPCL1606 (Figura 24.B). Se utilizd una
representacion en “volcan” para representar graficamente los genes
expresados diferencialmente (Fig 24.C).

Las posibles funciones de estos genes se analizaron utilizando la
clasificacion de “cluster de genes ortdlogos” (COGs; Figura 25). Dentro de
los genes sobreexpresados por la produccion de HPR, 35 genes pertenecen
al grupo de prediccion de funcion general [R]. Ademas, 48 genes se
clasificaban dentro del grupo de funcién desconocida [S]. Se aprecia de
manera notable un gran ndmero de genes (n=58) regulados positivamente
por HPR que se predicen para la categoria COG relacionada con el
transporte de aminoacidos y metabolismo [E]. También observo un nimero
representativo de genes clasificados dentro de otras categorias, como
transporte y metabolismo [P, I, H, G y F] o en la categoria de transcripcion
[K]. Con respecto a los genes reprimidos por HPR, la mayor parte de los
genes se encuentra en la categoria de funcion desconocida [S], aunque 37
genes de los 88 genes reprimidos diferencialmente por la produccion de
HPR, se encontraban repartidos en las distintas categorias de transporte y
metabolismo [P, I, H, G, Ey F].

Para agrupar a aquellos genes que se vieron mas afectados por la produccién
de HPR, se realiz6 una seleccién ordenada de los 20 genes que presentaban
mayores niveles de sobreexpresion (Anexo 9) y represion (Anexo 10).
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Figura 25. Clasificacion por categoria de genes ortélogos (COG) de los genes diferencialmente
expresados (DEGS) resultantes de la comparacion entre PCPCL1606 y el mutante AdarB. Las
barras indican el nimero de genes representados en cada categoria, se muestran los genes
sobreexpresados por HPR en barras verdes y los genes reprimidos por HPR en barras rojas.

3.2.3. Seleccion de genes de interés y validacion de los resultados de
secuenciacion del transcriptoma (RT-gPCR)

Para realizar un analisis mas detallado, se procedié a la seleccion y estudio
de los 20 genes que presentaban mayores niveles de sobreexpresion y
represion (Anexo 9y 10) debido a la produccién de HPR.

Tras el andlisis de la categoria de genes ortélogos (COG), se pudo observar
que la mayor parte de genes tanto sobreexpresados como reprimidos, se
encontraban dentro de la categoria COG relacionada con el transporte y
metabolismo de aminoacidos [E]. Se realizd entonces un estudio para
localizar dentro de estos 20 genes mas sobreexpresados, genes
potencialmente implicados en transporte y metabolismo de amino&cidos.
Por ello es interesante destacar dentro de los 20 genes con mayor
sobreexpresion por HPR, el gen que mostré homologia con el transportador
de 2-oxoglutarato kgtP (PCL1606_14510; Log.FC: 4,15). El hecho de que
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el compuesto 2-oxoglutarato se ha descrito como un compuesto presente en
los exudados de plantas, por lo que planted continuar el estudio del gen
PCL1606_14510 y su papel en la interaccion con la raiz de aguacate. Otros
genes que se encuentran dentro de los genes sobreexpresados por HPR y
fueron seleccionados para su estudio son los genes PCL1606 56560 y
PCL1606_46820 (Log2FC de 3,39y 3,01), son homdlogos a los genes phal
y phaG de Pseudomonas aeruginosa, phal. El gen phal codifica una
proteina estructural y phaG, codifica una transacilasa que une la biosintesis
de acidos grasos con la biosintesis de granulos de polihidroxialcanoatos
(grénulos PHA).

Asi, los genes PCL1606_14510 y PCL1606_46820, fueron seleccionados
para su estudio, estan dentro de la lista de los 20 genes sobreexpresados por
HPR, y sus secuencias, como hemos mencionado anteriormente, son
homologas a los genes ya caracterizados kgtP y phaG, respectivamente, y
podrian estar implicados en la interaccion con la raiz de aguacate.

Para seguir con el estudio de estos genes, se realizé una RT-qPCR de estos
genes y otros genes sobreexpresados y reprimidos por HPR (Figura 26).
Estos resultados validan la expresion diferencial observada para los genes
seleccionados (kgtPy phaG), y, por lo tanto, se profundizo en el estudio del
papel de estos genes en la interaccion con la raiz de aguacate.
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Figura 26. Validacion de los datos del RNA-seq usando RT-qPCR. Por un lado, se representan
los datos de expresion del RNA-seq (barras azul oscuro), y las medias de los valores de
expresion obtenidos en la RT-qPCR (barras azul claro). Se analizaron tres muestras bioldgicas
con tres réplicas técnicas por muestra.

3.2.4. Caracterizacion del mutante PCL1606::kgtP

Se inicio el estudio de los fenotipos potencialmente implicados con la
expresion del gen PCL1606_ 14510 de PcPCL1606, que al ser el Gnico gen
con homologia al gen kgtP en el genoma de esta bacteria, se le denomino
provisionalmente de esta forma para PcPCL1606.

El gen PCL1606_14510 se encuentra dentro del listado de 20 genes con
mayor sobreexpresion debido a la produccion de HPR, con un valor de Logs
fold change de 4,15. Segun la comparacién de secuencias realizada en
BLASTP, el gen PCL1606_14510 presenta un 86% de identidad con la
proteina PA5530 de P. aeruginosa PAOL, anotada como proteina homologa
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al transportador kgtP de E. coli, descrita como responsable de transportar 2-
OG al interior celular. De acuerdo con esta informacion, el mutante AdarB
(no productor de HPR) y el mutante en el gen PCL1606_ 14510,
PCL1606::kgtP, podrian tener alterado el transporte de 2-OG, y por ello, la
utilizacion, de 2-OG como fuente de carbono. Para estudiar la funcion de
este transportador se obtuvo un mutante de insercion del gen
PCL1606_14510 (PCL1606::kgtP).

Para comprobar que la construccion del mutante por insercion se realizo
correctamente, se realizaron PCR de comprobacién con cebadores internos
y externos a la construccion insertada, verificando asi la insercion en la
region seleccionada. Por otro lado, se realizaron ensayos de curvas de
crecimiento con el mutante PCL1606::kgtP y la cepa silvestre, se tomaron
datos de densidad Optica de recuentos (Anexo 11), como se puede observar
el mutante PCL1606::kg¢P no muestra ninguna anomalia en su crecimiento,
siendo muy similar en la curva de crecimiento a la cepa silvestre
PcPCL1606.

3.2.4.1. Valoracion fenotipos del mutante de insercion PCL1606::kgtP

A continuacion, se llevé a cabo el analisis de fenotipos potencialmente
relacionados con la expresion de kgtP.

3.2.4.1.1. Papel de PCL1606::kgtP en el crecimiento de PcPCL1606 en
presencia de 2-oxoglutarato

La cepa mutante PCL1606::kgtP, junto con las cepas PcPCL1606 y AdarB
se compararon en un ensayo de crecimiento en medio minimo M9
suplementado con 2-OG, con el propdsito de conocer el papel de kgtP y de
la implicacion de la produccion de HPR en su regulacién. En los resultados
se puede observar como la densidad celular (DOsoonm) permanece a niveles
cercanos al 0,1 en el mutante PCL1606::kgtP, mientras que las cepas
PcPCL1606 y AdarB aumentan su absorbancia hasta 0,6 a tiempo 7,5 h
(Figura 27.A).
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Figura 27. Crecimiento en medio minimo M9 con 2-OG (5 mM) como fuente de carbono. A).
Medida de la absorbancia de las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::kgtP en diferentes
tiempos (0, 1,5, 3, 4,5, 6, 7,5). B). Recuento del nimero de células (ufc/ml) de las cepas
PcPCL1606, AdarB 'y PCL1606::kgtP a diferentes tiempos (0, 1,5, 3, 4,5, 6, 7,5). Los datos
representan la media de 3 muestras biolégicas con 3 réplicas técnicas cada una + error estandar.
El asterisco indica diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al andlisis de varianza
(ANOVA,; test de Bonferroni; p < 0,05) realizado a punto final.

Los datos de densidad Optica obtenidos de la medida de absorbancia se
complementaron con el recuento del nimero de células (ufc/ml) realizado
para cada tiempo, confirmando también una disminucion significativa del
crecimiento del mutante PCL1606::kgtP con respecto a la cepa PcCPCL1606
a punto final tras 7,5 horas (Figura 27.B). Sin embargo, la cepa deficiente
en la produccion de HPR, AdarB, no mostro diferencias significativas con
respecto a la cepa silvestre PcCPCL1606 en la captacion de 2-OG del medio.
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3.2.4.1.2. Papel del gen PCL1606 14510 (kgtP) en la quimiotaxis a 2-
oG

Teniendo en cuenta que el compuesto 2-OG se encuentra presente en
exudados de raices de plantas, se llevo a cabo un ensayo en placa para medir
el efecto de quimiotaxis de las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::kgtP
hacia el 2-OG para estudiar el posible papel del gen kgtP sobre la
colonizacién en las raices de la planta, y su regulacién por HPR. El
desplazamiento que se produce en las cepas AdarB y PCL1606::kgtP es
significativamente menor que en la cepa silvestre PCPCL1606, siendo en el
mutante defectivo en el transporte de 2-OG, PCL1606::kgtP, el que presenta
los menores valores de desplazamiento hacia el compuesto 2-OG (Figura
28).

3.2.4.1.3. Papel del gen PCL1606 14510 (kgtP) en la movilidad tipo
swimming

Se estudiaron otros fenotipos adicionales en los que pudieran estar
implicados el compuesto 2-OG. Para observar si un menor transporte de 2-
OG genera un efecto sobre la movilidad de tipo swimming en la bacteria, se
midio6 esta movilidad para las cepas PCPCL1606, AdarB 'y PCL1606::kgtP.
Los resultados muestran una mayor movilidad de tipo swimming para el
mutante AdarB pero no para el mutante PCL1606::kgtP, el cual muestra el
mismo desplazamiento que la cepa PcCPCL1606 (Figura 29).
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Figura 28. Papel en quimiotaxis de las cepas PcPCL1606, AdarB 'y PCL1606::kgtP. A) Control
positivo de quimiotaxis hacia glucosa (G) (10 mM), a la derecha de cada placa. A la izquierda
de cada placa, se dispuso el control negativo de quimiotaxis (solucion salina 0,8%). B)
Quimiotaxis hacia el compuesto 2-OG, a la derecha de cada placa el sustrato 2-oxoglutarato
(2-OG; 10 mM), y a la izquierda, el control negativo de quimiotaxis (solucion salina 0,8%).
Las flechas en rojo indican la direccion y el desplazamiento bacteriano. En las graficas se
representan las medidas del desplazamiento bacteriano tomadas desde el origen de inoculacién
hasta la zona mas externa del frente de desplazamiento bacteriano. Diferentes letras indican
diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA,; test de
Bonferroni; p <0,05).
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Figura 29. Papel en la movilidad tipo swimming de las cepas PcPCL1606, AdarB y
PCL1606::kgtP. Se mide el area de desplazamiento (mm?) por swimming en medio TPG con
0,3% agar. Las barras de error representan el error estandar. Diferentes letras indican
diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA,; test de
Bonferroni; p <0,05). La barra de tamafio representa 5 cm.

3.2.4.1.4. Papel de PCL1606_14510 (kgtP) en el control bioldgico contra
R. necatrix en aguacate

Se realizaron dos ensayos independientes de control biolégico de la PBR
del aguacate. La evolucion del indice de enfermedad para cada tratamiento
con el tiempo se muestra en la Figura 30. En ambos ensayos, el tratamiento
control sin bacterias (No bacteria) mostrd6 una mayor progresion de la
enfermedad con respecto a las plantas donde se aplico la cepa de control
biolégico PcPCL1606 (Figura 30.A). Por otro lado, como se ha descrito en
trabajos previos, el mutante AdarB no mostro actividad de control biologico,
mostrando una progresion de la enfermedad similar al control sin bacterias.
El mutante PcPCL1606::kgtP se comportd de manera similar al mutante
AdarB.
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La comparacion de los datos del area bajo la curva de progreso de la
enfermedad (AUDPC) mostro que, el tratamiento de PcCPCL1606 producen
una reduccion estadisticamente significativa (ANOVA, p <0,05) en la
progresion de la podredumbre blanca radicular en comparacion con las
plantas de control no tratadas (No bacteria). Por otro lado, las plantas donde
se aplico el mutante AdarB y el mutante PCPCL1606::kg?P, mostraron un
aumento en la progresion de la enfermedad con valores similares a los
mostrados por el control sin bacterizar (Figura 30.B).
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Figura 30. Ensayo de control biolégico del mutante PCL1606::kgzP en el patosistema aguacate-
R. necatrix. Como control negativo, se emplearon plantas en sustrato infectado con el patégeno
y sin inocular con bacterias (no bacteria); como control positivo de control bioldgico, se
colocan plantas inoculadas con PcPCL1606 en sustrato con R. necatrix (PcPCL1606). El
muntate AdarB se incluye como no productor de HPR. Se realizaron dos ensayos
independientes. A) Progresion del indice de enfermedad mediante la evaluacion de los
sintomas aéreos de PBR. B) Area de progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC).
Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al analisis de
varianza (ANOVA, test de Bonferroni; p <0,05).

3.2.5. Caracterizacion del mutante PCL1606::phaG

En segundo lugar, se llevo a cabo el analisis de fenotipos potencialmente
implicados con la expresion de phaG y la produccion de grénulos de
polihidroxialcanoatos (granulos PHA).
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Los microorganismos utilizan diferentes vias para la sintesis de PHA.
Mediante analisis BLASTP se pudo observar que PcPCL1606 posee un
cluster de genes, homdlogos a los genes pha presentes en P. aeruginosa
(Figura 31). En el caso de P. aeruginosa, se identificé y caracterizé un
cluster de genes que contenia dos genes, phaCl 'y phaC2, que codificaban
para dos PHA sintasas diferentes, estos dos genes estaban separados por el
gen phaZ que codifica una PHA despolimerasa. Este locus también incluye
los genes phaD (que codifica el regulador transcripcional putativo), phaF'y
phal de funcidn desconocida. Y la transacilasa piaG que une la biosintesis
de acidos grasos de novo con la biosintesis de granulos PHA, y es
fundamental en la sintesis y acumulacién de PHA (Hoffmann et al., 2002 y
2004). En PcPCL1606, podemos observar un cluster de genes, que incluye
los mismos genes que el cluster de P. aeruginosa.

PcPCL1606
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phaG phaCi phaZ phaC2 phaD phaF  phai
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Figura 31. Estructura del clister de genes pha en PcCPCL1606 y en P. aeruginosa PAOL
(Hoffmann et al., 2004). El gen phaG se encuentra fuera del cldster. Los genes marcados en
rojo en pcPCL1606 indican los genes inducidos por HPR en el RNA-seq. Los porcentajes
dentro de los genes de PcPCL1606 muestran el porcentaje de identidad con los genes
correspondientes en P. aeruginosa.

Con el objetivo de valorar la implicacion de la produccion de HPR en la
sobreexpresion de phaG, se obtuvo un mutante de insercion en el gen phaG
(PCL1606::phaG).

El mutante PCL1606::phaG se verifico de igual forma que el mutante
PCL1606::kgtP, mediante PCR de comprobacion utilizando cebadores
externos e internos a la contruccion insertada, verificando asi la insercion
en la region seleccionada. Por otro lado, se realizaron ensayos de curvas de
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crecimiento con el mutante PCL1606::phaG Yy la cepa silvestre, se tomaron
datos de densidad Optica y de recuentos (Anexo 11), como se puede observar
el mutante PCL1606::phaG tienen un comportamiento similar que
PcPCL1606, con respecto al crecimiento.

3.2.5.1. Valoracion fenotipos empleando el mutante de insercion
PCL1606::phaG

Se llevd a cabo el analisis de fenotipos potencialmente implicados con la
expresion de phaG, los fenotipos ensayos son los mostrados a continuacion.

3.2.5.1.1. Produccion de granulos PHA

Como ya hemos descrito anteriormente PcPCL1606 posee un cluster de
genes, homdlogos a los genes pha presentes en P. aeruginosa. El cluster de
genes homdlogos a pha en PcCPCL1606 presenta la misma estructura en el
genoma que el conocido en P. aeruginosa (Figura 32). Entre estos genes, se
observo que el gen PCL1606_46820, correspondiente a un homélogo del
gen phaG de P. aeruginosa, resultaba sobreexpresado en la cepa
PcPCL1606, pero no en el mutante AdarB (no productor de HPR), lo que
podria sugerir que la produccién de HPR podria estar implicado en
produccién de los granulos PHA.

