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-RESUMEN-

En Argentina, la actividad cafiera estd concentrada en la regién noroeste (98%), y
representa la segunda actividad econémica y social méds importante, influyendo
en la historia politica y econémica de toda la regién. La actividad demanda una
constante investigacion y experimentacion, para dar respuesta a las principales
problematicas que afectan al desarrollo del cultivo. En particular, cuando se
habla de procesos infecciosos en las plantas se concentra toda la atencién en el
binomio planta-agente causal, dejando de lado una serie de conceptos
indispensables para comprender el patosistema como algo integral. En el caso de
la estria roja, una enfermedad causada por una bacteria denominada Acidovorax
avenae, que afecta las principales regiones cafieras del mundo, mostré en nuestro
pais, durante los dltimos diez afios, un marcado aumento en su incidencia y
severidad en lotes comerciales, probablemente favorecida por la cosecha en
verde y la rotacién con soja como practicas agronémicas mas frecuentes. El
objetivo de este trabajo de tesis Doctoral fue establecer las caracteristicas del
patégeno mediante la secuencia de genes especificos y explorar, con un enfoque
de interacciéon suelo-planta, las relaciones entre la microbiota principal
acompafiante en un sistema de manejo de cafia con rotacién con soja, y el
desarrollo de la enfermedad. Para ello, se llevd a cabo el aislamiento y
caracterizaciéon microbioldgica clasica, y posteriormente el estudio de Ia
diversidad genética, de las cepas de A. avenae aisladas de las regiones NEA y
NOA se realiz6 mediante RAPD-PCR y MLST. Se determind la presencia de cinco
genotipos multilocus, muy emparentadas entre si que forman un complejo clonal
tnico y derivan de un origen comin y cercano. Una alta especificidad cepa-
hospedante fue demostrada en base a la marcada separacién de las cepas de A.
avenae de cafa de aztcar del resto de las especies de Acidovorax. Como modelo
de estudio, se describi6é ademas en este trabajo la secuenciacién del genoma de
A. avenae T10_61 aislada en Tucuman. Métodos independientes de cultivo, DGGE
y Metagenémica ayudaron a estimar la composicion microbiana, presente en
hojas y suelo de cafia de aztcar. El enfoque de secuenciacién de alto rendimiento
(HTS) de metagendmica, arrojé una gran cantidad de informacién de Unidades
taxonémicas (OTUs) siendo los 6rdenes mas abundantes Bacillales, Rhyzobiales,
Rhodospirilliales, Xanthomonadales, Acidobacteriales, Sphingomonadales. Los datos
obtenidos aportan valiosa informacién para profundizar en el conocimiento y
estudio del patosistema cafia de aztcar-A. avenae.
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Capitulo I

Introduccion




I.1. La cafia de azticar
I.1.1. Caracteristicas de la especie

La cafia de azucar, Saccharum officinarum (L.) constituye el cultivo
sacarifero mds importante del mundo, responsable de mas del 70% de la
produccioén total de aztcar. Originario de Nueva Guinea, sudeste de Asia, donde
se cultiva desde épocas remotas, este cultivo se extiende actualmente a lo largo
de los trépicos y subtrépicos, entre los 36, 5° de latitud norte, hasta los 31° de
latitud sur. (Romero et al., 2009). Pertenece a la familia Poaceae, tribu
Andropogonaceae. Las variedades actualmente cultivadas son el resultado de
hibridaciones interespecificas que involucran a las especies S. officinarum, S.
spontaneum, y S. robustum entre otras (Nobrega y Dornelas, 2006). Actualmente se
encuentra distribuida en extensas dreas, presentando un mejor comportamiento
en regiones tropicales debido a la ocurrencia de dos estaciones diferentes: una
caliente y himeda para una mejor germinacion y otra mas fria y seca para
favorecer la maduracién y acumulacién de sacarosa (Alvarez et al., 1995). La
importancia de este cultivo puede ser atribuida a su maltiple utilizacién, siendo
principalmente empleada como materia prima para la producciéon de aztcar y
alcohol, y maés recientemente como un cultivo energético, a través de la
utilizacion de la biomasa y de los residuos agricola de cosecha (RAC).

La cafia de aztcar es una planta plurianual cuya renovacién en
plantaciones comerciales se produce alrededor de los cinco afios de implantada,
siendo este lapso mayor o menor segtn el nivel de rendimiento que presente el
cafaveral. Crece formando matas constituidas por varios tallos macizos sin
ramificar y con un sistema subterraneo formado por raices y rizomas
(Mozambani et al., 2006). El tallo es el 6rgano que interesa desde el punto de vista
de la produccion de aztcar, ya que en €l se almacena la sacarosa que constituye
alrededor del 12% del peso fresco del mismo. Los tallos poseen entre 20 y 25
entrenudos o “canutos”, de color, didmetro y longitud variables segun las
condiciones de crecimiento y las caracteristicas varietales. Sus hojas se originan
en los nudos y estdn constituidas por la vaina que envuelve al tallo y la lamina

que tiene una longitud de aproximadamente 1 m y un ancho de5 a7 cm (No6brega



y Dornelas, 2006). La cafia de aztcar se propaga asexualmente partiendo de
brotaciones de las yemas que contiene el tallo, denominandose “cafia semilla” al
trozo de tallo que se coloca en el surco de plantacién. La brotacién inicial origina
un tallo primario, de las yemas basales de éste salen los tallos secundarios y de
sus yemas los tallos terciarios, conformando en su conjunto el "macollaje" de la

cafia (Mozambani et al., 2006).

I.2. La agroindustria azucarera. Su importancia en el mundo y en la regién.

La produccién mundial de azticar en la campafia 2016/17 fue de alrededor
de 170 millones de toneladas siendo el 80% de este azticar proveniente del cultivo
de cafa de azucar. Brasil lidera la produccién de aztcar (seguido de India y la
UE) y la exportacion, ya que genera 37 millones de tn/afio y exporta cerca de 26
millones a partir de una produccién aproximada de 739.300 toneladas métricas
cafia de aztcar por afo. Le siguen India, China, y Tailandia entre los principales
paises productores de caha de azucar del mundo

(http:/ /www.fas.usda.gov/commodities/sugar).