Para comprobar si la capacidad de sintesis de granulos PHA se veia afectada
por la produccion de HPR, la cepa silvestre PCPCL1606, y los mutantes
AdarBy PCL1606::phaG se cultivaron en medio minimo M9 suplementado
con 2% de glucosa,y posteriormente, se tifio una suspension de celulas con
Nile blue A para su observacion bajo microscopia de laser confocal. Los
resultados mostraron una reduccion de la capacidad de producir granulos
PHA tanto para el mutante AdarB como para el mutante PCL1606::phaG,
como se puede apreciar al comparar las imagenes de microscopia de
fluorescencia y en campo claro (Figura 32.A). El andlisis de imagen
realizado para cuantificar la intensidad de fluorescencia emitida por los
granulos tefiidos entre el niamero de celulas observadas en campo calor,
determind que las cepas AdarB y PCL1606::phaG presentaban unos valores
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significativamente menores que los de la cepa silvestre PcCPCL1606 (Figura
32.B).
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Figura 32. Visualizacion de granulos PHA de las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG
crecidas en medio minimo M9 suplementado con 2% de glucosa. A) Visualizacion de los
granulos PHA (en rojo) a microscopia de laser confocal. B) Imagenes en campo claro
correspondientes a las imagenes en A. La barra de tamafio representa 10 um C) Normalizacién
de valores de fluorescencia entre el nimero de células para las cepas PcCPCL1606, AdarB,
PCL1606::phaG. La barra representa el error estdndar. Diferentes letras indican diferencias
estadisticas entre las muestras de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA,; test de Bonferroni;
p <0,05).
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3.2.5.1.2. Efecto de la produccion de los granulos PHA a diferentes tipos
de estrés abioticos

Con el objetivo de determinar algunos aspectos biolégicos de la produccion
de granulos PHA en PcPCL1606 y para profundizar en el grado de
implicacion de la produccién de HPR en la formacion de los granulos PHA,
se llevaron a cabo diferentes ensayos para valorar la tolerancia de las cepas
PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG frente a diferentes tipos de estrés
abioticos.

3.2.5.1.2.1. Tolerancia a la desecacion

Los resultados del ensayo de tolerancia a la desecacion mostraron que, tras
60 min en condiciones de desecacion, una suspension de la cepa silvestre
PcPCL1606 redujo su densidad celular inicial de 7,2-10% ufc/ml a una
densidad celular final de 2,7-10% ufc/ml. Se mostraron resultados similares
para suspensiones con las cepas, AdarB y PCL1606::phaG, que pasaron de
6,1-108 y 7,2-108 ufc/ml a 5,8-10° y 6,3-10° ufc/ml, respectivamente. Tras
analizar estadisticamente los resultados no se comprobaron diferencias
significativas en la viabilidad celular entre las cepas (Figura 33).
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Figura 33. Supervivencia bacteriana en condiciones de desecacion de las cepas PcPCL1606,
AdarB y PCL1606::phaG, expresado en log10 ufc/ml. La barra representa el error estandar.
Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al analisis de
varianza (ANOV A, test de Bonferroni; p <0,05).
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3.2.5.1.2.2. Tolerancia a la temperatura

En los ensayos de tolerancia a alta temperatura, se observo que la cepa
silvestre PcPCL1606 tuvo una disminucién de la supervivencia celular,
pasando de un valor en la suspension inicial de 2-10° ufc/ml a una
supervivencia final de 9-10% ufc/ml tras 30 min sometida a 50°C. En cuanto
a los mutantes AdarB y PCL1606::phaG, es interesante destacar que se
observa una disminucion de la supervivencia en ambas cepas, pasando de
valores iniciales en las suspensiones celulares de 1-10° y 7-108 ufc/ml
respectivamente, hasta no observarse células vivas en los recuentos en placa

a los 30 min a 50°C, mostrando una menor tolerancia al calor que la cepa
silvestre PcPCL1606 (Figura 34).

== PcPCL1606
=== AdarB
%= PCLI1606::phaCG

Log, ufc/ml

] T
0 10 20 30
Tiempo (minutos)

Figura 34. Supervivencia bacteriana a alta temperatura (50°C) de las cepas PcPCL1606, AdarB
y PCL1606::phaG. Se realizaron recuentos cada 10 minutos y los recuentos se expresaron en
logio ufe/ml. La barra representa el error estandar. Los datos representan la media de 3 muestras
bioldgicas con 3 réplicas técnicas cada una. El asterisco indica diferencias estadisticas entre

las muestras de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) realizado a punto final (test de
Bonferroni; p <0,05).

3.2.5.1.2.3. Tolerancia a perdxido de hidrégeno.

Cuando se coloco un disco de papel whatmman con perdxido de hidrogeno
sobre una placas de medio TPG con un césped de las cepas a ensayar
(PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG), se observo que los mutantes
AdarB y PCL1606::phaG exhiben mayor sensibilidad este agente oxidante
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en comparacion con la cepa silvestre; asi, los halos de inhibicion de las
cepas PcPCL1606, AdarB, PCL1606::phaG alrededor de los discos
impregnados en perdxido de hidrogeno fueron de media 34,2, 38,0 y 43,15
mm?, respectivamente (Figura 35). Los resultados del anélisis estadistico de
la medida del area de inhibicion en las distintas cepas confirmaron que
existian diferencias significativas entre la cepa silvestre PcCPCL1606 y las

cepas mutantes AdarB y PCL1606::phaG.
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Figura 35. Tolerancia a peréxido de hidrdgeno de las cepas PcPCL1606, AdarB y
PCL1606::phaG. En la gréfica se representa la medida del rea de inhibicidn de crecimiento
de las cepas en medio minimo M9 suplementados con 2% de glucosa en presencia de peroxido
de hidrogeno. La barra representa el error estandar. Diferentes letras indican diferencias
estadisticas entre las muestras de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA,; test de Bonferroni;

»<0,05).
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3.2.5.1.2.4. Supervivencia en suelo

Se evalud la supervivencia en arena de cuarzo de las cepas PcPCL1606,
AdarB y PCL1606::phaG siete dias después de su inoculacion. El indculo
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inicial para las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::phaG fue de 5,9-10°,
1,4-10° y 3,5-108 ufc/g de suelo, respectivamente.

10
=)
T‘g 8 a a a
» d mg¥a P “>>>
I e —
5 6 o (] ] Y PP
=
™
g
= 47

2 I T T

PcPCL1606 AdarB PCL1606::phaG

Tratamientos

Figura 36. Supervivencia bacteriana en suelo (arena de cuarzo) de las cepas PcPCL1606,
AdarB 'y PCL1606::phaG tras 7 dias, expresado en logio ufc/ml. La barra representa el error
estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al
analisis de varianza (ANOVA, test de Bonferroni; p <0,05).

Siete dias después de la inoculacién PcPCL1606 mostré unos niveles de
persistencia de 8,5-10° ufc/g de suelo, datos similares se mostraron para las
cepas AdarB 'y PCL1606::phaG cuyos niveles de persistencia fueron 6,6-10°
y 6,3-10° ufc/g de suelo sin encontrar diferencias significativas en la
supervivencia de las distintas cepas en la arena de cuarzo, en las condiciones
a las que se realizo el ensayo (Figura 36).

3.2.5.1.3. Fenotipos adicionales relacionados con la produccion de
granulos PHA

Se estudiaron otros fenotipos adicionales en los que pudieran estar
implicados los granulos PHA. Para observar si una menor produccion de
granulos PHA genera un efecto sobre la movilidad de tipo swimming en la
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bacteria, se midié esta motilidad para las cepas PcPCL1606, AdarB y
PCL1606::phaG.

Los resultados muestran una mayor movilidad de tipo swimming para el
mutante AdarB pero no para el mutante PCL1606::phaG, el cual muestra el
mismo desplazamiento que la cepa PcPCL1606 (Figura 37).
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Figura 37. Area de desplazamiento (mm?) por swimming de las cepas PcPCL1606, AdarB 'y
PCL1606::phaG en medio TPG con 0,3% agar. Las barras de error representan el error
estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al
analisis de varianza (ANOVA, test de Bonferroni; p <0,05).

3.2.5.4. Papel de la produccion de granulos PHA en el control bioldgico
contra R. necatrix en aguacate

Con objeto de valorar si la produccién de los granulos PHA tenia un papel
relevante en el control bioldgico, se llevaron a cabo dos ensayos de control
bioldgico independientes contra la PBR del aguacate. La evolucion de la

136



RESULTADOS

enfermedad con el tiempo se muestra en la figura 38. Las plantas control sin
bacterias (No bacteria) mostraron una mayor progresion de los sintomas de
la enfermedad que las plantas donde se aplico la cepa de control bioldgico
PcPCL1606 (Figura 38.A). El mutante AdarB no mostré actividad de
control bioldgico, mostrando una progresiéon de la enfermedad similar al
control sin bacterias, como ya se habia descrito en trabajos previos. Y el
mutante PCL1606::phaG mostrd una progresion de la enfermedad similar
al mutante AdarB.
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Figura 38. Control bioldgico contra la PBR en aguacate de las cepas PcPCL1606, el mutante
AdarB y el mutante PCL1606::phaG. Como control, se emplearon plantas sin bacterias (no
bacteria). A) Progresion del indice de enfermedad en dos ensayos independientes. B) Area de
progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) de los dos ensayos. Las barras de error
representan el error estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre las
muestras de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA,; test de Bonferroni; p <0,05).

La comparacion estadistica de los datos del area bajo la curva de progreso
de la enfermedad (AUDPC) mostr6 que, las plantas inoculadas con la cepa
PcPCL1606 produce una reduccion significativa (ANOVA, p<0,05) en la
progresion de la enfermedad en comparacion con las plantas control no
tratadas (No bacteria). Es interesante destacar, que las plantas donde se
aplico el mutante AdarB y el mutante PCL1606::phaG, mostraron un
aumento en la progresion de la enfermedad con respecto a la cepa silvestre
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(PcPCL1606), mostrando valores similares al control sin bacterizar (Figura
38.B).

3.3. Bases genéticas de la interaccion multitréfica: genes de PcPCL 1606
regulados por HPR durante el control bioldgico en el patosistema R.
necatrix-aguacate

3.3.1. Muestras de ARN e identificacién de DEGs

De las extracciones de ARN obtenidas para analizar, se obtuvieron
concentraciones oscilaron entre 1321 y 3668 ng de ARN total de las
muestras de rizosfera. Todas las extracciones de ARN fueron de calidad,
obteniendo valores de RIN (nimero de integridad de ARN) entre 6,1y 7,2.
Estas muestras se enviaron para su secuenciacion a la Unidad de Gendmica
y Ultrasecuenciacion (Universidad de Malaga). Como se ha explicado en el
apartado 3.2.2, se llevo a cabo la eliminacién de los ARN ribosomales con
sondas Ribo-Zero Bacteria y la secuenciacion se realiz6 con el equipo
NextSeq550 (Illumina). Las lecturas en bruto y el posterior procesamiento
los realiz6 el Centro de Supercomputacion y Bioinnovacion (Universidad de
Malaga). Se llevé a cabo la misma metodologia que se ha descrito en el
apartado 3.2.2., utilizando el mismo flujo de trabajo, resumiendo se utilizd
el software SeqTrimNext (STN) (v.s.6), que limpia las lecturas, los filtros
utilizados para eliminar secuencias contaminantes fueron ribosomales,
aguacate (Persea americana) Yy en este caso Rosellinia necatrix. Para alinear
las lecturas a la referencia genomica (genoma de PcPCL1606) se utilizaron
los softwares BOWTIE (v.2.2.9), y Samtools (v. 0.1.19). y para estimar la
abundancia de los transcritos y calcular el perfil de expresion se utilizo el
Tuxedo Package (Trapnell et al., 2012).
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Figura 39. Analisis comparativo de genes expresados diferencialmente por la produccién de
HPR, durante la interaccion de las cepas bacterianas con la raiz del aguacate y con el patégeno
R. necatrix. A) Modelo resumen de la interaccién. B) Diagrama de Venn que muestra la
distribucion de los DEG: genes con un logz Fold change >1 (genes sobreexpresados por HPR;
verde) y genes con un log2 Fold change <-1 (genes reprimidos por HPR; rojo). C)
Representacion en forma de “volcan”: Logz Fold change frente a -Log10 del g valor; el q valor
es un valor ajustado del p valor, el cual se utiliza como correccion para disminuir los posibles

falsos positivos.
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Una vez obtenido el perfil de expresion, se detectaron los genes expresados
diferencialmente entre PcCPCL1606 y AdarB en interaccion con las raices de
plantas de aguacate y en presencia del patdgeno R. necatrix, con el objetivo
de analizar posibles genes regulados por HPR que intervienen durante la
interaccion multitrofica, esta interaccion se encuentra resumida en la figura
39.A. Los genes expresados diferencialmente (DEG) se expresaron en
diferencia de magnitud de orden 2 (log2FoldChange; LogzFC). De un total
de 6094 genes analizados, 86 genes estaban diferencialmente
sobreexpresados por la produccién de HPR (Log.FC> 1) y 179 genes
estaban reprimidos por la produccion de HPR (Log2FC< 1) en PcPCL1606
(Figura 39.B). Se utiliz6 una representacion en “volcan” para representar
graficamente los genes expresados diferencialmente (Figura 39.C).

Se realizd una clasificacion de “cluster de genes ortdlogos” (COGs) para
analizar las funciones de los genes expresado diferencialmente (Figura 40).
Dentro de los genes sobreexpresados por HPR, los marcados en verde, la
mayor parte de genes se encuentran clasificados en la categoria de funcién
desconocida (17 genes) [S] y en la categoria de movilidad celular (14 genes)
[N]. En el resto de las categorias se encuentran entre 0 y 6 genes.

Con respecto a los genes reprimidos por HPR en la interaccion multitréfica,
la mayor parte de los genes se encuentra en la categoria de funcién
desconocida (45 genes) [S]. Es interesante destacar que 20 genes reprimidos
por HPR se encuentran clasificados en la categoria de transcripcion [K].
Dentro de las categorias de transporte de aminoacidos y metabolismo [E],
produccidn de energia y conversion [C] y trafico intracelular, secrecion y
transporte vesicular [U] se encuentran clasificados 13 genes dentro de cada
categoria.
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[S] Funcion desconocida
[R] Prediccion de la tuncion general solamente
[Q] Biosintesis de metabolitos secundarios, transporte v catabolismo
[P] Transporte de iones inorgdnicos y metabolismo
[T] Transperte de lipidos y metabolismo
[H] Transporte de coenzimas y metabolismo
[G] Transporte de carbohidratos y metabelismo
[F] Transporte de nucledtidos y metabolismo
[E] Transporte de aminodcides y metabolismo
[C] Produccién de energia y conversion
[L] Replicacion, recombinacion y reparacion
[K] Transcripeién
[J] Traduccidn, estructura ribosomal y biogenesis
[V] Mccanismos de defensa BHPR reprime en WT
[U] Trafico intracclular, secrecion y transporte vesicular HPR sobreexpresa en WT
| T] Mecanismos de transduccion de sefial
O] Modificacion postranscripeional, recambio proteico y chaperonas
|N] Motilidad celular
[M] Pared celular/membrana/biogénesis de la envoltura
[D] Control del ciclo celular, division celular, division cromosomica

T
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Figura 40. Asignacion de los genes diferencialmente expresados (DEGs) resultantes de la
comparacion entre PcPCL1606 y el mutante AdarB en la interaccion multitréfica, utilizando la
clasificacion por categoria de genes ort6logos (COG). Las barras indican el nimero de genes
representados en cada categoria, se muestran los genes sobreexpresados por HPR (verde) y los
genes reprimidos por HPR (rojo).

3.3.2. Seleccién de genes de interés y validacion de los resultados de
secuenciacion del transcriptoma (RT-gPCR)

Para realizar un analisis mas detallado, se procedié a la seleccion y estudio
de los 20 genes que presentaban mayores niveles de sobreexpresion y
represion debido a la produccion de HPR (Anexo 12 y 13).

Dentro de los 20 genes sobreexpresados, se encuentra el gen
PCL1606_36720 (Log-FC de 2,03), con una funcion predicha para una
polisacarido desacetilasa. Este gen es homologo al gen pgdA y que codifica
para una peptidoglucano/xilano/quitina desacetilasa (pgd4A/CDAL family)
del grupo P. chlororaphis, segun el anélisis de homologia en Uniprot a partir
de la secuencia de amino&cidos. Este gen podria ser interesante, ya que esta
descrito su participacion en la formacion de biopelicula. Paralelamente, y
por trabajos previos, se ha descrito que el mutante AdarB, no productor de
HPR, esta afectado en la morfologia de colonia, adhesion y formacion de
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biopelicula en interfase liquido-aire, por lo que seria interesante saber si este
gen con potencial actividad polisacarido desacetilasa puede estar implicado
en el fenotipo del mutante AdarB.