El consumo mundial en 2016/17 alcanzé un récord de 174 millones de
toneladas métricas (valor en bruto), excediendo la produccién y reduciendo las
existencias al nivel més bajo desde 2010/11. Si bien en el mundo el consumo
creci6 de manera sostenida y paralela con la produccién, en los dltimos dos afios
la tasa de incremento de la produccién disminuy6é mientras que el consumo
continu6 en aumento. El promedio mundial de consumo, se ubica en 21,6
kg/hab/afio, pero presenta como casos extremos a Cuba, con mas de 60
kg/hab/afo, y China con 7,5 kg/hab/afio (Rios, 2008).

En Argentina, la superficie de produccion de cafa de aztcar es de 365.000
has, concentradas en la regién noroeste (98%), donde representa la segunda
actividad econdémica y social mas importante (Wallberg y Minetti, 2015). El
sector genera unos 45 mil puestos de trabajo directos e ingresos por $8.000
millones anuales y, de acuerdo con estimaciones del INTA, creceria un 33% hasta

el 2020 (http://intainforma.inta.gov.ar/?p=17968#sthash.WrqgxgbE.dpuf). En

las dltimas tres campafias, el sector alcanzé una producciéon promedio de 2,1


http://www.fas.usda.gov/commodities/sugar
http://intainforma.inta.gov.ar/?p=17968#sthash.WrqqxqbE.dpuf

millones de toneladas de aztcar, con una molienda de 20 millones de toneladas
de cafia de las cuales 3,2 millones de toneladas podrian usarse directamente para
la produccion de bioetanol para cumplir con el mandato local sobre
biocombustibles con cerca de 380 millones de litros de alcohol

(http:/ / centroazucarero.com.ar/oldsite/zafras/ zafra2016.html, Centro

Azucarero Argentino).

Tucuman es el principal productor de cafia de aztcar de Argentina, con
un 68% del total nacional (Perez et al., 2007).

El principal destino de la produccion de aztcar es el mercado interno que
absorbe 1,45 millones de tn (91%), representando un consumo por habitante de
38 kg/ano, similar al de paises desarrollados (EE.UU. y UE), aunque
marcadamente inferior al de otros paises productores en la regiéon como Brasil
(59 kg/hab/afio). Aproximadamente el 60% del consumo nacional es industrial
(gaseosas, dulces, golosinas, etc.), mientras que el 40% restante se consume de
manera directa. Los excedentes de produccion y los stocks acumulados resultan
ser fuertemente determinantes de los precios internos del producto. En el afio
2016 se exportaron mas de 580 mil tn de aztdcar, crudo y blanco (cerca de 400 mil
tn mas respecto del 2015 (Centro Azucarero Argentino, 2016).

Como consecuencia de la alta sensibilidad y vulnerabilidad de los
mercados, el sector agroindustrial azucarero debi6 atravesar frecuentes periodos
criticos determinados por altas producciones, bajos precios internos, desorden
del mercado nacional y una fuerte reticencia de base especulativa para exportar
equitativamente los excedentes a menores precios. A esto debe agregarse una
significativa presiéon y latente potencial amenaza derivada de varios intentos
para flexibilizar la comercializacién del azacar en el &mbito del MERCOSUR,
desfavorable para la agroindustria nacional en razén del marco de fuertes
asimetrias entre las producciones de Argentina y Brasil. El aztcar hasta ahora se
ha excluido de la némina de productos de libre comercializacioén en los paises del
MERCOSUR lo que se fundament6 en los subsidios indirectos que benefician a

la agroindustria de la cafia de aztdcar en Brasil (Mariotti, 2008).


http://centroazucarero.com.ar/oldsite/zafras/zafra2016.html

La actividad agroindustrial azucarera, constituye el 1,5% del PBI
agropecuario nacional, pero con fuerte representacién en los PBI agropecuarios
de las provincias de la regioén (58,5% en Jujuy, 50% en Tucuman, 25,6% en Salta)
(Rios y Delgado Cordomi, 2008). Tiene ademas un fuerte impacto y repercusiéon
social, siendo fuertemente generadora de una importante demanda laboral
indirecta. Se estima que, por cada posicion de ocupaciéon directa por la
agroindustria azucarera, se generan cinco posiciones de ocupacién laboral
indirecta, principalmente a través de los servicios requeridos. Es una de las
actividades més importantes del sector agricola e industrial de las regiones
productoras, representando en la mayor parte de ellas niveles de importancia
social, cultural, politica y econémica de especial relevancia siendo un sector
determinante para el desarrollo agroempresarial (Mariotti, 2008).

Desde la selecciéon misma de los terrenos mas apropiados, la optimizaciéon
de materiales vegetales, aplicaciéon de técnicas de manejo cultural eficientes y
sostenibles, los servicios de cosecha e industrializacion de la materia prima,
pasando por el uso adecuado de los recursos naturales en concordancia con la
conservacion del medio ambiente y todas las relaciones politicas y econémicas
alrededor de la comercializacién local, regional y mundial, definen una red de
factores que involucran vastos sectores de poblaciéon afectada directa o
indirectamente por las decisiones y orientaciones que se tomen en cada uno de
los eslabones que forman la cadena de valor de la cafia de aztcar (Ferrari y

Macera., 2008).

I.2.1. Principales productos y subproductos

El aztcar es el principal producto de la cadena, mostrando la dependencia
que el sector tiene con este elemento (Fig.1.1). El alcohol es el derivado mas
importante después del azicar, con excepciéon de Brasil donde es el destino
principal ya que 55% de la cafia cultivada se destina a la produccién de etanol
(USDA, 2018), aunque en la actualidad este producto tiene una importancia
creciente en gran parte de los paises productores.

Los subproductos de la transformacién, mas importantes, son:



Melaza: se usa para la elaboraciéon de alcohol y como alimento para el ganado.
Se pueden obtener entre 11 y 32 L/tn de cafia.

Cachaza: se obtiene de la extraccion y filtracion del jugo. Se obtienen 0,04 tn/tn
de cafia molida.

Bagazo: se clasifica en meollo y fibra. se usa en la fabricaciéon de pulpa de papel,
tableros aglomerados y generacion de energia eléctrica.

Vinaza: La produccién de bioetanol a partir de la cafia de azdcar genera vinaza,

un efluente con altos contenidos en materia organica y sales como potasio,

principalmente.
, Fabricaci6n de azucar Azlcar A
cristalizacion y centrifugacion T l
Caiia de Melaza A AzicarByC

Melaza excedente
cristalizacion y centrifugacion

|
&irhoar —b} Extraccion del jugo ’-—-DJUQO

v

MelazaBy C
Bagazo
Celulosa= 51.2% Fermentacién |Saccharomyces cerevisiae
Hemicelulosa= 24.1%
Lignina= 20.7%

Cenizas y otros= 4%

Destilacion ——p Alcohol hidratado

Cachaza < Vinaza € | - 99.5 a 99.9% pureza
deshidratacion |y, Alcohol anhidro
_(bioetanol)

Residuos lignocelulésicos

Fig. 1.1 Esquema del proceso tipico de fabricaciéon de aztcar y alcohol.

I.2.2. Caiia de Azticar en Tucuman

En Argentina la cafia de aztcar se cultiva en las provincias de Tucuman,
Jujuy, Salta, Santa Fe y Misiones, siendo la provincia de Tucuman la principal
productora (Fig.1.2 A). La produccion de aztcar en Tucumén durante las tltimas
tres campanas fue de aproximadamente 1.400.000 tn. Histéricamente, la
superficie implantada en la provincia, se mantuvo entre 225.000 y 250.000 ha, con
ciertas fluctuaciones, representando cerca del 50% de la superficie cultivable
provincial (Romero et al., 2009). El Laboratorio de Sistemas de Informacién
Territorial del INTA EEA Famailld determiné que la superficie a cosechar con

cafia de aztcar durante la zafra 2018 es de 273.737 ha, a partir del procesamiento



de imdagenes satelitales provistas por la Comisiéon Nacional de Actividades
Espaciales de Argentina (CONAE). La cartografia digital obtenida (Fig.1.2 B)
permiti6 observar la distribucion del cultivo en la provincia a nivel
departamental. La expansion territorial del cultivo se encuentra limitada al norte
y al oeste por el relieve serrano; al este y al sur por la disminucién de las
precipitaciones (isoyeta de 700 mm), el aumento del ntiimero de dias con heladas
y la presencia de suelos salinos. La superficie cultivada se circunscribe a las
regiones agroecoldgicas del Pedemonte, donde compite con cultivos citricolas y
horticolas, y de las Llanuras Deprimida y Chacopampeana (Sanzano y Fadda,
2009). La produccién de la cafia de azicar se basa en el cultivo de distintas
variedades que se distribuyen en la provincia segin su adaptaciéon a las
diferentes regiones agroecoldgicas. Para la campafia 2016/2017 la distribuciéon
porcentual de las principales variedades cultivadas en las distintas zonas caferas
de Tucuman se presenta en la Figura 1.3, donde se observa que LCP 85-384 es la
variedad mas cultivada ocupando mas del 75% del cafiaveral. siendo necesaria
una distribucién varietal mas equilibrada para favorecer la sustentabilidad del
agroecosistema.

https:/ /www.lagaceta.com.ar/nota/768887 /actualidad / apuestan-area-canera-

tucuman-se-convierta-ecosistema-mas-sustentable.html).

\

Ensayos de variedades
Area caiiera

Fig. 1.2. A. Areas productoras de cafia de aztcar en Argentina y distribucién de
ensayos de variedades de INTA. B. Superficie plantada con cafia de azticar en la
provincia de Tucumén (2018). Fuente: Laboratorio de Sistemas de Informacion
Territorial del INTA EEA Famailla.
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Fig. 1.3 Distribucion porcentual de la superficie ocupada por las variedades

cultivadas en la provincia de Tucuman segtn relevamiento camparia 2016/2017.

Los suelos en el area de cultivo en general poseen buen drenaje con
excepcion de los localizados en la Llanura Deprimida, donde son afectados por
fenémenos de revenimiento (ascenso de niveles freaticos y salinizacién de niveles
edaficos). El terreno presenta una pendiente general suave hacia el sudeste y su
topografia no presenta mayores impedimentos para la mecanizacién del cultivo
(Sanzano y Fadda, 2009).

La produccion industrial de aztcar tiene en la provincia de Tucuman mas
de 200 afios, con una significativa influencia en la historia politica, econémica y
social, contribuyendo con el 38% al Valor Agregado Industrial de la Provincia

(http:/ / estadistica.tucuman.gov.ar/sector agropecuario 2013). Esta actividad,

produce en quince ingenios localizados en la provincia, las 2/3 partes del aztcar
argentino. El cultivo més la actividad industrial de los ingenios, emplean
aproximadamente 25.000 personas por afio, destacandose, ademas, la presencia
de pequefios y medianos productores, que representan al 70% del total, obtienen
su sustento gracias a este cultivo. Por otro lado, el efecto multiplicador por cada
peso que se genera en la produccion de cafia, se generan 7 pesos en la economia
circundante (Mariotti, 2008).

El sector agropecuario tucumano es impensable sin la actividad azucarera
determinando la importancia y necesidad de llevar a cabo una intensa actividad

de investigacion y experimentacion, tendiente a lograr en el mediano plazo,


http://estadistica.tucuman.gov.ar/sector

condiciones de productividad competitiva. En consecuencia, es necesario
destinar recursos de investigacion y transferencia tecnolégica para la obtencion
de variedades de cafia de aztcar genéticamente mejoradas, que evidencien una
elevada tolerancia a diversos factores bidticos y abitticos que inciden sobre la

produccion.