Por ello, se seleccioné el PCL1606 36720 como un gen que podria estar
potencialmente implicado en la formacién de biopelicula y podria que
participar en los procesos de interaccion con la planta y con el hongo.
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Figura 41. Validacion de los datos del RNA-seq usando RT-qPCR. Por un lado, se representan
los datos de expresion del RNA-seq (barras azul oscuro), y las medias de los valores de
expresion obtenidos en la RT-qPCR (barras azul claro). Se analizaron tres muestras biologicas
con tres réplicas técnicas por muestra.

Para validar los resultados de RNA-seq, se analizaron los niveles de
expresion de un conjunto de genes sobreexpresados (entre ellos el gen de
interés del este trabajo, PCL1606 36720), reprimidos y no afectados por la
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regulacion de HPR, mediante RT-qPCR (Figura 41). Los niveles de
expresion de estos genes se normalizaron al gen de referencia gyr4. Los
resultados obtenidos muestran unos niveles de expresion similares a los que
se observan en el anélisis RNA-seq, validando el fenotipo observado.

3.3.3. Construccion y caracterizacion del mutante PCL1606::pgdA

Se llevé a cabo el analisis de fenotipos potencialmente implicados con la
expresion del gen PCL1606_ 36720, y homdlogo a pgdA, y para ello se
construyé un mutante por insercion.

Para comprobar que la construccion del mutante se realiz6 correctamente,
se realizaron PCR de comprobacion con cebadores internos y externos a la
construccion insertada, verificando asi la insercion en la region
seleccionada. Por otro lado, se realizaron ensayos de curvas de crecimiento
con el mutante PCL1606::pgdA4 y la cepa silvestre para comprobar que la
mutacion no tenia efectos deletéreos en el mutante. Se tomaron datos de
densidad Optica y de recuentos (Anexo 11), y se puede observar que el
crecimiento del mutante PCL1606::pgdA es muy similar a la curva de
crecimiento de PcPCL1606, tanto a nivel de recuentos como en densidad
Optica.

3.3.4. Valoracion fenotipos del mutante de insercion PCL1606::pgdA

Para el analisis de fenotipos potencialmente implicados con la expresion de
kgtP, se llevaron a cabo los ensayos relacionados con formacion de
biopelicula, adhesion y swimming.

3.3.4.1. Papel de PCL1606::pgdA en la formacion de biopelicula

Se realizaron ensayos de formacion de biopelicula en la interfase liquido-
aire con las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::pgdA. Las cepas se
inocularon y crecieron en medio TPG en placas de 24 pocillos sin agitacion
a 25°C durante 6 dias. Tras 6 dias, la cepa silvestre formo biopelicula en la
interfase liquido-aire, mientras que no se observo formacion de pelicula en

143



RESULTADOS

el mutante AdarB. EI mutante PCL1606::pgdA4 mostrd el mismo fenotipo
que la cepa silvestre PcPCL1606 en la formacién de biopelicula en la
interfase liquido-aire tras 7 dias (Figura 42.A)

PcPCL 1606 AdarB PCL1606::pgdA
- - e = 1 i

#

Figura 42. Ensayos de formacion de biopelicula. A) Formacion de la pelicula de las cepas
PcPCL1606, AdarBy PCL1606::pgdA en la interfase liquido-aire. La barra de tamafio marca
0,5 cm. B) Morfologia de la colonia y unién a rojo Congo para las cepas PcCPCL1606, AdarB
y PCL1606::pgdA . La barra de tamafio es de 0,4 cm.

Por otro lado, prestando atencion a la morfologia de la colonia, se realizaron
suspensiones celulares que se inocularon en medio TPG al 1% de agar
suplementados con rojo Congo y azul de Coomasssie (Friedman y Kolter,
2004; Madsen et al., 2015). En este medio, tras 3 dias la cepa de tipo
silvestre se caracteriza por una superficie rugosa y un color rojo fuerte
debido a la unién del rojo Congo, indicando la produccion de polisacéridos.
Sin embargo, el mutante no productor de HPR, AdarB, muestra una
superficie lisa y una coloracion menos roja. Finalmente, el mutante
PCL1606::pgdA muestra la misma superficie rugosa y la misma coloracion
que la cepa silvestre (Fig 42.B).
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3.3.4.2. Papel de PCL1606::pgdA en la adhesion

Se realizaron ensayos de adhesion a corto plazo (4 horas tras la inoculacion)
y ensayos de adhesidon en la formacién de biopelicula sumergida (48 horas
tras la inoculacion), empleando las cepas PcPCL1606, AdarB y
PCL1606::pgdA.
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Figura 43. Ensayos de adhesion de las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::pgdA. A)
Adhesion a corto plazo en placas de 24 pocillos con TPG a 4 horas. B) Ensayo de adhesion en
placas de 24 pocillos con TPG vy tras incubar 48 horas a 25°C se midi6 la adhesion al pocillo
por tincién con cristal violeta y posterior absorbancia de 595 nm. Diferentes letras indican
diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al analisis de varianza (ANOVA,; test de
Bonferroni; p <0,05).

Las medidas de adhesion se realizaron por tincion con cristal violeta y
medida de absorbancia y los datos se normalizaron a los valores mostrados
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por la cepa silvestre, siendo 100% los valores de adhesion de la cepa
PcPCL1606. En la adhesion a corto plazo (4 horas de ensayo), el mutante
AdarB muestra una mayor adhesion que la cepa silvestre (Figura 43A). Sin
embargo, en la adhesion en la formacién de biopelicula el mutante AdarB
muestra una menor adhesién que PcPCL1606, de manera significativa
(p=<0,05) (Figura 43.B). Por otro lado, el mutante PCL1606::pgd4 muestra
una mayoadhesion que la cepa silvestre y el mutante AdarB, tanto en la
adhesion a corto plazo como la adhesion en la biopelicula (Figura 4.A y B).

3.3.4.3. Movilidad tipo swimming

Se realizaron ensayos de movilidad tipo swimming (0,3% agar) con las
cepas PcPCL1606, AdarB 'y PCL1606::pgdA.

Las medidas de swimming se realizaron cuantificando el éarea de
desplazamiento de cada cepa. Los datos se normalizaron a la cepa silvestre,
siendo 100% los valores de movilidad swimming de la cepa PcCPCL1606. El
mutante AdarB muestra una mayor movilidad tipo swimming que la cepa
silvestre, de forma significativa (»p<0,05) (Figura 44). Por otro lado, el
mutante PCL1606::pgd4 muestra una menor movilidad tipo swimming que
la cepa silvestre y que el mutante AdarB, (Figura 44).
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Figura 44. Movilidad de tipo swimming de las cepas PcPCL1606, AdarB y PCL1606::pgdA,
medida como area del frente de desplazamiento con respecto a la cepa silvestre (%) en medio
TPG con 0,3% agar. A) Aspecto de la movilidad en placa. La barra de tamafio indica 5 cm. B)
Representacion del area de desplazamiento para cada cepa. La barra de error representa el error
estandar. Diferentes letras indican diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al
analisis de varianza (ANOVA, test de Bonferroni; p <0,05).

3.3.4.4. Papel de PCL1606::pgdA en el control biolégico de la
podredumbre blanca radicular

Se realizaron dos ensayos independientes de control biolégico de la PBR
producida por R. necatrix en plantas de aguacate. La evolucién de la
enfermedad en el tiempo se muestra en la figura 45. Las plantas a las que se
les aplicé la cepa de control bioldgico PcCPCL1606 mostraron una menor
progresion del indice de enfermedad que las plantas control sin bacterias
(No bacteria; Figura 45.A). Tanto el mutante AdarB como el mutante
PCL1606::pgdA, muestran una progresion del indice de enfermedad similar
al control sin bacterias, como ya se habia descrito en trabajos previos.
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La comparacion estadistica de los datos del area bajo la curva de progreso
de la enfermedad (AUDPC) mostro que, en los dos ensayos independientes.
Las plantas donde se aplicd la cepa PcPCL1606 muestran una reduccion
significativa (ANOVA, p<0,05) en la enfermedad, en comparacion con las
plantas control no tratadas (No bacteria). Es interesante destacar, que las
plantas donde se aplico el mutante AdarB y el mutante PCL1606::pgdA4,
mostraron valores similares a el control sin bacterizar (Figura 45.B).
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Figura 45. Control bioldgico de la PBR en aguacate para la cepa silvestre PcPCL1606, y los
mutantes AdarB y PCL1606::pgdA4. Como control negativo, se emplearon plantas sin inocular. A)
indice de enfermedad para los distintos tratamientos en dos ensayos independientes. B) Analisis
del area de progreso bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) para los ensayos en A. Diferentes
letras indican diferencias estadisticas entre las muestras de acuerdo al anélisis de varianza
(ANOVA, test de Bonferroni; p <0,05).
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4. Discusion

Se han puesto de manifiesto en estudios recientes que Pseudomonas
chlororaphis PCL1606 (PcPCL1606) se ha convertido en una cepa modelo
para el estudio del comportamiento de aquellos potenciales agentes
bacterianos de control bioldgico frente a hongos patégenos de suelo (Pliego
et al., 2011). PcPCL1606 muestra una fuerte actividad antagonista y de
control bioldgico contra varios hongos fitopatogenos del suelo, entre ellos
R. necatrix (Cazorla et al., 2006), principalmente debido a la produccién del
compuesto antifangico 2-hexil, 5 propil resorcinol (HPR; Calderon et al.,
2013). La eficacia del control biol6gico individual por PcPCL1606, se ha
estudiado individualmente a diferentes niveles (Cazorla et al., 2006;
Gonzalez-Sanchez et al., 2013), aunque también como agente de control
biolégico usado combinado y, a considerar en una estrategia de control
integrado contra R. necatrix en plantas de aguacate (Arjona-Lopez et al.,
2019).

Sin embargo, uno de los aspectos necesarios para avanzar en el estudio de
PcPCL1606 como agente de control bioldgico real y seguro contra los
patdgenos flngicos transmitidos por el suelo, es conocer la biologia del
agente de control bioldgico en el suelo, evaluando la eficacia y los posibles
efectos sobre las comunidades microbianas del suelo nativo una vez que se
realiza su aplicacion. Vale la pena sefialar que antes del registro de
productos fitosanitarios en Europa, se requiere la evaluacion de los efectos
potenciales de los microorganismos aplicados sobre las poblaciones
microbianas del suelo nativo (Reglamento de la Comision no 544/2011,
L155/66).

Tras la aplicacion de cepas de Pseudomonas con actividad de biocontrol
contra patdgenos vegetales, la supervivencia del agente de biocontrol en
suelo y rizosfera puede depender de diversos factores, como, entre otros, el
tipo de formulacion del inoculo, las condiciones fisico-quimicas y
bioldgicas del suelo o el estado fisioldgico de la planta a proteger (Van Elsas
et al., 1992; Wessendorf y Lingens 1989). En este trabajo, la bacteria
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modelo PcPCL1606 se usé formulada experimentalmente en las
instalaciones de la multinacional Koppert B.V. (Paises Bajos), y se aplicd
al suelo mediante riego a plantas infectadas artificialmente por R. necatrix,
para simular las posibles condiciones comerciales de este tratamiento.
Previamente, el formulado de PcPCL1606 se analizo en el laboratorio, y
mostraba igual capacidad antagonista, produccion del compuesto HPR, y
control biolégico en comparacion con la cepa de tipo silvestre. Ademas, el
proceso de trazabilidad mediante la amplificacion especifica por PCR de
genes unicos y utilizacion de un medio selectivo para Pseudomonas,
funciond de forma correcta, como se han realizado para otros organismos
de biocontrol (Larena y Melgarejo, 2009), por lo que el proceso de
fermentacién y formulacidn no afectaron a las principales caracteristicas de
este microorganismo.

Es importante mencionar que PcPCL1606 habia sido aislada desde raices
de aguacate (Cazorla et al., 2006) en esta misma area geografica donde se
realizaron los ensayos (Velez-Malaga, Espafa), por lo que no se esperaban
problemas de adaptacion al entorno por parte de esta bacteria, y que pudiera
establecer facilmente su interaccion con los suelos naturales y la rizosfera
de aguacate. En este trabajo, se ha constatado que, tras su aplicacién, la cepa
PcPCL1606 se aislo tanto en muestras de suelo como de rizosfera de
aguacate, lo que indica que esta cepa se mueve desde el suelo inoculado, y
coloniza activamente las raices de aguacate. Para ello usaria mecanismos de
quimiotaxis hacia los exudados radiculares del aguacate, descrito
previamente (Polonio et al., 2017). Se observo una supervivencia de
PcPCL1606 en suelo y rizosfera de al menos 160 dias después de una Gnica
inoculacion individual con 10° células por mesocosmo en total
(aproximadamente 6-10* ufc/g de suelo fresco), y bajo condiciones
ambientales naturales. Esta supervivencia caracteristica también ha sido
mostrada por otras especies de Pseudomonas (Gao et al., 2012), y de que
apoyan la evidencia de que, una vez inoculada, la poblacién de PcPCL1606
se estabiliza rapidamente en el suelo y la rizosfera, y puede sobrevivir
durante varios meses. Al final del experimento (160 dias tras la
inoculacién), los recuentos de PcCPCL1606 tanto en suelo como en rizosfera,
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oscilaron entre valores de 10° y 10* ufc/g de suelo fresco. En ensayos
previos, y bajo condiciones de cdmara de cultivo, PcCPCL1606 mostré unos
niveles de 10° ufc/g rizosfera, a los 75 dias tras la inoculacion (Gonzalez-
Sanchez et al., 2013). Los resultados de este trabajo son similares a los
obtenidos en condiciones de campo para la PGPR P. fluorescens
LBUMG677, que mostr6 recuentos entre 2-10° y 9-10% ufc/g de rizosfera, tras
15 semanas desde la inoculacion (105 dias; Novinscak y Filion, 2019).
Tambien podemos observar resultados similares en recuentos en suelo, para
la cepa P. fluorescens Pf0-2, bajo condiciones naturales de campo, a 59 dias
tras la inoculacién y a una profundidad de muestreo de 6,5-13 cm, se
obtuvieron recuentos entorno a 10° ufc/g de suelo fresco (Marshall et al.,
2001).

En los ensayos de control biolégico, simulando condiciones de aplicacion y
cultivo semicomercial, se puso de manifiesto que con solo una aplicacion
preventiva (50 dias antes de la inoculacion de R. necatrix), PCPCL1606
conseguia retrasar la evolucion de los sintomas de la podredumbre blanca
radicular causada por R. necatrix, e incluso reducia significativamente el
indice de enfermedad (25-30 %), en comparacion con las plantas control no
tratadas, confirmando asi la actividad de control bioldgico previamente
observada para esta cepa en diversas condiciones (Cazorla et al., 2006;
Gonzélez-Sanchez et al., 2013).

Con objeto de llevar a cabo un estudio sobre las comunidades microbianas
presentes en los ensayos de mesocosmos inoculados con PcPCL1606, se
Ilevd a cabo una aproximacion empleando técnicas dependientes de cultivo.
Se analizaron los resultados de los recuentos bacterianos (bacterias
heterdtrofas totales y Pseudomonas-like) en el suelo y la rizosfera de los
distintos mecoscosmos experimentales bajo diferentes tratamientos, y que
simulaban condiciones comerciales. Estos recuentos proporcionaron una
primera indicacion de que la presencia del hongo fitopatdgeno R. necatrix,
tenia ya un fuerte impacto en los recuentos de bacterias heterotrofas totales
y de bacterias tipo Pseudomonas-like. Asi, se observo que la presencia del
hongo estimulaba los recuentos de microorganismos del tipo Pseudomonas,
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pero reducia el recuento de bacterias heterotroficas totales. Esta observacion
se vio apoyada por resultados similares observados previamente para
poblaciones bacterianas cultivables cuando interacttian con otros hongos del
suelo (Barnett et al., 1999; Weller, 1983; Sarniguet et al., 1992). Esto
sugiere que algunas bacterias podrian usar sustratos derivados de hongos y
establecer diferentes interacciones entre bacterias y hongos que van desde
el consumo de exudados mutualistas hasta las interacciones micofagas (de
Boer et al., 2005). Asi, este comportamiento podria ayudar a explicar la
mayor supervivencia de PcCPCL1606 en la rizosfera y el suelo cuando se
introdujo artificialmente R. necatrix. La supervivencia de PcPCL1606 a lo
largo del tiempo, se veria incrementada por el aumento de los metabolitos
fangicos disponibles en las zonas cercanas, que podrian ser facilmente
utilizados por la bacteria. Esta hipoOtesis de una mayor supervivencia
mediada por un aumento de la disponibilidad de nuevos recursos de origen
fangico se ve apoyada por los resultados mostrados en trabajos previos,
donde PcPCL1606 muestra una fuerte quimiotaxis tanto para los exudados
de raiz de aguacate como para los exudados fungicos de R. necatrix,
(Polonio et al., 2017). Esta quimiotaxis hacia R. necatrix, guiaria a la
bacteria hasta las cercanias del hongo, donde toma contacto con la hifa
fungica y la colonizaria (Calderdn et al., 2014b). Como resultado de tales
interacciones, acompafiada de la produccion bacteriana de compuestos
antifungicos y enzimas degradadoras, daria como resultado un efecto
deletéreo sobre el hongo, o que podria resultar en el aumento de los
recuentos de Pseudomonas-like en el suelo y la rizosfera.