I.2.3. El sistema productivo en Salta y Jujuy

El sector azucarero de las provincias de Salta y Jujuy posee una estructura
muy diferente a la de Tucumaén. La principal diferencia es el mayor tamafio de
las explotaciones, puesto que el 85% de la cafia es propiedad de cinco ingenios.
Esta situacién favorece un mejor manejo de la cosecha, que se suma a importantes
inversiones en genética y a maquinarias mas avanzadas, factores derivados de la
mayor disponibilidad de capital que tienen estas firmas con respecto a los cafieros
independientes. Sin registrar marcas tan espectaculares como Tucuman, las
provincias de Salta y Jujuy también tuvieron incrementos productivos
importantes. La produccién de las tltimas tres campanas, se mantuvo alrededor
de las 640.000 tn en 2016, con pequenias variaciones interanuales, pero con una
marcada tendencia en alza debido a que alcanzaron rendimientos fabriles
promedio de 11,6% de aztcar sobre peso de cafia, 6% mas que en 1990 y 2,2%
superior a la marca de 2004 (Ferrari y Macera, 2008). Los rendimientos culturales
promedio de los ingenios nortefios son notablemente superiores a los que
obtienen en las mismas provincias los cafieros independientes. Segun
estimaciones del INTA, los rindes de los cafiaverales de los ingenios alcanzan las
93,5 tn/ha, frente a los 75,4 de los independientes (Ferrari y Macera, 2008). Las
variedades mas utilizadas en la region son: TucCP 77-42, CP 70-1133, NA 90-
1001, NA 96-2929, NA 97-3152, LCP 85-384, que representan practicamente el
85% del cafaveral en Ledesma (Jujuy), mientras que en el Ingenio Tabacal (Salta)
las variedades mas difundidas son: NA 97-3152, LCP 85-384, NA 90-1001, INTA
NA 89-686, NA 96-2929 y TucCP 77-42 ocupando cerca del 80% del area plantada

(Fuente: Dpto. Técnico Ledesma y Tabacal respectivamente).



La mecanizacion de la cosecha estd generalizada en toda la region. La
mayoria de los ingenios aplican un sistema de mecanizacion integral, en tanto
que 40% de los cafieros independientes cuentan con mecanizacién completa y el
60% restante aplica el sistema semi-mecanizado (Volante et al., 2004). Como las
lluvias son menores a las requeridas para el adecuado rendimiento de la cafia, la
utilizacion del riego es necesaria. Los ingenios aplican tecnologias de avanzada
que permiten un aprovechamiento racional del agua, en tanto que los restantes

productores poseen sistemas menos eficientes (Volante et al., 2004).

I.2.4. Situacion actual del cultivo en el Noreste Argentino (NEA)

En Argentina la produccién se concentra principalmente en cinco
provincias. Tucuman, Salta y Jujuy, representan méas del 90% de la misma, y el
resto Misiones y Santa Fe. En estas provincias histéricamente subsisten pequefias
explotaciones que utilizan la cafia en productos artesanales y como forraje.
Actualmente, el esquema productivo de la actividad cafiera en Argentina tiene
como objetivo no sélo la produccién de azicar, sino también de bioetanol. Esto
gener6 la demanda de varias provincias ante las posibilidades de cultivar cafia
en ambientes no tradicionales y aptos desde el punto de vista agroecoldgico,
econdmico y ambiental. En ese contexto, desde el afio 2012, el INTA Famailla
conduce la Red de Evaluacién de Cultivares de Cafia de Azuacar (Red Cafia) con
el objetivo de generar informacién para estas nuevas areas, que incluyen aspectos
de adaptabilidad, estabilidad productiva y riesgos potenciales derivados del
estrés ambiental ante la posibilidad de implantar el cultivo. En este esquema,
ademas de Santa Fe y Misiones se suman Corrientes, Chaco y Formosa que
muestran condiciones agroecolégicas aceptables (requisitos de temperatura y
agua) para la implementacion del cultivo.

A diferencia de Tucuman y el norte (Salta y Jujuy), el modelo de
produccién de cafia de aztcar en el NEA incluye a productores de pequefia
escala. La variedad més difundida es la TucCP 77-42 en Misiones y NA 85-1602
en Santa Fe. Actualmente, el cultivo de cafia de azticar es impulsado no solamente

para la produccion de aztcar propiamente dicha, sino también para la
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produccion de bioenergia, ya sea mediante la elaboraciéon de alcohol como asi
también por el aprovechamiento del bagazo (residuo de la cafia) para la
generacion de electricidad. El alcohol es utilizado para ser mezclado con las
naftas y el bagazo se emplea de diversas maneras para generar electricidad. La
cafla de azacar también puede ser utilizada como forraje, (mayormente en
Misiones). La vinaza, que es el efluente que produce la destilacion de alcohol, es

otra alternativa de uso en riego como fertilizante rico en potasio

I.2.5. Factores limitantes en el cultivo de cafna de aztcar

El crecimiento y desarrollo del cultivo de la cafia de aztcar, pueden verse
afectados por una serie de factores internos y externos que condicionan la
produccion de cafia y el rendimiento, incidiendo sobre el resultado productivo.
Entre estos factores externos, los fitosanitarios ocupan un lugar importante,
siendo las enfermedades una limitante en la productividad del cultivo. Més de
cien enfermedades fueron descriptas en cafia de azacar (Rott y Davis, 2000) que
involucran diversos tipos de microorganismos patégenos, como virus, hongos y
bacterias, que ocasionan distintas lesiones o generan impedimentos afectando el
desarrollo del cultivo y reduciendo considerablemente la cantidad y/o calidad
del producto. Al menos diez de estas enfermedades son consideradas de gran
significancia ya sea por su importancia actual o potencial, segtin sea que causen
un perjuicio directo o que constituyan una amenaza futura, respectivamente
(Maccheroni y Matsuoka, 2006).

En nuestro pais existen antecedentes que confirman la importancia de las
enfermedades en el cultivo de la cafia de azticar. Asi se pueden mencionar, las
“crisis del mosaico” en el afio 1920 y “del carbén” en 1940, que pusieron en riesgo
a toda la agroindustria azucarera argentina, debido a la elevada susceptibilidad
de las variedades que se cultivaban en esos afios. Las enfermedades en la cafia de
azucar no solo influyen sobre la produccién y la calidad fabril, sino ademas
causan la pérdida de las variedades en cultivo obligando a sustituirlas

periddicamente. De igual manera, afectan a materiales que se encuentran en
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proceso de seleccion, eliminando clones avanzados, que evidencian un quiebre
en su resistencia.

Algunos patégenos varian su capacidad para producir enfermedad,
adaptdndose a condiciones particulares del cultivo, como pueden ser la
introducciéon de nuevas variedades o de nuevas practicas de manejo. Estos
factores generan un sistema dindmico, donde la correcta identificacién de los
agentes causales de las enfermedades es fundamental para conocer el
comportamiento del cultivo frente a los patégenos mas comunes (Rago, 2003).

El manejo integral de estas enfermedades se basa principalmente en la
resistencia genética de las variedades, el control biol6gico, el uso de semilla sana
y la ejecucion de practicas culturales durante el establecimiento y el desarrollo
del cultivo. Para ello es necesario conducir estudios etioloégicos como también
epidemioldgicos de las enfermedades, desarrollando métodos de identificacion
y caracterizaciéon de los microrganismos responsables en cada patosistema en
particular.

En la region cafera Argentina, los agentes responsables de las principales
enfermedades son hongos, bacterias y virus, pudiendo mencionarse a modo de
ejemplo algunas enfermedades causadas por estos agentes en todas las regiones
cafieras del mundo: roya, marrén y anaranjada y carbén, causadas por los hongos
Puccinia melanocephala, P. kuehnii, y Sporisorium scitamineum, respectivamente,
virus del mosaico SCMV “Sugarcane mosaic virus” y del amarillamiento SYLV
“Sugarcane Yellow leaf virus” y bacteriosis principalmente raquitismo de las socas
(Leifsonia xyli subsp. xyli), escaldadura de las hojas (Xanthomonas albilineans) y
estria roja (Acidovorax avenae) (Rott y Davis, 2000).

De las enfermedades bacterianas, la estria roja, se encuentra entre las de
mayor importancia para el cultivo. Los programas de mejoramiento genético en
el pais le asignan a esta enfermedad un mayor nivel de importancia ante el
cambio relativo de preponderancia respecto de otras. Actualmente se valora con
mas atencion el grado de resistencia de los clones promisorios, en especial en las
etapas finales del programa y en distintos ambientes agroecolégicos, en base a su

respuesta a estria roja.
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I.3. Estria roja
I.3.1. Agente etioldgico y antecedentes de la enfermedad

La estria roja es una enfermedad bacteriana de la cafia de aztcar cuyo
agente causal es Acidovorax avenae (Manns, 1909; Willems et al., 1992; Schaad et
al., 2008). Es una bacteria de origen asiético distribuida en las principales regiones
cafieras del mundo. La estria roja fue reportada por primera vez en 1922 por
Lyon, en Hawdi, como una enfermedad de las hojas de cafia de azticar conocida
también como “podredumbre del cogollo o del brote terminal” (Edgerton, 1959).
Sus sintomas, como estrias rojas finas con longitud de cinco a 60 cm de largo o
pudricion del apice de la planta, pueden evidenciarse juntos o aislados (Rott y
Davis, 2000). En las hojas, los primeros sintomas son estrias acuosas que
gradualmente toman la coloracién rojiza. En las lesiones nuevas es comun
observar exudados de la bacteria. Posteriormente los sintomas se extienden hacia
el meristema apical que se vuelve himedo como consecuencia de la muerte de
los tejidos, causando podredumbre del brote. En condiciones, favorables, la
podredumbre del brote se extiende por todo el tallo causando grietas por donde
escurre liquido de olor intenso. Esta podredumbre puede alcanzar los nudos
basales en variedades altamente susceptibles. Cafaverales asi afectados generan
un olor caracteristico perceptible a varios metros de distancia (Maccheroni y
Matsuoka, 2006).

Lee et al. (1925) demostraron que la estria roja estaba causada por una
bacteria. En Australia, Cottrell-Dormer (1926, 1932) demostré que la misma
bacteria causaba tanto la estria roja como la pudricién del cogollo de la cafia de
azucar.

En nuestro pais, Spegazzini (1895) la describi6 por primera vez como
“gangrena humeda” o “polvillo” y determiné en sus trabajos de aislamiento
como agente causal a una bacteria que denominé Bacillus sacchari. Luego en 1922,
Fawcett, en base a aislamientos sugirié también que se trataba de una bacteria.
Posteriormente este microorganismo fue clasificado como Xanthomonas
rubrilineans (Lee et al., 1925), mientras que Hayward (1962), en base a

investigaciones sisteméticas de bacterias patdégenas que afectan la cafia de aztcar,
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propuso el nombre Pseudomonas rubrilineans para reemplazar a Xanthomonas
rubrilineans.

En Tucuman, Ramallo (1970), aisl6 la bacteria a partir de hojas infectadas
de cafia de aztcar que exhibian sintomas tipicos de estria roja.

Hu et al., en 1991, la reclasificé en base a analisis numéricos y genémicos
como Pseudomonas avenae en referencia a la bacteria causal de “leaf blight”
descripta por primera vez en avena por Manns (1909). Posteriormente, el grupo
de Pseudomonas no fluorescentes, incluyendo P. avenae (Manns, 1909), P. cattleyae
(Savulescu, 1947), P. pseudoalcaligenes subsp. citrulli (Schaad et al., 1978) y P.
rubrilineans (Lee et al., 1925) fueron reubicados en el grupo de las nuevas
“Acidivorans” como A. avenae subsp avenae, A. avenae subsp cattleyae y A. avenae
subsp citrulli, respectivamente, en base a resultados de hibridaciones DNA-DNA,
DNA-rRNA, electroforesis de proteinas y andlisis numérico de test de
asimilacion de carbon (Willems et al., 1992).

Las especies fitopatégenos de Acidovorax causan enfermedades en una
amplia gama de cultivos de importancia econémica, tanto monocotiledéneos
(sandia, meldn, orquideas) y dicotiledoéneos (maiz, arroz, avena, cafia de aztcar)
(Song et al., 2004).