Por otro lado, la también elevada quimiotaxis por los exudados radiculares
del aguacate, incluso mayor que para los exudados del hongo (Polonio et
al., 2017), hace que la bacteria se mueva activamente hacia la superficie
radicular. Una vez alcanza la superficie de la raiz, se ha observado que
PcPCL1606 puede establecer microcolonias a lo largo de la raiz del
aguacate. Esto facilitaria su supervivencia, ayudada por el habitat radicular
en si, y utilizando de estos nuevos compuestos disponibles y exudados a la
rizosfera (Calderon et al., 2014b). Este comportamiento, ya ha sido descrito
como crucial para la biologia de otras rizobacterias del género Pseudomonas
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(Lugtenberg et al., 2001). Ademas, dado que PcPCL1606 ocupa los mismos
nichos en la raiz que donde R. necatrix inicia la infeccion de la planta, es
aqui donde se establecen las interacciones necesarias para que tenga lugar
un control bioldgico exitoso. Con una elevada probabilidad de que ambos
microorganismos se encuentren en la superficie de la raiz del aguacate y
compitan por los mismos nutrientes disponibles (Calderon et al., 2014b).

En estos ensayos de mesoscosmos que simulan las condiciones de campo
de plantas comerciales, se estudio el efecto de la aplicacion de PcPCL1606
formulada semicomercial sobre las comunidades microbianas tanto en
suelos infestados como libres de R. necatrix. En los analisis de interaccion
en ausencia de R. necatrix, no se observaron diferencias relevantes en la
estructura 'y composicion de las comunidades procariotas,
independientemente de si las muestras se tomaron de rizosfera o de suelo,
con o sin el tratamiento preventivo con PcPCL1606. Esta homogeneidad
mostrada entre las poblaciones microbianas procedentes de las muestras de
suelo y rizosfera, indica el nivel de influencia que ejercen las raices de
aguacate en la capa de suelo en la que proliferan. EI 70-80 % de las raices
del aguacate se encuentran en los primeros 50 cm de suelo, donde, ademas,
se realiza el aporte de la materia organica. De esta manera, la presencia de
raices es alta y provoca que no haya practicamente diferencies entre suelo y
rizosfera en esta capa superficial del suelo. En estas muestras, las
comunidades de suelo y rizosfera estaban dominadas por los filos
Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia Yy
Bacteroidetes, que son los principales filos observados en suelos con
aportes moderados de materia organica (Llado et al., 2107). A nivel
taxonoémico de clase, Alfa-, Beta- y Gammaproteobacteria, Y Acidobacteria
fueron los taxones bacterianos proporcionalmente dominantes en las
muestras de suelo y rizosfera de aguacate, y que se han descrito con
frecuencia en suelos con alto contenido de C:N (Hermans et al., 2017), y se
encuentran facilmente en suelos con presencia de materia organica en
descomposicion (Johnston et al., 2019). Este es el caso de los suelos de
aguacate en el sur de Espafia, donde rutinariamente se realiza un manejo
contindo dirigido a aumentar los bajos niveles de materia organica, dejando
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hojarasca y residuos de poda picados en la superficie del suelo cada afio
(Bonilla et al., 2012), y aplicando enmiendas con materia organica (Vida et
al., 2016). En cuanto al efecto de la aplicacion PcPCL1606 sobre
comunidades eucariotas, sélo se pusieron de manifiesto cambios menores
tras la aplicacion de PcPCL1606 formulado. La mayoria de las comunidades
eucariotas (aproximadamente el 90 %) estdba compuesta por hongos,
mientras que el restante 10% de las secuencias de ITS eucariotas
pertenecieron a diversas familias de organismos eucariotas del grupo de los
protistas, como Cercozoa, Chlororphyta, Ciliophora, etc. Es destacable la
presencia de miembros de la familia Chromista f en todas las muestras
naturales analizadas. Este grupo taxondmico esta muy extendido (Messeger
et al., 2000) y contiene a la especie Phytophthora cinnamomi, considerada
como uno de los principales patdgenos de aguacate (Pérez-Jiménez, 2008).
Esta familia se asocia principalmente con suelos mal drenados,
especialmente suelos arcillosos, ya que el agua es el factor fundamental para
la diseminacion de esporas, como se observa en el area experimental de este
trabajo (Pérez- Jiménez, 2008). Con respecto a la composicion tipica de las
comunidades flangicas de estas muestras, se encontraron miembros de
familias saprofitas cominmente asociadas con la descomposicion de la
materia organica, como Agaricaceae, Chytridiomycetes Y Sordariomycetes;
Estas familias se encuentran tipicamente en ambientes donde la hojarasca
se descompone (Kerekes et al., 2013), lo que ocurre con los cultivos de
aguacate del sur de la Peninsula Ibérica. No se aprecian cambios relevantes
en las comunidades fungicas entre las muestras analizadas (suelo o
rizosfera). En estas muestras, la presencia de miembros de la familia
Xylariaceae (a la que pertenece R. necatrix) resultd casi indetectable, con
una abundancia relativa muy baja. Todos estos resultados también fueron
respaldados por la ausencia de diferencias significativas entre los indices de
diversidad y riqueza analizados en las muestras. Otros estudios han
mostrado resultados similares que indican que no hay cambios relevantes
en las poblaciones microbianas naturales despues de la aplicacion de un
microorganismo de control biologico. Por ejemplo, aplicaciones repetidas
de una cepa de P. putida en el suelo de un cultivo de citricos, no tuvieron
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ningun efecto sobre la comunidad microbiana residente (Steddom et al.,
2002). De igual manera, el tratamiento con Pseudomonas fluorescens 2P24
y CPF10 en pepino, muestra como las diferencias en la estructura de la
poblacién bacteriana en comparacion con el control, desaparecieron tras 8
semanas desde la aplicacion (Yin et al 2013). También se ha observado lo
mismo para agentes de control biolégico Gram-positivos como B. subtilis
B579, que se aplico en plantas de pepino, con un efecto minimo y transitorio
sobre la poblacion bacteriana de la rizosfera a las 4 y 9 semanas después de
la aplicacion (Chen et al., 2013), y B. amyloliquefaciens FZB42, donde no
se observaron diferencias taxondmicas en la microbiota de la rizosfera de la
lechuga, a las 2 y 5 semanas después del tratamiento (Krober et al 2014).

Por otro lado, cuando se introdujo el patdgeno de aguacate R. necatrix en el
mesocosmos, las comunidades microbianas del suelo y la rizosfera se vieron
fuertemente afectadas a distintos niveles. Este hongo esta muy adaptado al
cultivo del aguacate en el area mediterranea, y puede atacar las raices de un
gran namero de plantas, multiplicarse y expandir sus hifas dentro de las
raices, necrosando los tejidos vivos de la planta, y finalmente puede
sobrevivir facilmente en la materia organica en descomposicion (Pliego et
al., 2009; 2012) o bien formando estructuras de resistencia denominadas
microesclerocios (Gutierrez-Barranquero et al.,, 2012). Se ha descrito
previamente que la presencia de un hongo dominante en el suelo puede
influir en las comunidades microbianas del suelo y la rizosfera (de Boer et
al., 2015; Johnston et al., 2019). En este estudio, la presencia de R. necatrix
en los mesocosmos, provoca un impacto en las comunidades microbianas,
que apoya la observacion de que estas comunidades microbianas dependen
de la estrategia ecoldgica del hongo dominante (Johnston et al., 2019). Las
poblaciones procariotas procedentes de muestras de suelo y rizosfera,
mostraron una ligera alteracién como respuesta a la presencia este nuevo
elemento bioldgico; asi, se observd el aumento de la abundancia relativa de
familias bacterianas que contienen representantes con actividad quitinolitica
aumento (Chitinophagaceae Yy Cytophagaceae). ESte aumento en su
abundancia relativa se asocia a la presencia de este sustrato nuevo y
disponible (la quitina de la pared celular fangica), que proviene de una
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infeccion fungica transmitida por el suelo, como ya ha sido descrito
anteriormente (Carrion et al., 2019). Y aunque la abundancia relativa del
género Pseudomonas fue baja, en estas condiciones, la especie P.
chlororaphis solo fue detectada en muestras tomadas desde plantas tratadas
con PcPCL1606, lo que indicaria la fuerte adaptacion de este agente de
control bioldgico bacteriano a este habitat, como anteriormente se ha
mencionado.

Por otro lado, la comunidad eucariota se vio especialmente afectada por la
presencia de R. necatrix, destacando grupos taxonémicos con abundancias
relativas de aproximadamente 1-2%, que eran completamente diferentes
entre las muestras de plantas inoculadas y no inoculadas. Las muestras de
rizosfera y suelo de las plantas control no tratadas con PcPC1606, mostraron
un fuerte impacto por la presencia de R. necatrix, con 4 grupos taxonémicos
(las familias Nectriaceae, Chromista, Xylariaceae Y Trichocomaceae)
responsables de mas del 50% de la abundancia relativa de comunidades
eucariotas. Este impacto sobre las comunidades eucariotas también se ve
reflejado en una diferencia significativa en el indice de diversidad de
Shannon para la comunidad eucariota, pero no se observaron diferencias al
analizar el indice de riqueza de Chao. Esto se explicaria por la presencia
dominante de R. necatrix en estos mesocosmos, modulando el entorno
circundante, y alterando la presencia de distintos grupos de hongos, lo que
resulta en el desarrollo de la enfermedad de la podredumbre blanca radicular
del aguacate. Estos hongos, que resultan de la presencia de R. necatrix, son
principalmente hongos sapréfitos que se conocen por sus estrategias
agresivas de colonizacion y relacionados con la degradacion de madera y
materia organica (Lasota et al., 2019). En esas muestras, la abundancia
relativa de Xylariaceae, y especialmente de la especie R. necatrix, fue casi
la misma entre las muestras de suelo y rizosfera procedentes del tratamiento
control, con valores promedio superiores al 12%, dado que la infeccion del
aguacate por R. necatrix €s muy agresiva (Pliego et al., 2012), Sin embargo,
en estos mismos mesocosmos, pero tratados con PcPCL1606, la deteccion
de Xylariaceae ylo R. necatrix fue casi inexistente (<1%).
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En las muestras control infectadas con R. necatrix, se tomaron muestras para
analizar de 3 plantas representativas de los diferentes indices de enfermedad
en el momento del muestreo. El andlisis individual revel6 la correlacion
entre el aumento y el predominio de R. necatrix segin los sintomas aéreos
y las diferencias importantes entre la abundancia relativa de las familias de
hongos. Notablemente, la familia Nectriaceae también aumenté con el
tratamiento con R. necatrix. Varias de las especies contenidas en esta familia
pueden ser sapréfitos o patdgenos de plantas, que van de débiles a
virulentos, facultativos u obligados (Lombard et al., 2015). Estos resultados
apuntan a que se produce una sucesion de diferentes hongos que cambian
en abundancia relativa durante el proceso de infeccion, y que va
acompafado por un aumento progresivo de la abundancia relativa de R.

necatrix.

Esta hipdtesis se ve apoyada por los resultados obtenido en el analisis de
componentes principales de [ diversidad, donde se muestra que la
aplicacion del tratamiento preventivo PCPCL1606 en la planta de aguacate
(sin patdgeno) no tuvo influencia en la estructura de la comunidad, tanto a
nivel de procariotas como eucariotas. Resultados similares se han observado
en la aplicacion de Pseudomonas fluorescens 2P24 and CPF10, que no
muestran cambios en las comunidades de la rizosfera de pepino, segun
andlisis de componentes principales (Yin et al., 2013). Y, sin embargo,
cuando el patdgeno esta presente, se forma un grupo distinto con las
muestras donde se aplico PcCPCL1606, con respecto a las muestras control,
tanto en las comunidades procariotas como en las comunidades fangicas.
Esto podria ser debido, como se ha indicado antes, debido a la mayor o
menor abundancia del patdgeno, R. necatrix, en las muestras. Ya que, las
muestras control donde las plantas tenian menor indice de enfermedad
(suelo y rizosfera control P1), se agrupan mas cerca de las muestras donde
se aplico PcPCL1606 que se encontraban sanas debido a la actividad de
control bioldgico de la bacteria. Resultados similares se observan con otros
patogenos; La inoculacion de R. solani AG1-IB afectd severamente la
estructura de la comunidad bacteriana y fungica en la rizosfera de la
lechuga, estos efectos fueron mucho menos pronunciados en presencia del
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agente de control bioldgico Pseudomonas jessenii RU47 (Adesina et al.,
2009). También se observaron los mismos resultados, con R. solani y el
agente de control bioldgico B. amyloliquefaciens FZB42 (Chowdhury et al.,
2015). Asi, el tratamiento preventivo de PcCPCL1606 provocaria un efecto
deletéreo sobre R. necatrix, reduciendo asi el impacto del hongo sobre este
habitat, reduciendo los cambios que pudiera provocar en las comunidades
microbianas en suelo y rizosfera.

Es interesante resaltar el aumento en la abundancia relativa de la familia
fangica de los Sebacinales en las muestras de rizosfera y de suelo donde se
aplicé el tratamiento PcPCL1606 formulado. Los Sebacinales contienen
algunos representantes cosiderados como hongos simbidticos o micorrizas
radiculares muy diversos, que forman interacciones endofiticas y
promueven efectos beneficiosos sobre las plantas hospedadoras a diversos
niveles (Franken et al., 2012; Nautiyal et al., 2010; Kumar et al., 2012), y
que repercute mejorando la resistencia de la planta al estrés abiotico.
(Ghimire y Craven, 2011; Waller et al., 2005; Baltruschat et al., 2008) y
resistencia a los patogenos (Waller et al., 2005; Harrach et al., 2013;
Serfling et al., 2007; Fakhro et al., 2010). Curiosamente, en las muestras de
suelo tratadas con PcPCL1606, se observé una reduccion del impacto de R.
necatrix Y la modificacion de algunas comunidades de hongos, ya que la
familia Entolomataceae se hizo predominante (por encima del 20% de
abundancia relativa). Esta familia de hongos posee una alta diversidad de
especies, con una mayoria descrita como saprofitos de suelo, madera o
incluso musgo, aunque también algunos de sus miembros podrian ser
parasitos de plantas (Co-David et al., 2009). Al no haberse observaron
sintomas, lo mas probable es que los individuos incluidos en esta familia y
que vieron aumentada su abundancia relativa estarian relacionados con la
descomposicion de la materia orgéanica.

El efecto supresor de la enfermedad, mostrada en los mesocosmos tratados
con PcPCL1606, se puso de manifiesto en los experimentos de control
bioldgico, que mostroé que una Unica aplicacion individual de PcPCL1606,
puede conferir proteccion al suelo frente a R. necatrix hasta 130 dias (T3)
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después de la aplicacion, con un nivel de supresividad similar al mostrado
por el control positivo modificado con céscaras de almendras compostadas.
El papel de los microorganismos en la supresividad generada en los suelos
tratados con cascara de almendra, ya ha sido puesto de manifiesto (Vida et
al., 2016). El caso de los suelos tratados con PcPCL1606, esta capacidad
supresora frente a R. necatrix desaparecié por completo después de que las
muestras de suelo fueran tratadas térmicamente, y se eliminaron los
microorganismos, indicando una base microbiana de la supresividad. La
restauracion de la supresividad al reinocular estos suelos tratados
térmicamente con una baja dosis de PcPCL1606, permitié asignar a
PcPCL1606 un papel clave en la supresividad que se induce en un suelo
comercial tras su aplicacion. Adicionalmente, dado que el compuesto HPR
se describié como el principal factor involucrado en el antagonismo vy el
control bioldgico, la complementacion del suelo con el mutante AdarB,
confirmo la participacion directa de HPR en la supresividad de un suelo
inoculado con PcPCL1606.