Schaad et al. (2008) propuso elevar a nivel de especie las Acidovorax
fitopatégenas como A. avenae, A. cattleyae, A. citrulli y como nueva especie A.
oryzae sp. nov. (para los aislamientos de arroz), agente causal de estriado
bacteriano del arroz. Segtn el anélisis filogenético basado en las secuencias del
gen 165 rRNA, estas especies de Acidovorax fitopatdégenas se agrupan juntas y las
cepas no fitopatégenas se agrupan como un clado separado (Giordano et al.,
2012). Willems and Gillis (2015) sostiene la clasificacién de las tres subespecies de
A. avenae como asi también Li et al. (2017) y Dhkal et al. (2018) en trabajos
recientemente publicados.

En este estudio, adoptaremos la nomenclatura propuesta por Schaad et al.
(2008).

A. avenae presenta células de 0,6-0,8 x 1,5-1,9 pm, es Gram-negativo, moévil

y posee un flagelo polar. Las colonias son circulares, translticidas, de coloraciéon
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blanco-crema, convexas y aplanadas. La infeccion entre plantas se realiza por
salpicaduras de lluvia y viento, y es favorecida por pequefias heridas producidas
por el roce entre las hojas. La diseminacion a largas distancias es realizada por el
viento que desprende y transporta pequenas plaquetas de exudados bacterianos
adheridas a las hojas. El in6culo sobrevive entre un ciclo y otro de cultivo en
plantas “guachas”, en restos de hojas adheridos a las yemas (cafia semilla), y en
menor medida en hospederos alternativos que no cumplen un rol importante en
la trasmision (Grisham y Johnson 2015). Cabe mencionar que la trasmisién no se
produce por semilla (cafia semilla) ya que no es una enfermedad sistémica (Rott
y Davis 2000). El uso de variedades resistentes es el sistema de manejo mas
efectivo de control, asi, en las regiones donde las condiciones climaticas
favorecen la ocurrencia de epifitas, no se pueden cultivar variedades susceptibles
(Almeida, 2008).

La estria roja ha sido reportada en practicamente todas las regiones
cafieras del mundo, aunque en muchas de ella no llega a significar grandes
niveles de dafios. En general, cuando las condiciones son favorables a la
enfermedad, ocurren perdidas en el rendimiento del orden del 15% o mas, debido
a la forma aguda de la enfermedad (Martin y Wismer, 1989).

En Argentina, la estria roja ha demostrado su potencial peligrosidad con
un sensible crecimiento en la incidencia y severidad en lotes de variedades
comerciales cultivadas, ocasionando pérdidas a nivel productivo que pueden
significar una disminucién del rendimiento estimado en 1.500 kg/ha de aztcar
dependiendo de las condiciones del cultivo y de manejo. Asimismo, la elevada
presiéon de inéculo sobre variedades tolerantes y moderadamente tolerantes,

tornandolas susceptibles, produce un patosistema altamente riesgoso.

I.3.2. El patosistema caiia de aziicar-Acidovorax avenae

Actualmente la estria roja se puede considerar como la segunda
enfermedad de mayor importancia en el cultivo de cafia de azdcar en nuestro
pais. Después de la fuerte incidencia que se observé desde el afio 2002 hasta la

fecha la enfermedad report6 distintos grados de severidad en nuestra provincia
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segun los afios, las zonas productoras y las variedades afectadas. En Salta y Jujuy
los ataques de estria roja son mayores, pero también con diferentes grados de
severidad segtin los afios y las condiciones ambientales. Los cambios en algunas
pautas de manejo como la rotacion con soja en lotes antecesores a la renovacion
de los canaverales y la cosecha en verde, con una mayor disposicion en el campo
de residuos agricola de cosecha, generan cambios en las condiciones
predisponentes que pueden favorecer el incremento del inoculo inicial de la
bacteria. Por todo esto, como se mencioné anteriormente, los programas de
mejoramiento genético estan valorando con més atencién el grado de resistencia
de los clones promisorios, en especial en las etapas finales del programa y en
distintos ambientes agroecolégicos.

Durante las campafias 2008-2009 y en 2013-2014, se registraron elevados
valores de incidencia y disminucién potencial en el rendimiento cultural por
pérdidas de tallos. La altima campafia, present6 la particularidad de elevadas
incidencias en areas de baja infestacion (pedemonte) y en variedades tolerantes
(L 91-281), que venian mostrando buen comportamiento.

EEA INTA Famailld, desde las areas de mejoramiento genético y
fitopatologia de cafia de azticar determinaron que, de las variedades cultivadas
en Tucuman, la denominada TucCP 77-42 es la maéas afectada en la zona
productora de los departamentos de Burruyact y Cruz Alta (Pérez Gémez et al.,
2010; Rago et al., 2008), se determin¢ el tiempo de sobrevivencia de la bacteria en
condiciones de post cosecha (Di Pauli et al., 2012) y se report6 por primera vez la
identificacion molecular y la presencia de al menos cuatro biotipos de esta
bacteria en la region cafiera del Noroeste de Argentino (Fontana et al., 2013).

Numerosos aspectos deben tenerse en cuenta para entender el
comportamiento de esta bacteriosis para un control integral del patosistema en
estudio. Entre ellos, aspectos relacionados al sistema de cultivo y la cosecha de
cafia de azticar con el avance de la cosecha en verde en relacién a la cosecha con
quema previa del cafiaveral a partir de la prohibiciéon de la quema en la provincia
por ley N° 6253. Por otro lado, el sistema de manejo agronémico y cultural de la

cafia de azticar donde la soja es el principal cultivo antecesor en la rotacién, para
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alternar entre una plantacion y otra de cafia de azacar (Fandos et al., 2013), se
considera entre los factores de manejo més importantes que pueden inducir
cambios en el patosistema y todo el ambiente del cultivo. Estas practicas incluyen
ademas el residuo agricola de cosecha (RAC) que tampoco se quema y constituye
una cobertura de gran volumen de biomasa en el suelo.

En Tucumaén, principalmente en la zona centro-este, en los departamentos
de Burruyact y Cruz Alta, se observé que luego de la rotacion con soja, en un
ciclo siguiente de plantacion de cafia de azucar, el porcentaje de plantas afectadas
con estria roja se incrementa notablemente. Este dato resulta entendible
considerando que segun Fandos et al. (2013), Cruz Alta es la zona de mayor
porcentaje de lotes con rotacién con soja en los ultimos diez afios, en coincidencia
con Pérez Gomez et al. (2010) quienes informaron que esta zona es la de mayor
incidencia de estria roja en la provincia. La soja podria generar modificaciones en
la composicion de los suelos, resultando en un aporte de nutrientes,
especialmente nitrégeno (N), que aumentaria la fertilidad del suelo disponible
no solo para el cultivo sino también para la bacteria (Huber y Thompson, 2007)
favoreciendo el establecimiento del patégeno en el agroecosistema de cultivo de
cafia. Estudios recientes de Johnson et al. (2016) han demostrado que la incidencia
de estria roja aumenta con la mayor disponibilidad de nitrégeno, con mayores
efectos en suelos pesados. También indican que existe una correlacién positiva
entre el aumento de la incidencia de estria roja con varias propiedades del suelo,
incluido el fésforo, potasio y zinc. Esta asociacion entre los altos niveles de
fertilidad y el aumento en la incidencia de la enfermedad fue reportada en
Louisiana (EEUU) para la roya marrén de cafia de aztcar (Johnson et al., 2007) y

en Florida (EEUU) para la misma enfermedad (Anderson et al., 1990).

I4. Implementacion de métodos moleculares en la tipificacion de
fitopatogenos

La correcta identificaciéon del agente etiologico es fundamental para
desarrollar medidas de control efectivas, optimizar los recursos y reducir los

efectos negativos en el medio ambiente (Barnes, 1994). El diagnostico de
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enfermedades vegetales requiere integrar el conocimiento tanto del patégeno
como de la funcién de todos los factores que determinan el desarrollo de la
enfermedad. En particular cuando hablamos de aislados bacterianos es
fundamental comprender la dindmica epidemiolégica y la evolucion de dichos
patoégenos. Numerosas técnicas seroldgicas y enfoques de genotipado, se han
aplicado para la deteccién, diagndstico y caracterizacion de bacterias, y siguen
usandose rutinariamente. (Holt 1994). Técnicas basadas en marcadores
moleculares y en la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) tienen cada vez
mayor uso y diversas aplicaciones. Mds recientemente, el advenimiento de la
taxonomia polifasica estimul6 la integraciéon de datos e informacién de orden
fenotipicos, genotipicos y filogenéticos (Fontana et al., 2005).

La amplificacién especifica de secuencias de acido nucleico mediante PCR
(o algunas de sus variantes, RT-PCR, BIO-PCR, real-time-PCR) es uno de los
métodos de mayor uso y eficiencia en el diagndstico e identificaciéon de patégenos
vegetales (Mumford et al.,, 2006). Permite la deteccion de un patégeno aun
cuando éste se encuentre en muy bajas concentraciones en el tejido vegetal,
habiéndose empleado mucho en deteccién de patégenos de semillas, cultivo de
tejidos, plantas propagadas vegetativamente, entre otros (Henson y French, 1993,
Schaad et al., 1995). Una de sus principales ventajas es que resulta altamente
especifico, sensible y rapido y utiliza insumos de relativamente fécil acceso y de
bajo costo (Li et al., 2008). Ademads, no existe necesidad de cultivar los organismos
antes de la deteccion. La alternativa de mayor éxito en PCR cuantitativa es la PCR
en tiempo real en la que el producto de la amplificacion es detectado a medida
que se va acumulando. La cantidad de producto generado es proporcional al
incremento en la sefial que se produce ciclo tras ciclo y puede ser monitoreado
(Schaad and Frederick 2002).

El desarrollo de métodos de tipificacion molecular basados en fingerprint
(huella digital) han contribuido a distinguir con precisién las variantes genéticas
de numeroso patégenos; entre éstos RAPD “Random Amplified Polymorphic
DNA” (amplificacion aleatoria de ADN polimérfico,), AFLP “Amplified

Fragment Length Polymorphism”( Polimorfismos en la longitud de los
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fragmentos amplificados) , RFPL “Restriction Fragment Length Polymorphism”
(fragmentos de restriccion de longitud polimérfica) y PEFGE “Pulse Field Gel
Electrophoresis (electroforesis en gel de campo pulsado) se han aplicado
ampliamente en la caracterizacion de bacterias fitopatdégenas (Stead, 1995;
Walcott et al., 2000; Fontana et al., 2013; Pulawska et al., 2013; Yan et al., 2013,
Silva et al., 2016; Li et al., 2017; Dhkal, et al., 2018). Ademas, la combinacién de
estos métodos con técnicas basadas en el andlisis de secuencias como MLST
(Multilocus Sequence Typing) introdujo informacién valiosa en el campo de la
investigacion epidemioldgica de los patdgenos bacterianos y en la detecciéon de
posibles eventos de recombinacion (Feng et al., 2009; Yan et al., 2013; Tomasini et
al., 2014; Silva et al., 2016; Zeng et al., 2017).

Particularmente, desde hace més de veinte anos, los avances en la
aplicaciéon de herramientas moleculares al estudio de fitopatégenos en cafia,
brindé informacién sumamente valiosa permitiendo un mejor manejo del
cultivo, orientando asimismo los programas de mejoramiento genético hacia la
obtencion de variedades que evidencien una mejor respuesta a las principales
variantes patogénicas.

Entre los trabajos mas recientes a nivel mundial, se pueden mencionar el
de McNeil et al. (2018) de estudios de resistencia a carbén (Sporisorium
scitamineum) mediante RNA-seq, de Khalil et al. (2018) caracterizaciéon del
genoma de virus del amarillamiento (Sugarcane Yellow Leaf Virus), el de Moradi
et al. (2017) sobre la caracterizacion del virus del mosaico estriado (Sugarcane
Streak Mosaic Virus), Peixoto-Junior et al. (2014) que describe la diversidad
genética de aislados de roya marrén (Puccinia melanocephala) en Brasil y Sharma
y Tamta, (2017) donde aplican marcadores RGAP ( Resistance Gene Analog
Polymorphism) para la caracterizaciéon del gen resistente a la podredumbre roja
(red rot) causada por el hongo Colletotrichum falcatum.