En conclusion, la aplicacion de un tratamiento formulado con PcPCL1606
al suelo comercial de plantas de aguacate no afectd las poblaciones
microbianas naturales del suelo y la rizosfera (procariotas o eucariotas). Sin
embargo, en una situacion bajo infeccion por R. necatrix, la aplicacion de
PcPCL1606 redujo el desarrollo de sintomas de la enfermedad de la
podredumbre blanca radicular. Curiosamente, una unica aplicacion
preventiva permitié confirmar la supervivencia de PcCPCL1606 en el suelo
y la rizosfera del aguacate durante al menos 160 dias, capaz de conferir
control bioldgico a las plantas de aguacate contra R. necatrix. Durante el
control bioldgico, R. necatrix provocé un impact6 sobre las comunidades
microbianas; sin embargo, ese impacto se redujo con la aplicacién
preventiva de PcPCL1606. Las poblaciones bacterianas estuvieron poco
influenciadas por la introduccion de R. necatrix y por el tratamiento con
PcPCL1606. Por otro lado, el impacto severo de la introduccion de R.
necatrix en las comunidades fungicas se restauré parcialmente por el
tratamiento preventivo PcCPCL1606, que inhibio el desarrollo de R. necatrix
y otras familias saprdfitas de hongos que finalmente llevaron a la supresion
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de este hongo patdgeno. La base de esta proteccion estd directamente
relacionada con la produccion del compuesto HPR, que confiere el fenotipo
supresor al suelo tratado (Figura 46).
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Figura 46. Modelo esquematico para el efecto de la aplicacion preventiva de PcPCL1606. La
aplicacién preventiva de la cepa biocontrol PcPCL1606 no tiene ningin efecto sobre las
poblaciones procari6ticas y eucariéticas naturales en ausencia del hongo patdgeno R. necatrix.
Cuando R. necatrix se inocula en el modelo, causa la enfermedad de la podredumbre blanca
radicular. La presencia de R. necatrix perturba las poblaciones naturales y se convierte en el
hongo predominante. Sin embargo, cuando se llevd a cabo la aplicacion preventiva de
PcPCL1606, mostrd control biolégico del hongo, reduciendo su presencia y su efecto sobre las
comunidades microbianas, acompafiado de la reduccion de la abundancia relativa de R.

necatrix.

A la capacidad supresora de hongos fitopatdogenos de suelo mostrada por
PcPCL1606, le acompafia la excelente adaptacion para crecer en la rizosfera
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del aguacate (Calderdn et al., 2014b; Gonzalez-Sanchez et al., 2013). Asi,
entre las caracteristicas destacables que deberia poseer PCPCL1606 que
favorecen su adaptacion al entorno de la rizosfera del aguacate, se incluirian
la capacidad de metabolizar exudados radiculares; colonizar y multiplicarse
en el ambiente rizosferico; producir un amplio espectro de metabolitos
secundarios como antibioticos, sideréforos o compuestos volatiles; ser
capaz de competir con otros microorganismos; y ser capaz de adaptarse al
estres ambiental, caracteristicas que también son deseables para otros
agentes de control bioldgico de patogenos de suelo (Weller, 2007).

De entre estas caracteristicas, el papel de los compuestos antimicrobianos
producidos por las Pseudomonas beneficiosas de plantas, es uno de los
aspectos mas estudiados. Estos compuestos antimicrobianos no solo se
consideran esenciales para la capacidad de control bioldgico contra
diferentes hongos de suelo (Haas y Keel, 2003; Raaijmakers y Mazzola,
2012), sino que también también participan en la interaccion bacteriana con
el entorno, ya que pueden funcionar como moléculas sefial que regulan
fenotipos cruciales de la biologia del microorganismo (Morohoshi et al.,
2013; Brameyer et al., 2015).

Teniendo en cuenta la elevada actividad antagonista y capacidad de control
biolégico mostrado por PcPCL1606, mediada principalmente por la
produccion del compuesto antifingico 2-hexil. 5-propil resorcinol (HPR;
Cazorla et al., 2006), en este trabajo se ha profundizado en la posible
implicacion del HPR en distintos fenotipos microbianos durante la
interaccion de PcPCL1606 en la rizosfera del aguacate. Esta hipdtesis se ve
apoyada por resultados anteriores que muestran como el HPR también
interviene en la capacidad de colonizacion y persistencia de PcCPCL1606 en
laraiz de aguacate (Calderdn et al., 2014b), y en la formacion de biopelicula
(Calderon et al., 2019). Ademas, el hecho de que en algunas bacterias se ha
descrito el papel de los alquil resorcinoles como molécula sefial (Brameyer
et al., 2015), sugiere un posible papel del HPR adicional al antagonismo,
similar a lo que ya se ha descrito para otros compuestos antifungicos, como
las fenazinas (PHZ), que también han mostrado su participacion en la
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persistencia y colonizacion de Pseudomonas spp. en la rizosfera (Mazzola
et al., 1992), o en la formacion de biopeliculas (Maddula et al., 2008;
LeTourneau et al., 2018). Teniendo en cuenta que los antibioticos podrian
actuar como moléculas de sefializacion capaces de modular la expresion
génica (Fajardo and Martinez, 2008) y que HPR ha mostrado su
participacion activa en procesos clave de la biologia de PcPCL1606, se
abordd el estudio del posible efecto de HPR sobre distintos fenotipos
implicados en la interaccion de PcPCL1606 con la rizosfera de aguacate.
Para ello, se realizd un andlisis transcriptbmico comparativo entre
PcPCL1606 y el mutante AdarB (no productor de HPR) cuando se
encontraban en interaccidn con la raiz del aguacate.

El analisis de los resultados obtenidos en este trabajo, confirma la
implicacion de HPR en la regulacion de un importante nimero de genes de
PcPCL1606 cuando se encuentra interaccionando con la rizosfera de
aguacate. Se aprecia de manera notable un gran nimero de genes (n=58)
que se predicen para la categoria COG relacionada con el transporte de
aminoacidos y metabolismo [E]. Esto indica la importancia de estas
funciones en los microorganismos del suelo, asociados con las plantas, ya
que los exudados de la raiz son una mezcla compleja de compuestos, de los
cuales, un componente importante son los aminoacidos (Koo et al., 2005).
Asi, la competencia por nutrientes en la rizosfera por parte los
microorganismos, incluye rasgos o comportamientos involucrados en la
adquisicion y asimilacion de nutrientes (Hibbing et al., 2010). Entre estos
se encuentran los transportadores especificos de recursos o las rutas
metabolicas que permiten un rapido crecimiento en un rango de
concentraciones de recursos (Lugtenberg et al., 2017). En nuestros
resultados, también observé un nimero representativo de genes clasificados
dentro de transporte y metabolismo de otras sustancias [P, I, H, G y F]. Por
lo que esto sugiere que, en interaccion con la planta, HPR juega un papel
importante en la sobreexpresion de genes que pueden estar implicados con
el metabolismo de componentes de los exudados de la raiz.
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Uno de los genes que HPR sobreexpresa durante la interaccion con la
rizosfera, y que podria tener relacion con el metabolismo y/o transporte de
compuestos de los exudados radiculares, es el gen kgrP (PCL1606_14510,
log2FC: 4,15), que codifica para una permeasa de tipo simporte, y se
encargaria de transportar el 2 oxo-glutarato (2-OG) presente en los
exudados de raices de plantas al interior celular (Sung et al., 2015). Ademas,
la sobreexpresion de kgtP podria estar implicada en la induccién de genes
que intervienen en la asimilacion de nitritos/nitratos, y que se encuentran
también sobreexpresados por HPR en nuestros resultados (nirB y narK), ya
que como se ha descrito para la cianobacteria unicelular Synechococcus sp.,
la que la captacion de 2-OG juega un papel fundamental en el control del
nitrégeno, induciendo la expresion de los operones nir y amt (Vazquez-
Vermudez et al., 2006).

Tras la caracterizacion realizada en este trabajo sobre el gen kgtP de
PcPCL1606, ha demostrado poseer la misma funcién que su homologo
PA5530 en P. aeruginosa PAOL1 (PaPAQ1L). En PaPAOL, el producto del
gen kgtP codifica para un transportador del compuesto 2-OG hacia el
interior célula, promoviendo asi su crecimiento (Seolt & Shatkin, 1993).
Como se puede observar en PcPCL1606, en los experimentos realizados en
medio minimo M9, el mutante PCL1606::kgtP pierde la capacidad de crecer
cuando se le afiade 2-OG como Unica fuente de carbono. Sin embargo, los
resultados obtenidos para el mutante deficiente en la produccion de HPR
(4darB) indicarian que en ausencia de HPR se expresa en menor medida el
transportador kgtP, pero lo suficiente para transportar 2-OG y poder crecer
en medio minimo suplementado con 2-OG. Ademaés de este resultado,
también pueden existir otros factores que pueden intervenir en la
sobreexpresion del gen kgtP. En un estudio en PaPAO1, se ha podido
comprobar que el sistema de regulacién de dos componentes MifS y MifR,
estan involucrados en la deteccion de 2-OG y regulan su transporte y
posterior metabolismo (Tatke et al.,, 2015). Curiosamente, los genes
PCL1606_ 14530 y PCL1606 14520, situados junto al gen de estudio
PCL1606_ 14510, mostraban una homologia del 76% y del 84% (en
BLASTP) con los genes mifS y mifR, respectivamente, y no muestran
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expresion diferencial por la produccion de HPR. Este hecho hace pensar que
probablemente este también sea el principal mecanismo de deteccion y
transporte de 2-OG en PcPCL1606, aunque HPR pueda estar corregulando
de alguna forma su expresion.

Paralelamente, es interesante destacar que, en los resultados de quimiotaxis,
se pudo comprobar que tanto el mutante PCL1606::kgtP como el mutante
AdarB presentaban una menor capacidad de quimiotaxis hacia el compuesto
2-OG con respecto a PcPCL1606, mostrando en el mutante AdarB un
fenotipo de quimiotaxis hacia el compuesto 2-OG intermedio entre
PcPCL1606 y el mutante PCL1606::kg?P.

En cuanto al control biolégico en plantas de aguacate, el mutante
PCL1606::kgtP muestra una disminucion de la actividad de control
bioldgico con respecto a la cepa silvestre, mostrando las plantas una
progresion de la enfermedad similar a las plantas bacterizadas con el
mutante AdarB y el control sin bacterizar. Se ha descrito previamente la
menor capacidad de control biologico de la cepa AdarB debida,
principalmente, a la ausencia de produccion del compuesto antifungico HPR
(Calderon et al., 2013). En el caso del mutante PCL1606. kgtP, esta
disminucion en la capacidad de control bioldgico podria deberse a la menor
guimiotaxis hacia el compuesto 2-OG y a un menor uso de este compuesto,
podria estar afectado el patron de colonizacion sobre las raices de aguacate.
Curiosamente, se conoce que el compuesto 2-OG esta presente en niveles
significativos en los exudados de las raices de las plantas (Tawaraya et al.,
2014; Ganie et al., 2015) y se ha demostrado que la quimiotaxis hacia los
componentes del exudado de las raices es esencial para una colonizacion
eficiente de las raices (Sung et al., 2015). Por lo que habria que realizar
ensayos de colonizaciéon en la raiz de aguacate con el mutante
PCL1606::kgtP, para determinar si la menor capacidad de biocontrol podria
deberse a una menor eficiencia de colonizacion.

Un segundo gen relacionado con el transporte y metabolismo del carbono,
con un posible papel en la interaccion con la raiz del aguacate y
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sobreexpresado por HPR, es el gen PCL1606_46820, y que presenta un
porcentaje de identidad del 58,72% con el gen phaG de P. aeruginosa
PAOL. Este gen presenta una expresion diferencial positiva mediada por la
produccion de HPR con un Log2FC de 3,01. El gen phaG ha mostrado ser
de importancia para la sintesis de granulos de polihidroxialcanoatos (PHA),
ya que phaG, codifica una transacilasa que une la biosintesis de &cidos
grasos con la biosintesis de estos granulos, que son compuestos de reserva
de carbono y energia. Las bacterias utilizan la acumulacién y degradacion
de granulos PHA para mejorar su establecimiento, proliferacion y
supervivencia, y aumentar su tolerancia al estrés en entornos competitivos
como el suelo y la rizosfera (Kadouri et al., 2005). Para verificar este
fenotipo, se construyd un mutante de insercion en el gen phaG
(PCL1606::phaG), y estudiar asi los fenotipos asociados y la implicaciéon y
comparacion con el mutante AdarB. EI mutante PCL1606::phaG, afectado
en un gen esencial para la sintesis de granulos PHA por la ruta de sintesis
de novo de &cidos grasos, disminuye significativamente la capacidad de
producir estos granulos, de forma similar a como el mutante en phaG de P.
aeruginosa, que redujo un 40% la acumulacion de granulos PHA, con
respecto a la produccién de la cepa silvestre (Hoffmann et al., 2002). Con
respecto al mutante AdarB, deficiente en la produccion de HPR, se observa
un fenotipo intermedio entre PcCPCL1606 y PCL1606::phaG. Este ensayo
confirmaria los resultados obtenidos en el analisis RNA-seq y
posteriormente validados por RT-gPCR, y que ponen de manifiesto que la
deficiencia en la produccion del compuesto HPR afecta a la expresion del
gen phaG, y esto a su vez, afectaria a la formacion de granulos PHA por la
via de la sintesis de novo de acidos grasos.

Las bacterias del suelo enfrentan a diferentes tipos de estrés, ya que las
condiciones dentro del suelo pueden variar por ejemplo la humedad, la
temperatura, la salinidad, los componentes quimicos e incluso la
variabilidad a lo largo del tiempo (Gerasimova et al., 2013). Para hacer
frente a este entorno cambiante, las bacterias del suelo han desarrollado
diversas estrategias de supervivencia (van Elsas y van Overbeek, 1993).
Entre ellas, se propone que la acumulacion y degradacion de PHA es una de
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esas estrategias por las cuales las bacterias pueden mejorar su
establecimiento, la proliferacion y la supervivencia en entornos
competitivos como el suelo y la rizosfera (Okon & Itzigsohn, 1992). Se
estima que la relacion C: N de la rizosfera es de aproximadamente 30 y
tedricamente favoreceria la acumulacion de PHA en las bacterias de la
rizosfera, como se ha demostrado en cultivo (Tal y Okon 1985). Se ha
observado, que las cepas que producen granulos PHA tienen una mayor
tolerancia al estres (Kadouri et al., 2005). Los mecanismos por los cuales se
explica la implicacion de PHA en la tolerancia a distintos estreses, esta
relacionada con la degradacién de estos granulos, por ello la cepa bacteriana
capaz de sintetizar granulos PHA, pero incapaz de degradacién de PHA a
mondmeros reveld una mayor sensibilidad a numerosos factores de estrés
(Kadouri et al. 2003b; Ruiz et al. 2001; Wang et al. 2009). La degradacién
de PHA podria aumentar los niveles de ATP y tetrafosfato de guanosina
(ppGpp). El ppGpp sirve como alarma celular, que causa la regulacion
positiva de muchos genes involucrados en la respuesta al estres, incluida
aumenta la traduccion de ARNm del regulador central de fase estacionaria
rpoS que aumenta la resistencia a los dafios ambientales como el etanol,
H>0>, alta temperatura, desecacion o alta concentracion de sal (Ruiz et al.,
2001; Brown et al., 2002). Asi, los mutantes implicados en la
produccion/degradacion de granulos PHA, muestran una sensibilidad
sustancialmente mayor a diversas condiciones de estrésen distintos modelos
microbianos, como Aeromonas hydrophila (Zhao et al. 2007),
Pseudomonas oleovorans (Ruiz et al. 2001), Pseudomonas extremaustrali
(Tribelli et al. 2020), Pseudomonas aeruginosa (Pham 2004), 0 Escherichia
coli (Wang et al. 2009). Los PHA son metabolitos muy complejos que,
ademés de su funcion de almacenamiento primario, proporcionan a las
celulas bacterianas también otros beneficios muy importantes, como la
mejora de la tasa de supervivencia cuando se exponen a diversas
condiciones de estrés ambientalmente (Obruca et al., 2020). Esto explicaria
por qué PcPCL1606 es capaz de tolerar temperaturas de 50°C durante mas
tiempo que los mutantes AdarB y PCL1606::phaG, los cuales, a su vez,
presentan una menor capacidad para producir granulos PHA, y en su
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consecuencia una menor degradacion. En cuanto al ensayo de tolerancia a
perdxido de hidrégeno, los resultados muestran que PcPCL1606 presenta
un halo de inhibicion de su crecimiento menor al de las cepas AdarB y
PCL1606::phaG por lo que es capaz de tolerar mejor la presencia de este
compuesto que los mutantes AdarB y PCL1606::phaG cuya produccion de
granulos PHA se encuentra alterada.

En las bacterias productoras de PHA, la produccion de este compuesto es
un importante determinante para superar los periodos de inanicion de
carbono y energia, y puede representar una caracteristica importante para
las bacterias que se encuentran en la rizosfera. En el caso de la cepa
PcPCL1606, no se observaron diferencias significativas en la capacidad de
supervivencia al someterla a un periodo de inanicion durante un periodo de
7 dias en arena de cuarzo con respecto a los mutantes cuya produccién de
granulos PHA se encuentra alterada, AdarB y PCL1606::phaG. A pesar de
que no se observan diferencias significativas en las condiciones ensayadas
seria interesante probar otras condiciones, ya que en experimentos de
supervivencia con otros microorganismos, como Azospirillum brasilense
mostraron que hay una clara disminucién en la capacidad de un mutante no
productor de granulos PHA para sobrevivir en distintos sustratos (arena,
perlita y turba), después de 7 dias de incubacion, en comparacion con la
capacidad de la cepa de tipo salvaje (Kadouri et al., 2003).

Tambien se realizaron ensayos de control bioldgico en el patosistema
aguacate- R. necatrix, y los resultados mostraron que el mutante afectado en
la produccion de granulos PHA (PCL1606::phaG) mostraba
significativamente menor control biolégico que la cepa silvestre
PcPCL1606, esto podria deberse a que se conoce que los acidos grasos de
cadena corta (SCFA) pueden tener actividad antifingica frente a distintos
hongos como Penicillium pinophilum, Penicillium digitatum (Era et al.,
2015), Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Pyrenophora avenae Y
Crinipellis (Walter et al., 2004) y los polihidroxialcanoatos (PHA) son
fuentes ricas de grupos de mondémeros de SCFA, por lo que podrian tener
un uso potencial como control frente a hongos (Defoirdt et al., 2009).
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Tambien seria interesante ensayar este mutante para su colonizacion y ver
si su menor actividad de control biologico podria ser debido a una menor
supervivencia en la raiz, como se describe en una cepa del género
Azospirillum, donde la produccion de granulos PHA, esta implicada en la
colonizacion eficiente de la raiz (Kadouri et al., 2003). Las bacterias del
género Azospirillum son organismos fijadores de nitrégeno que viven en
estrecha asociacion con la rizosfera de las plantas y ejerce efectos
beneficiosos sobre el crecimiento de las plantas y el rendimiento de muchos
cultivos de importancia agrondmica, como las gramineas de grano y forraje,
las legumbres y las verduras (Bashan et al., 1990).

La interrupcion en la produccion de granulos PHA se ha asociado a una
mayor movilidad de tipo swimming en algunas cepas (Tribelli y Lopez,
2011; Kadouri et al., 2002). Se ha comprobado una movilidad de tipo
swimming de hasta tres veces mayor en mutantes con la produccion de PHA
alterada en Azospirillum brasilense (Kadouri et al., 2002). Sin embargo, en
los resultados obtenidos en los ensayos de swimming, PcPCL1606 y el
mutante PCL1606::phaG no muestran diferencias significativas en la
movilidad de tipo swimming. Ademas, se observé que el mutante AdarB
presenta una mayor movilidad de tipo swimming con respecto a las cepas
PcPCL1606 y PCL1606::phaG, por lo que deben existir otra serie de
factores diferentes a la produccién de PHA que expliquen el fenotipo
observado en el mutante AdarB (deficiente en la produccion de HPR).

En conclusion, HPR es una moléecula que regula un alto nimero de genes
durante la interaccion de la bacteria PcPCL1606 con la rizosfera del
aguacate. HPR actua principalmente como un inductor de genes, en su
mayoria relacionados con el metabolismo y el transporte de aminoacidos y
de carbohidratos, que pueden estar implicados con el metabolismo de
componentes de los exudados de la raiz. Dentro de esos genes
sobreexpresados destaca; el gen PCL1606_14510, kgtP, y que interviene en
el transporte de 2-OG extracelular. La activacion de este gen por la
presencia de HPR aumentaria la capacidad de detectar por quimiotaxis el 2-
OG y aumentar asi el crecimiento de esta bacteria en la rizosfera, en
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PcPCL1606 se ha observado que este gen es importante para su actividad
de biocontrol. Otros de los genes importantes inducidos por HPR, es el gen
PCL1606_46820, phaG, que codifica la transacilasa PhaG. La induccion de
este gen por HPR en la rizosfera promoveria sintesis de granulos PHA
generando un reservorio de fuentes de carbono, y a su vez, promoviendo la
adaptacion de PcPCL1606 a posibles estreses ambientales y siendo este gen
importante en la actividad de biocontrol (Figura 47)

Finalmente, para estudiar el papel de los genes dependientes de HPR
durante la interaccion multitrofica que se produce durante el control
biolégico, se realizd6 un analisis comparativo del transcriptoma de
PcPCL1606 y el mutante AdarB (no productor de HPR) cuando se
encontraban en interaccién con la raiz del aguacate y con el patdgeno R.
necatrix. El andlisis de los resultados transcriptémicos, confirma el papel de
HPR en la regulacion de un importante nimero de genes durante el control
bioldgico. Ya se ha visto en otras cepas, como en P. chlororaphis
(anteriormente P. aurantiaca) 30-80, como otro compuesto antifingico, la
fenazina, regula distintos fenotipos; como la formacion de biopelicula y la
actividad de control bioldgico de la cepa (Maddula et al., 2008).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, durante el control
biolégico, HPR actuaria principalmente reprimiendo un alto numero de
genes durante la interaccion multitréfica (86 genes sobreexpresado, 179
genes reprimidos), al contrario de lo observado en la interaccién solo con la
planta, donde hay un mayor numero de genes sobreexpresados por HPR
(298 genes sobreexpresado, 88 genes reprimidos). De nuevo, estos
resultados sugieren un posible papel del HPR como molécula reguladora, y
que controlaria distintos grupos de genes segun las condiciones del
microorganismo y del entorno. Esta observacion, no hace mas que reforzar
lo ya descrito para cepas de Photorhabdus, en el que los
dialquilresorcinoles, grupo al que pertenece el HPR, actuaba como molécula
sefial regulando distintos procesos de la biologia del microrganismo, y
constituiria un sistema regulador similar al quorum sensing (Brameyer et
al., 2015).
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En la interaccion producida en la interaccion multitrofica entre bacteria-
planta-hongo, podemos observar que dentro de los 20 genes con mayor
sobreexpresion por HPR, es interesante destacar la sobreexpresion por HPR
de los genes PCL1606 26960, PCL1606 26970, PCL1606 26980,
PCL1606_26990, PCL1606_27000, PCL1606 27010, PCL1606 27020 y
PCL1606_27030, con Log2FC de 3,06, 3,15, 3,05, 2,64, 2,44, 2,85, 2,57 y
2,23, respectivamente, estos genes son homologos a los genes hpal, hpaF,
hpaX, hpaF, hpaD, hpaE, hpaGl Yy hpaG2, del operon HPA de
Pseudomonas putida U (Arcos et al., 2010), operon implicado en el
metabolismo del acido 4-hidroxifenilacético, compuesto descrito en
exudados de raiz, por lo que podria intervenir en el crecimiento sobre la
superficie radicular del aguacate, afectando asi en la colonizacion. También
es interesante destacar de la lista, el gen PCL1606_27090 (Log2FC de 3,61),
homologo a bdhA, que codifica para la enzima butanodiol deshidrogenasa,
la cual podria estar implicada en la produccion del compuesto 2,3-
butanodiol, compuesto relacionado segun la bibliografia en induccién del
sistema de resistencia en plantas, induccion de la tolerancia sistemica a la
desecacion en plantas de Arabidopsis, tolerancia a condiciones de pH &cido,
PGPR y control biologico (Yi et al., 2016). Otro gen interesante, es el gen
PCL1606_36720 (Log2FC de 2,03), con una funcion predicha para una
polisacarido desacetilasa, con alta homologia al gen pgdA del grupo P.
chlororaphis, segun el analisis de homologia en Uniprot a partir de la
secuencia de amino&cidos. El gen pgdA en otros grupos bacterianos, como
Staphylococcus spp., llevan a cabo la desacetilacion del polimero que es
esencial para formacion de biopelicula, la colonizacion y la virulencia
(Vuong et al., 2004). Ademas, se habia descrito en Helicobacter sp., que el
gen pgdA estaba sobreexpresado en las células componentes de la
biopelicula (Hathroubi et al., 2018). En el caso de la interaccion durante el
control bioldgico por parte de microorganismos, es interesante destacar, el
importante papel que puede tener aquellos genes implicados en la formacion
biopelicula en la capacidad de control bioldgico (Padin et al., 2017). En la
bacteria P. fluorescens WCS365, se demuestra como la produccion de
biopelicula en la raiz de la planta, puede proteger a la planta frente a
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bacterias y hongos patdgenos (O'toole y Kolter, 1998). Debido a la
importancia de la biopelicula en el control bioldgico y sabiendo que el HPR
interviene en la adhesion, morfologia de colonia y formacién de biopelicula
en interfase liquido-aire (Calderdn et al., 2019), el gen pgdA podria estar
implicado en fenotipos relacionados con la formacion de biopelicula sobre
la superficie radicular. Se disefiaron cebadores para realizar mutantes por
insercion de los genes pgdA, hpaD 'y bhdA, para estudiar el posible papel en
PcPCL1606 en la interaccion con la rizosfera de aguacate y durante el
biocontrol, pero solo conseguimos obtener el mutante por insercion en el
gen pgdA.

En P. aeruginosa, un gen que codifica para una polisacarido desacetilasa
(peld), estaimplicado en la formacion de biopélicula en la interfase liquido-
aire. (Colvin et al., 2013). Este resultado es similar al mostrado por el
mutante AdarB, de nuestra cepa modelo PcPCL1606, que es incapaz de
formar biopelicula en interfase liquido-aire (Calderén et al., 2019). Por lo
que se penso que el gen seleccionado, PCL1606_ 36720 (pgdA), podria ser
el gen implicado en este fenotipo del mutante AdarB. Sin embargo, el
mutante PCL1606::pgdA mostrd el mismo fenotipo que la cepa silvestre,
siendo capaz de formar biopelicula en estas condiciones, de forma muy
similar a la cepa silvestre.

También es interesante destacar, que se ha visto en distintos trabajos que la
desacetilacion de los polimeros estan implicados en la morfologia rugosa de
la coloniay en la union arojo Congo. Por una parte, en la cepa P. fluorescens
SBW?25, la morfologia rugosa depende de la desacetilacion del polisacarido
celulosa (Spiers et al., 2003). Por otro lado, en ensayos de morfologia de
colonia con union a rojo Congo, el mutante en el gen pelA de P. aeruginosa,
implicado en la desacetilacion del polisacarido Pel, mostraba una
morfologia de colonia lisa y una coloracion blanquecina en comparacién
con la cepa silvestre que mostraba una morfologia rugosa y una coloracion
roja debido a la union del rojo Congo (Colvin et al., 2013). Estos resultados
son también similares a los que mostro el mutante AdarB, de nuestra cepa
modelo PcPCL1606, que mostré una superficie lisa y no unié rojo Congo
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(Calderon et al., 2019). Sin embargo, el mutante PCL1606::pgdA4 tampoco
mostré el fenotipo que esperabamos, ya que su fenotipo fue igual al
mostrado por la cepa silvestre, de morfologia rugosa y con coloracion rojiza,
debido a la union del rojo Congo.

Paralelamente se estudiaron otros fenotipos con el objetivo de encontrar un
fenotipo para este gen regulado por HPR durante el control bioldgico, y
relacionados con la biopelicula, como la capacidad de adhesion y la
movilidad. Nuestros resultados muestran que el mutante PCL1606::pgdA,
muestra una mayor adhesion que la cepa silvestre, tanto a corto como a largo
plazo, tras la inoculacion en ensayos sobre placas multipocillo. Sin
embargo, la mayor parte de estudios publicados muestran que mutantes
implicados en la desacetilacion disminuyen su capacidad de adhesion, por
ejemplo, en especies de alfaproteobacterias (Caulobacter crescentus y
Asticcacaulis biprosthecum), se demostro que la interrupcion del gen AfsH,
que codifica para una supuesta polisacarido desacetilasa, disminuyo su
capacidad de adhesion y cohesion (Wan et al., 2013). Los resultados
obtenidos en este trabajo para el mutante PCL1606::pgd4 muestra una
menor movilidad tipo swimming y una mayor adhesion. Estos fenotipos
podrian deberse a que los defectos en los polisacaridos afectan el ensamblaje
de flagelos y/o pili en la superficie de las células bacterianas, lo que podria
conllevar a una menor movilidad y una mayor adhesion (Abeyrathne et al.,
2005; Huang et al., 2006; Parker et al., 1992)

Aunque parece que el mutante PCL1606::pgdA4 no esta implicado en los
fenotipos habituales de biopelicula, nuestros resultados muestran que este
mutante esta afectado en la capacidad de control biol6gico en el patosistema
aguacate-R. necatrix. Seria interesante realizar ensayos de colonizacion en
raiz de aguacate con las cepas marcadas en GFP yver mediante microscopia
confocal, si el patron de colonizacion de la raiz muestra cambios con
respecto a la formacién de microcolonias en la superficie radicular por parte
de la cepa silvestre, pudiendo ser la causa de la disminucion del control
bioldgico del mutante PCL1606::pgdA. Por otra parte, el gen pgdA, codifica
para una peptidoglucano/xilano/quitina desacetilasa (pgd4A/CDAL family),
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Si esta desacetilasa actuase sobre la quitina, podria producirse quitosano,
que es la forma mas desacetilada de la quitina, hay varios articulos donde se
describe de que el quitosano tiene actividad antifungica (Shih et al., 2019;
Gutierrez-Martinez et al., 2018). Por lo que podria ser, que nuestro mutante
PCL1606::pgdA4 no estaria produciendo quitosano, y por ello mostraria una
menor actividad de control biolégico.

En conclusion, durante la interaccion multitrofica durante el biocontrol,
HPR regula un gran numero de genes, principalmente actua como represor
de genes, aunque se ven sobreexpresados genes que podrian ser importantes
en la interaccidn de biocontrol. Dentro de los genes sobreexpresados destaca
el gen PCL1606_36720, pgdA, que podria intervenir en procesos
relacionados con la biopelicula, el mutante en este gen, PCL1606::pgdA,
muestra una mayor adhesion a pocillo y una menor movilidad de tipo
swimming, también se ha observado que este mutante muestra una menor
actividad de biocontrol en el patosistema aguacate-R. necatrix, por lo que
este gen seria importante en la actividad de biocontrol de PcPCL1606 y
posiblemente en el patrén de colonizacion de la raiz de aguacate (Figura
47).
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Figura 47. Modelo esquematico para la regulacion por HPR de distintos genes en interaccion
bacteria-planta y bacteria-planta-patdgeno. En la interaccion de PcPCL1606 con la rizosfera
de aguacate, HPR ejerce mayoritariamente un papel de de sobreexpresion de genes, donde
puede observarse una sobreexpresion del gen phaG, que interviene en la produccion de
granulos de polihidroxialcanoatos (PHA). El gen phaG juega un papel fundamental en la
tolerancia a la temperatura, tolerancia al peréxido de hidrégeno y actividad de biocontrol de
PcPCL1606. HPR también sobreexpreso el gen kgtP en interaccion con la rizosfera de
aguacate, este gen interviene en el transporte y quimiotaxis del compuesto 2-OG, y esta
implicado en la actividad de biocontrol de PcPCL1606. Por otro lado, en la interacion
multitréfica durante el biocontrol frente a R. necatrix, HPR actua mayoritariamente como
represor de la transcripcion de genes. Dentro de los genes sobreexpresados por HPR, se
observo el gen pgdA, este gen esta implicado en adhesion, movilidad y biocontrol de
PcPCL1606.
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1.- La aplicacién de un tratamiento formulado con PcPCL1606 al suelo
comercial de plantas de aguacate no afecta y estabiliza las poblaciones
microbianas naturales del suelo y la rizosfera del aguacate.

2.- La presencia de R. necatrix impacta principalmente a las poblaciones
eucariotas del suelo y la rizosfera. Este impacto se ve reducido por el
tratamiento con PcPCL1606, que muestra control bioldgico y reduce la
presencia de R. necatrix.

3.- PcPCL1606 estimula la supresividad en el suelo frente a R. necatrix,
basado en la produccion de HPR.

4.- El compuesto HPR en PcPCL1606, actia como regulador durante las
interacciones en la rizosfera de aguacate. Principalmente como un inductor
de genes en interaccion con la rizosfera de aguacate, mientras que en la
interaccion multitréfica que se da durante el biocontrol frente a R. necatrix,
actua mayoritariamente como un represor de genes.

5.- El gen kgtP, que esta sobreexpresado por HPR en interaccion con la
rizosfera de aguacate, es responsable del transporte y quimiotaxis del
compuesto 2-oxoglutarato, y esta implicado en la actividad de biocontrol de
PcPCL1606.

6.- El gen phaG, esta inducido por HPR en interaccién con la rizosfera de
aguacate. Este gen es responsable de la produccién de granulos de
polihidroalcanoatos (PHA), y estaria implicado en tolerancia a algunos
estreses (temperatura y peroxido de hidrégeno) y en la actividad de
biocontrol de PcPCL1606.

7.- El gen pgdA, es uno de los genes sobreexpresados por HPR en la
interaccion multitréfica durante el biocontrol. Este gen no tiene efecto sobre
la produccion de biopelicula, pero muestra una mayor adhesién, una menor
movilidad tipo swimming, y muestra una perdida de la actividad de
biocontrol de PcPCL1606 frente a R. necatrix.
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Anexo 1. Analisis de la supervivencia del producto PcPCL 1606

formulado.

Para el estudi6 de la supervivencia del agente de control bioldgico
PcPCL1606 formulado frente a distintas condiciones, se realizaron tres
ensayos independientes de almacenamiento en distintas condiciones. En el
primer ensayo se probaron las temperaturas -20°C, 4°C y 25°C, en el
segundo ensayo se repitieron las mismas condiciones que en el ensayo uno,
pero se afiadio una nueva condicion de -20°C con un crioprotector (leche
descremada 10%) y en un tercer ensayo, debido a los resultados de los
ensayos anteriores se pusieron a 4°C sin aditivos, y con distintos compuestos
conservantes (glicerol 10 mM, trehalosa 10 mM y leche descremada 10%).

Las condiciones se resumen en la siguiente tabla.

Tabla A.1: Condiciones ensayadas en el almacenamiento de PcPCL1606 formulado.

Ensayos Temperatura Aditivos
Ensayo 1 25°C Sin aditivos
4°C Sin aditivos
-20°C Sin aditivos
Ensayo 2 25°C Sin aditivos
4°C Sin aditivos
-20°C Sin aditivos
-20°C Leche descremada (10%)
Ensayo 3 4°C Sin aditivos
4°C Glicerol 10 mM
4°C Trehalosa 10mM
4°C Leche descremada (10%)

En todos los casos, se almacend un mililitro del producto formulado para
cada tratamiento a cada temperatura seleccionada, en condiciones de
oscuridad. Los resultados se muestran en la siguiente figura.
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Figura A.1. Supervivencia de PcPCL1606 formulado sometido a distintas condiciones de
almacenamiento. Se realizaron recuentos cada 30 dias hasta un tiempo final de 6 meses. A)
Ensayo de supervivencia en condiciones de almacenamiento de 4°C, 25°C y -20°C. B) Ensayo
en condiciones de almacenamiento a 4°C, 25°C, -20°C y -20°C adicionando como crioprotector
leche descremada. C) Ensayo de supervivencia a 4°C sin crioprotector y con distintos
compuestos conservantes (glicerol 10 mM, trehalosa 10 mM y leche descremada 10%).
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Para evaluar la supervivencia, se realizd mediante diluciones decimales
seriadas, recuentos periddicos cada 30 dias hasta los 6 meses de duracion
para cada ensayo para ver a que condicion era mayor la supervivencia. Para
el tercer ensayo aparte del mililitro también se almaceno 50 ml para realizar
ensayos de control bioldgico, en las mismas condiciones.

En un primer ensayo, el producto formulado tenia inicialmente una
concentracion de 1,4-10° ufc/ml, y tras seis meses de almacenamiento a
temperaturas de 4°C y 25°C, la supervivencia de PcPCL1606 formulado
alcanzé niveles de 4,0-10® y 8,0-10° ufc/ml, respectivamente. El
almacenamiento a -20°C sin ningdn crioprotector, redujo la supervivencia
de PcPCL1606 formulado a 9,7-10* ufc/ml tras 30 dias de almacenamiento,
y tras 60 dias no se pudo recuperar ninguna célula viva.

En un segundo ensayo, se repitieron las condiciones del “ensayo 17,
incluyendo un tratamiento adicional de almacenamiento a -20°C con un
crioprotector (leche descremada). En este ensayo, el titulo de partida de
PcPCL1606 formulado fue de 2,9-10% ufc/ml y los resultados obtenidos
mostraron la misma tendencia que en el primer ensayo, donde la mayor
supervivencia se observo en las muestras conservadas a 4°C, con niveles de
1,6-10° ufc/ml tras 6 meses de almacenamiento. Después de 6 meses a -20°C
con leche descremada, la supervivencia de PcPCL1606 formulada fue
menor que a 4°C y 25°C, con recuentos finales de 2,0-10° ufc/ml.

En un tercer ensayo, y tras comprobar que la condicion de almacenamiento
que mostré mayor supervivencia de PcPCL1606 formulado en ensayos
previos fue 4°C, se realizé un ensayo, almacenando PcPCL1606 formulado
a 4°C, adicionando el producto con distintos compuestos que estan descritos
como aditivos comunes para preservacion de microorganismos (glicerol 10
mM, trehalosa 10 mM y leche descremada 10%). El titulo inicial del
formulado fue de 3,3-107 ufc/ml, y después de 6 meses a 4°C la
concentracion final fue de 3,3-10%, utilizando los distintos aditivos la
supervivencia fue muy similar, con glicerol los recuentos tras 6 meses
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fueron de 1,3-108 ufc/ml, con trehalosa 1,6-10% ufc/ml y con leche
descremada 5,2-10% ufc/ml.
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Anexo 2. Evaluacion del control biologico de PcPCL1606 formulado
almacenado a 4°C durante 6 meses.

Para evaluar la capacidad de control bioldgico de la PBR por parte de los
formulados de PcPCL1606 tras estar seis meses almacenado a 4°C sin y con
los aditivos anteriormente descritos, se realizaron ensayos de control
biol6gico independientes. Como referencia se empled un cultivo liquido de
PcPCL1606 de la coleccion del grupo de investigacion (PcPCL1606
(cultivo O/N), y se calculd el area de progreso bajo la curva de enfermedad.
Como control negativo, se colocan plantas sin bacterizar.

El analisis estadistico de los tratamientos de PcPCL1606 formulado
muestran una reduccidn significativa (ANOVA, p<0,05) en la podredumbre
blanca radicular en comparacion con las plantas de control no tratadas (No
bacteria). Sin embargo, dentro de los distintos tratamientos con PcCPCL1606,
el tratamiento de PcPCL1606 formulado que fue almacenado a 4°C sin
ningun tipo de conservante, no muestra diferencias significativas con el
control positivo de control biologico. Por el contrario, el uso de distintos
aditivos (glicerol, leche descremada y trehalosa), redujeron la actividad de
control biolégico de la enfermedad con respecto al control positivo de
control bioldgico (PcPCL1606 (cultivo O/N)) y el almacenado a 4°C sin
aditivos (PcPCL1606 4°C; Figura A.2)
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Figura A.2. Efecto de las distintas condiciones de almacenamiento de PcCPCL1606 formulado
en la capacidad de control biolégico de la PBR del aguacate. Se calcul6 el area de progreso
bajo la curva de la enfermedad (AUDPC) al final del ensayo. No bacteria: Plantas control sin
inocular con bacterias; PcPCL1606 (cultivo O/N): control positivo de control bioldgico con un
cultivo liquido o/n de PcPCL1606; PcPCL1606 4°C: PcPCL1606 formulado almacenado
durante 6 meses a 4°C sin ningun aditivo; PcPCL1606 4°C glicerol. PcPCL1606 formulado
almacenado durante 6 meses a 4°C con la adiccién del crioprotector glicerol (10 mM);
PcPCL1606 4°C leche descremada: PcPCL1606 formulado almacenado durante 6 meses a 4°C
con leche descremada (10%); PcPCL1606 4°C trehalosa: PcPCL1606 formulado almacenado
durante 6 meses a 4°C con trehalosa (10 mM). Diferentes letras indican diferencias estadisticas
entre las muestras de acuerdo al andlisis de varianza (ANOVA, test de Bonferroni; p < 0,05).
Las barras de error con diferente letra indican una diferencia estadisticamente significativa.
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Anexo 3. Comprobacion de cebadores unicos para la deteccion
especifica de PcPCL1606.

Para realizar la comprobacion de que los cebadores disefiados (04860F y
04860R) solo amplificaban especificamente a PcPCL1606, en primer lugar,
se extrajo ADN de dicha cepa y de otras Pseudomonas similares de suelo
(P.chlororaphis PCL1391y PCL1601y P. fluorescens BL915),y se llevo
a cabo la amplificacion por PCR (primer paso de desnaturalizacion de 3 min
a 94°C, seguido de 30 ciclos a 94°C durante 30 s, una hibridacion de los
cebadores a 62°C durante 30 s, y extension a 72°C durante 45 s, con un paso
final de 72°C durante 10 min), y se detectd el producto de amplificacion
después de la electroforesis, con un tamafio de 378 pb. Los resultados
podemos observarlos en la siguiente imagen. Mostrando que solo hubo
producto de amplificacion en la cepa PcCPCL1606 (Figura A.3).

o o n LN - - - -
o o -l = o o (<)) [+)]
o o N o O ] M ™M
(| (o | ad - (| i i (|
-l -l o o0 — — — —
= O o O O O O
a. o o o o o.
(8] (8] (8] (S ] (8] (8]
a [~ a [~ o o
| U ]
B o s <— 378 pb

Figura A.3. Producto de amplificacién especifico de PcPCL1606 de 370 pb, en las cepas
PcPCL1601, BL915 y PcPCL1391, no se observa producto de amplicificacion con los
cebadores especificos disefiados (04860F y 04860R).

Tras la comprobacion con cepas similares, se realizo una comprobacién en
un suelo complejo, para ello, se cogi6 suelo de cultivo de aguacate (Vélez-
Malaga, La Mayora). Una parte del suelo (10 gramos) se inocul6 con 100
microlitros de un cultivo de PcPCL1606 ajustado a 108 ufc/ml.
Posteriormente se extrajo ADN del suelo de cultivo normal e inoculado con
PcPCL1606 para las comprobaciones por PCR. Los resultados pueden
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observarse en la siguiente imagen. Se puede observar que solo hay
amplificacion cuando PcPCL1606 esta prsesente (Figura A.4).

Suelo cultive Suelo cultivo +PCL1G606

I \
I I |

8 B8 20 B < 378pb

Figura A.4. Producto de amplificacion especifico de PcPCL1606 de 370 pb en un suelo de
cultivo inoculado con PcPCL1606, en el suelo de cutivo de aguacate sin inocular no se observa
producto de amplicificacion con los cebadores especificos disefiados (04860F y 04860R).
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Anexo 4. Puesta a punto de un modelo experimental de RNA-seq
durante las interacciones multitroficas.

Para poner a punto este modelo de interaccion entre la raiz de aguacate, el
hongo fitopatdgeno R. necatrix, y la bacteria PCPCL1606, se modifico
ligeramente el modelo de interaccion previamente propuesto por
Zumagquero et al., 2019. Se realizaron distintas aproximaciones para acercar
el sistema a la realidad, asegurar la interaccion y a su vez conseguir ARN
de calidad suficiente para los estudios de expresion.

Se hicieron ensayos probando distintas formas de disponer las raices de la
planta dentro una placa cuadrada de Petri de 23 cm de lado, y se probaron
raices cortadas a la altura de la base de la raiz principal (1), la planta cortada
por el tallo con un algodon humedo en el corte (1), para mantener la
humedad, y la planta entera que sobresale por un orificio realizado en la
placa (I11; Tabla A.2). Se puede obsrvar un resumen en la siguiente imagen.
La planta entera se eligio como la opcion mas parecida a la realidad y que
mantiene la planta menos alterada y viable.

Una vez seleccionado el uso de la planta completa, se evaluaron distintos
sustratos en los que poner la rizosfera de la planta para su posterior analisis.
Se ensay6 emplear el medio Murashige & Skoog (1V), papel de filtro esteril
humedecido con agua destilada estéril (V) y en arena de cuarzo estéril (VI;
Tabla A.3). Tras 72 horas, se comprobo el estado de la planta, y en los 3
casos, la planta se mantuvo con aspecto saludable y sin desecacion, por lo
que finalmente se escogié la arena de cuarzo estéril para poder realizar la
posterior extraccion de ARN desde la rizosfera de la planta.
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Tabla A.2: Disefio de disposicion de las raices de aguacate en un modelo experimental de

interaccion.

Raices

Modelo

1) Cortadas

11) Planta cortada tallo

111) Planta entera

Tabla A.3. Aproximacion de los sustratos utilizados en un modelo experimental de

interaccion.

Sustrato planta

Extraccion RNA

Modelo

1IV) Medio Murashige &
Skoog

V) Papel filtro himedo

VI) Arena cuarzo
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Para el estudio de la interaccion entre la planta, la bacteria y el hongo
fitopatdgeno, se analizaron distintas vias de inoculacion del patdgeno. Para
la aplicacion de R. necatrix, se realizaron 3 aproximaciones: VII) colocando
discos de celofan agujereados sobre las raices, y donde previamente habia
crecido el hongo R. necatrix; VIII) poniendo sobre las raices de aguacate
filtro de nylon (0,45 pm poro), y sobre estos los discos de PDA con el
hongo; y 1X) el filtro de nylon sobre las raices y poniendo a través del filtro
una suspension de las hifas del hongo (Tabla A.4).

Tabla A.4. Formas de aplicacion del hongo R. necatrix en un modelo experimental de

interaccion.
Aplicacion hongo Deteccion PcPCL1606 Deteccion R. necatrix Modelo
VII) Celofén + discos + +
VI1I1) Nylon + discos + +-
1X) Nylon + suspension + ++

Positivo/negativo (+/-); indica que en algunos casos no se detectd por PCR, positivo (+); indica una
mayor deteccion.

Para valorar la mejor opcion se realizaron extracciones de DNA de la
rizosfera, y se realizaron PCR de deteccion especificas de PcCPCL1606 y R.
necatrix, para asegurar que la interaccion estaba produciéndose. La opcion
donde se aplica la suspension del hongo, es la opcion donde mejor se detecta
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R. necatrix de forma consistente, ya que en todas las extracciones se pudo
detectar por PCR, mientras que, en las otras opciones aparecieron resultados
variables, por ello, se decididé finalmente emplear este método para el
estudio en la interaccion con R. necatrix.
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Anexo 5. Los cebadores utilizados para los experimentos de qRT-

PCR

Nombre cebador

Secuencia (5"- 3")

PCL1606_36760-F

PCL1606_36760-R

PCL1606_44940-F

PCL1606_44940-R

PCL1606_12280(hmp)-F

PCL1606_1228(hmp)-R

PCL1606_16090(rhtB)-F

PCL1606_16090(rhtB)-R

PCL1606_09170(gdhA)-F

PCL1606_09170(gdhA)-R

PCL1606_56060(phal)-F

PCL1606_56060(phal)-R

PCL1606_46820(phaG)-F

5’- GCATCGCGGAAGTAGAACTG -3’

5’- CTGATCAACACACTGCCCAC -3’

5’- ACAACCTGTTCCTGGAGACC -3’

5’- GCTGGGTGGTGATCATGTTG -3’

5’- CATGCAGCTGTTCCTCGATG -3’

5’- ATCGTGCAGGTAGTTGGAGG -3’

5’- ATCATTGTCCTGGCCCATGT -3’

5’- TTGATCGATACGCCGTTTGC -3’

5’- CGTATCCAGATGAACAGCGC -3’

5’- GCTCTTACCCTTCGGATCGA -3’

5’- CTCTGTAACGGATTGCTCGC -3’

5’- AAACAGCAAACCCATCAGCC -3’

5’- TGCACTTTCACATCAGCCAC -3’
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PCL1606_46820(phaG)-R

PCL1606_14510(KgtP)-F

PCL1606_14510(kgtP)-R

PCL1606_32090(copA)-F

PCL1606_32090(copA)-R

PCL1606_32110(copB)-F

PCL1606_32110(copB)-R

PCL1606_32130(copD)-F

PCL1606_32130(copD)-R

PCL1606_27020(hpaG1)-F

PCL1606_27020(hpaG1)-R

PCL1606_27090(bhdA)-F

PCL1606_27090(bhdA)-R

PCL1606_36720(pgdA)-F

PCL1606_36720(pgdA)-R

5’- GTGTATTCGTCCCATTCGCC -3’

5’- GCATGGAAGAAACCGAGTCC -3’

5’- ACCACGGTCATCAGTTCCTT -3’

5’- GTTCGACGGCATCAAGTTCA -3’

5’- GGGTCATCATGGTGTCGTTG -3’

5’- CATGGCCCTGTACAACTTCG -3’

5’- GGGTCGTTCTTGCCATACAG -3’

5’- CTTTCATCTGGTGCCGCAAC -3’

5’- GCCAGTTCCAGGATCATGCT -3’

5’- CTGAACTACCAGGGCCTGTT -3’

5’- GTCTTGATGAACAGCACCGG -3’

5’-TTCGATGCCTTTCACCTGGT -3’

5’- ACCTTGATCTGGCCCTTGTC -3’

5’- TCCTACAACCTGAGCTACGC -3’

5- GTCGTCGATGTGGTAGGTGA -3’
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Anexo 6. Lista cebadores construccibn mutantes insercion
PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP y PCL1606::pgdA.

Nombre Secuencia (5"- 3")

cebador

phaG-F 5’- CCGAGCACGTGATGTCGTTC -3’
phaG-R 5’- TCGCCGCTTTCAGGTAGCAC -3’
kgtP-F 5’- GGTTGCAGGCACATGAACAG -3’
kgtP-R 5’- CTTCTCCAGCTTCCAGTACG -3’
pgdA-F 5’- ACCGGCATCAAGGTCACGTC-3’
pgdA-R 5’- AACTGCTCGGCGGAGAAGTG-3’
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Anexo 7. Lista cebadores para comprobacion de mutantes de

insercion

Nombre cebador Secuencia (5"- 3")

CMPkgtP-F 5’- TCAGTCTCGATCCGCGAGTG -3’
CMP-kgtP-R 5’- ACCGCCAGTCGCCTGAAATC -3’
CMPphaG-F 5’- CTGCGTCATTTGCCCAGACC -3’
CMP-phaG-R 5’- GCCTGGAGCGGTTGACTTTG -3’
CMP-pgdA-F 5’- TCTGAGAGCGACGGTGTCTG-3’
CMP-pgdA-R 5’- CTATCGCGGGCAAGTCGGAT-3’
M13-F 5'- GTAAAACGACGGCCAGT -3
M13-R 5’- AACAGCTATGACCATG -3
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Anexo 8. Graficas condiciones de campo ensay0os mesocosmos.
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Figura A5. Datos climéticos durante los experimentos de biocontrol de mesocosos
(temporadas 2017/18 y 2018/19). Las barras azules indican la humedad relativa media (HR) y
la linea roja indica la temperatura media. Los datos se toman cada diez dias. Las lineas
punteadas indicaban la HR promedio de la humedad (azul) y la temperatura (rojo)
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Anexo 9. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL 1606
sobreexpresados por la produccién de HPR durante la interaccion con

la raiz de aguacate.

Los genes destacados PCL1606 14510 vy

PCL1606 46820 son los genes de interés en este trabajo, con alta
similitud con los genes kgtP y phaG, respectivamente segun la

bibliografia.
P- . iy
Gen Log2FC Producto Posible funcion
Valor
Proteina de
PCL1606_05770 | 4,22 5,00E- des’|ntOX|caC|on D.esmt.oxme.)aon d.e 6-N- .
05 analoga de base N- hidroxilaminopurina a adenina
hidroxilada YiiM
5,00E- | Transportador MFS
PCL1606_14510 | 4,15 05 (kgtP) Transporte 2-Oxoglutarato
5,00E- Proteina de union al Transportador de
PCL1606_53060 | 4,08 015 sustrato utreScina/es ermidina/poliaminas
transportador ABC P P P
5,00E- , S .
PCL1606_30430 | 3,97 05 Proteina hipotética Desconocida
PCL1606 27030 | 3,90 5,00E- fl-hldromfemlacetato I\/_Ietab_ollsrno <lje_zl acido 4-
- 05 isomerasa hidroxifenilacético
2-hidroxihepta-2,4- . .
pcL1606_27020 | 3,72 | 29%F | dieno-1,7-dioato Metabolismo del acido 4-
- 05 . hidroxifenilacético
isomerasa
PCL1606 05780 | 3,66 5,00E- ace_t|||0r|t|na Rut_a_s biosintéticas de la arginina y
- 05 aminotransferasa la lisina
PCL1606 27010 | 3,64 5,00E- Betallna-aldehldo I\/.Ietab.ollsrno <’je.3I acido 4-
- 05 deshidrogenasa hidroxifenilacético
5 00E- Regulador
PCL1606_35580 | 3,61 0;3 transcripcional de la Regulador transcripcional C4 AHL
familia LuxR
Proteina asociada a
PCL1606_56560 | 3,38 | O0F | granulosdepoli(3- | o\ o oranulos PHA
05 hidroxialcanoato)
Phal
5,00E- , . " .
PCL1606_38150 | 3,09 05 Proteina hipotética Desconocida
5 00E- Enzima de
PCL1606_20700 | 3,01 Ot‘; condensacion de Produccién HPR
dialquilrecorsinol
PCL1606_46820 | 3,00 | »C0F | Transportador MFS | o .\ i6n granulos PHA
05 (phaG)
PCL1606_38730 | 2,08 | >O0F- | Proteina de canal Permeacién de nucledsidos
- 05 ionico Tsx
5,00E- . .
PCL1606_12540 | 2,98 05 Sucrasa Sintesis de levano
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3,4- . . .
pcL1606_27000 | 2,07 | %% | dinidroxifenilacetato | VictaRolismo del dcido 4-
- 05 . hidroxifenilacético
2,3-dioxigenasa
PCL1606 31930 | 2,95 5,00E- Nitrilasa HIdrO|I§I-S de nltrllos'a acidos
- 05 carboxilicos y amoniaco
PCL1606_18760 | 2,93 5,00E- | Etanolamina leansporte de la etanolamina a la
05 permeasa célula
pCL1606_46890 | 2,92 | 2°°F | Lipasa familia GpsL | Scrina hidrolasa, que cataliza la
05 hidrdlisis de los ésteres de colina
2,4'- . .
PCL1606_27110 | 2,84 >,00E- dihidroxiacetofenona D_egra(_iaaon bacteriana de 4-
05 o hidroxiacetofenona
dioxigenasa
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Anexo 10. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL 1606
reprimidos por la produccién de HPR durante la interaccion con la raiz

de aguacate.

Gen

Log2FC

P-Value

Producto

Posible funcion

PCL16906_20720

-4,01

0,00035

Proteina portadora de acilo

Produccién HPR

PCL1606_12290

-3,61

5,00E-05

Ester ciclasa

Sintesis de
nogalamicina

PCL1606_12280

-3,61

5,00E-05

Dihidropteridina reductasa

Conversién de dxido
nitrico en nitrato

PCL1606_20710

-3,23

5,00E-05

3-oxoacil-ACP sintasa

Produccién de HPR

PCL1606_07940

-2,77

5,00E-05

Etanolamina permeasa

Transporte de la
etanolamina ala
célula

PCL1606_37100

2,74

5,00E-05

Colina deshidrogenasa

Cataliza la reaccion de
colina a betaina
aldehido

PCL1606_16090

-2,66

0,00195

Transportador de lisina LysE

Transporta lisina

PCL1606_24780

-2,55

5,00E-05

DSBA oxidorreductasa

Contribuye al proceso
de plegamiento de
proteinas catalizando
la formacién de
enlaces disulfuro

PCL1606_28350

5,00E-05

Proteina de membrana

Hidrolasas que
degradan enlaces
peptidicos de
péptidos y proteinas

PCL1606_32120

0,00045

Proteina de resistencia al cobre C

Proteina de
resistencia a cobre

PCL1606_57880

-2,18

5,00E-05

Proteina hipotética

Desconocida

PCL1606_54730

-2,06

5,00E-05

Proteina de membrana

Transportador de
nucledsido-azucar.

PCL1606_32090

-2,05

0,0002

Cobre oxidasa

Proteina de
resistencia a cobre

PCL1606_09170

-1,94

5,00E-05

Glutamato deshidrogenasa

Cataliza la
desaminacion
oxidativa reversible
del glutamato a alfa-
cetoglutarato y
amoniaco

PCL1606_28340

-1,92

5,00E-05

Proteina de membrana

Hidrolasas que
degradan enlaces
peptidicos de
péptidos y proteinas
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Enzima lipolitica

PCL1606_06630 -1,89 5,00E-05 Esterasa
autotransportadora
PCL1606_28370 | -1,87 | 500E-05 | Poliuretanasa A Degradacion del
- poliuretano
PCL1606_01760 -1,8 5,00E-05 Proteina hipotética Desconocida
Transporte de varios
PCL1606_37110 | -1,8 5,00E-05 | Transportador principal facilitador carbohidratos,
alcoholes organicos y
acidos
PCL1606_00140 | -1,79 | 5,00E-05 | Glicosiltransferasa Establecer enlaces

glucosidicos
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Anexo 11. Caracterizacion de mutantes de insercion.

2,5
A —~PCPCL1606
2 PCL1606::.phaG
£ '~ PCL 1606 kgtP
S 15 | —~—PCL1606::pgdd
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o
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Figura A.6 Curva de crecimiento en medio TPG A) Medida de la absorbancia de las cepas
PcPCL1606, PCL1606::phaG, PCL1606::kgtP y PCL1606::pgdA a diferentes tiempos. B)
Recuento del nimero de células (ufc/ml) de las cepas PcPCL1606, PCL1606::phaG,
PCL1606::kgtP y PCL1606::;pgd4 a los mismos tiempos que la absorbancia. Los datos
representan la media de 3 muestras bioldgicas con 3 réplicas técnicas cada una.
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Anexo 12. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL 1606
sobreexpresados por la producciéon de HPR durante la interaccion
multitréfica. El gen destacado PCL1606_36720 es el gen de interés en
este trabajo, nombrados en bibliografia como una polisacarido

deacetilasa.
Gen Log2FC | P-Valor Producto Posible funcion
5,00E- 2,4~ Degradacion bacteriana de la
PCL1606_ 27110 | 4,01 ! dihidroxiacetofenona g .
- 05 L 4-hidroxiacetofenona
dioxigenasa
PCL1606_27090 | 3,61 | 0,00085 | utanodiol Produccién 2-3, butanodiol
- deshidrogenasa
Cataliza la reaccion de
5,00E- Isocorismatasa isocorismato a 2,3-dihidroxi-
PCL1606_35720 | 3,41 05 hidrolasa 2,3-dihidrobenzoato y
piruvato.
PCL1606_28190 | 3,20 | 0,00015 | Aldehido Actividad oxidorreductasa
- deshidrogenasa
5,00E- 2-oxo-hept-3-eno- Metabolismo del acido 4-
PCL1606_26970 | 3,15 05 1,7-dioato hidratasa hidroxifenilacético
Alfa-deshidro-beta- . L.
pcL1606_26960 | 3,06 | %% | desoxi-D-glucarato | ictabolismo del acido 4-
05 hidroxifenilacético
aldolasa
pcL1606_26980 | 3,05 | O°F | Transportador mps | Mietabolismo del acido 4-
05 hidroxifenilacético
PCL1606_28180 | 2,96 0,0001 Proteina hipotética Desconocida
PCL1606 27010 | 2,85 5,00E- betallna-aldehldo l\/.letab.ollsr_no fje?I acido 4-
- 05 deshidrogenasa hidroxifenilacético
5-carboximetil-2- . ..
pcL1606_26990 | 2,64 | >°%F | hidroxmuconato Metabolismo del dcido 4-
- 05 . hidroxifenilacético
isomerasa
PCL1606 53270 | 2,58 0,0001 proteina de Permeasa de absorcion de 4-
- membrana toluenosulfonato
2-hidroxihepta-2,4- . L .
pcL1606_27020 | 2,57 | >°%% | dieno-1,7-dioato Metabolismo del dcido 4-
- 05 . hidroxifenilacético
isomerasa
PCL1606_27100 | 2,54 0,0007 Transportador MFS Transportador de hexuronato
5,00E- 3,4- Metabolismo del cido 4-
PCL1606_27000 | 2,44 ! dihidroxifenilacetato . L
05 L hidroxifenilacético
2,3-dioxigenasa
PCL1606_27030 | 2,23 5,00E- fl-hldroxﬁemlacetato l\/.letab.ollsmo (I:I(?| acido 4-
05 isomerasa hidroxifenilacético
PCL1606_28150 | 2,20 | 0,00235 | moaF Biosintesis del cofactor de
- molibdeno
PCL1606_36720 | 2,03 | 0,00015 | Polisacdrido Biopelicula

desacetilasa (pgdA)
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Cataliza la escision reductora

PCL1606_31340 | 2,02 (S)'SOOE- azoreductasa del enlace azo en compuestos
azo aromaticos.
5,00E- . s .
PCL1606_34980 | 2,01 05 Proteina hipotética Desconocida
5,00E- P . . -
PCL1606_12290 | 1,98 05 Ester ciclasa Metabolismo policétidos
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Anexo 13. Listado ordenado de los principales 20 genes de PcPCL 1606
reprimidos por la produccibn de HPR durante la interaccion

multitréfica.

Gen Log2FC | P-Value Producto Posible Funcion
PCL1606_20720 | -5,55 | 5,00E-05 :Zﬁze'na portadorade | o 4\ ccién HPR
PCL1606_20710 | -4,91 5,00E-05 3-oxoacil-ACP sintasa Produccién HPR
PCL1606_10520 | -4,28 5,00E-05 Proteina hipotética Desconocida
PCL1606_10880 | -3,97 | 0,00215 | Tiorredoxina Formacion e isomerizacion de

- enlaces disulfuro.
PCL1606_24790 | -3,76 0,0003 Proteina hipotética Desconocida
Antiterminador Modulador de la terminacién
PCL1606_10860 | -3,72 0,00265 - de la transcripcion
transcripcional .
dependiente de rho
PCL1606_10870 | -3,66 0,00055 Proteina hipotética Desconocida
Alfa-cetoacido
PCL1606_36760 | -3,12 5,00E-05 deshldroger?e?sa de Sintesis de acidos grasos de
cadena ramificada cadena larga
subunidad E2
PCL1606_36770 | -3,12 5,00E-05 D|h|d.ro||poam|da Sintesis de acidos grasos de
deshidrogenasa cadena larga
PCL1606_24780 | -2,99 | 5,00E-05 | DSBA oxidorreductasa Z;?g‘jpmad” de azucares y
Subunidad alfa 2- Sintesis de acidos grasos de
PCL1606_36740 | -2,93 5,00E-05 oxoisovalerato g
. cadena larga
deshidrogenasa
Subunidad beta 2- Sintesis de acidos grasos de
PCL1606_36750 | -2,90 5,00E-05 oxoisovalerato g
. cadena larga
deshidrogenasa
PCL1606_11220 | -2,64 5,00E-05 Deso>f|rr|bod|p|r|m|d|na Enzima reparadora del ADN
foto-liasa
Difusién de aminoacidos
PCL1606_10510 | -2,61 5,00E-05 Porina basicos, péptidos pequefios y
carbapenémicos en la célula
PCL1606_10530 | -2,59 0,0001 Proteina hipotética Desconocida
PCL1606_51050 | -2,52 | 0,00075 | Proteina de membrana | [cgulacion deltransporte de
dicitrato de hierro
Proteina de
PCL1606_00450 | -2,51 0,00025 transferencia conjugal Supresor de la proteina dnaK
TraR
PCL1606_57570 | -2,49 0,00095 Proteina hipotética Desconocida
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Dihidropirimidina

PCL1606_36630 | -2,46 5,00E-05 deshidrogenasa Metabolismo pirimidina
subunidad B
PCL1606_16090 | -2,44 | 5,00-05 | [ransportadordelisina | lisina

LysE
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