Algunos trabajos importantes en nuestra region fueron los reportados por
Perera et al. (2009), Bertani et al. (2014) y Fontana (2010); Fontana et al. (2013)

para mosaico, amarillamiento y estria roja de la cafia de azticar respectivamente,
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donde se implementaron diferentes técnicas como RFPL, REP-PCR, ARDRA y
RAPD.

I.4.1. MLST “Multilocus Sequence Typing”

Para minimizar los inconvenientes que presentan algunas técnicas de
fingerprinting, Maiden et al. (1998) y Maiden (2006) introdujeron la tipificacién de
secuencias multilocus (MLST), una metodologia de tipificacion basada en
secuenciacion de una region corta (<1 kb) de genes “housekeeping”. Los alelos
encontrados en cada gen (generalmente se analizan siete genes) son numerados
arbitrariamente (usualmente en el orden en que son encontrados), de modo que
cada aislamiento esté representado por los siete ntimeros correspondientes a los
alelos en cada uno de los siete genes. Cada combinacién de alelos se llama
“sequence type” (ST), y cada tipo de secuencia esta tinicamente numerada. Asi,
una cepa determinada puede ser representada por su nimero ST, definida por
siete nameros de alelos especificos. La aceptacion del método para describir
bacterias patogenas en las plantas ha sido mas lenta, sin embargo, un niimero
creciente de esquemas de MLST se han desarrollado incluyendo Pseudomonas
syringae, Xylella fastidiosa, fitoplasmas de arboles frutales, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas spp., y Acidovorax citrulli, algunos de los cuales han sido integradas
en la base de datos PAMDB (“Plant-Associated Microbes Database”) (Almeida et
al., 2010).

En MLST los términos “sequence type” (ST) o “genotipo multilocus” se
refieren a secuencias de fragmentos de genes individuales que posteriormente se
combinan para formar un “Allelic Profile” o perfil alélico, “clado” en el contexto
tilogenético se refiere a un grupo de especies con un ancestro comun. Un caso
similar ocurre con la palabra “cluster” la cual fue incluida en el esquema MLST
como “clonal cluster” o “complejo clonal” para definir grupos de aislamientos
delimitados por el software eBURST (Feil et al., 2004). Para MLST, cada complejo
clonal se define como un grupo de genotipos que comparten al menos cinco loci
con al menos un miembro del grupo, por lo que estos complejos son mutuamente

excluyentes (Feil et al., 2004). Otro término utilizado frecuentemente a partir de
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eBURST es “singletons” el cual hace referencia a los aislamientos que no

pertenecen a ningtin complejo clonal (Urwin yMaiden, 2003).

I.5. Estudio de las comunidades microbianas en el agroecosistema cafia de

azucar mediante técnicas directas

El suelo también juega un rol importante en el desarrollo de una
determinada enfermedad, se pueden presentar diferentes condiciones de usoy/o
manejo del suelo que inciden en la biodiversidad misma creando o fomentando
interacciones mas o menos favorables para el control de un patégeno.
Tradicionalmente cuando se habla de procesos infecciosos en las plantas se
concentra toda la atencioén en el binomio planta-agente causal, dejando de lado
una serie de conceptos indispensables para comprender el patosistema como algo

integral.

I.5.1. La importancia de la biodiversidad en los ecosistemas agricolas

De acuerdo a la Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza
y los Recursos Naturales, "la biodiversidad abarca todas las formas de vida,
ecosistemas y procesos ecoldgicos reconociendo su jerarquia a nivel genético,
taxonémico y de ecosistema". Estos conceptos relacionados con la macroecologia,
son relevantes para la diversidad microbiana y para la conservacioén del acervo
génico; en este sentido, existe un gran desconocimiento de la variabilidad
microbiolégica y del enorme potencial para la innovacién tecnolégica que su
inventario puede producir. El registro y descubrimiento de un fenémeno
biolégico explotable constituye el punto de partida para un desarrollo
biotecnolégico en donde la eficiente planificacién y optimizaciéon de los
programas de investigacién son de suma importancia.

“El campo cientifico-tecnolégico de la Biotecnologia se sustenta en el
conocimiento de los mecanismos moleculares responsables de la organizacion
estructural y funcional de los seres vivos y a partir del mismo se desarrollan
tecnologias con aplicaciones en los sectores agropecuario, industrial, ambiental y

sanitario” (Diamante e Izquierdo 2004). Asi, la Biotecnologia constituye un area
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estratégica para el mejoramiento genético vegetal y animal, la agroindustria, la
prospeccion, caracterizacioén y utilizacién de variabilidad genética y la proteccion
del ambiente. Desde el punto de vista genético se debe tener en cuenta que cada
secuencia de ADN es tnica e irremplazable, con lo cual la desaparicion de
cualquier especie biolégica implica la pérdida irreversible de un conjunto tinico
de informacién. El anterior ensamblaje de genética y funcionalidad lleva a hablar
de biodiversidad: “variedad y variabilidad de todas las formas de vida, el
complejo ecolégico en el cual estan presentes y los procesos de los que forman
parte” (Atlas, 1984; Olembo, 1991)

Los recursos naturales disponibles, la competencia y condiciones fisicas o
quimicas del ambiente, definen el nicho particular de cada organismo. La
multiplicidad de estos factores sobre la tierra, induce (por el principio de
conservacion de la vida) mecanismos de adaptacion o mutaciéon que
fundamentan la diversidad metabodlica de los microorganismos y explica la
biodiversidad existente. El desarrollo de los ecosistemas fue lo que permiti6 el
mantenimiento de la vida en la tierra. Desde el punto de vista de la
termodinamica, un ecosistema es un sistema abierto, muy alejado del equilibrio
y tiene tres componentes: los seres vivos, los productos quimicos de su
metabolismo y el ambiente fisicoquimico, que es modificado por la actividad de
los propios (micro) organismos. Los organismos se necesitan unos a otros para
obtener alimento y eliminar los residuos sélidos, liquidos o gaseosos. Ninguna
especie puede reciclar los productos de su metabolismo. En un ecosistema, gran
parte de la diversidad existente es funcionalmente redundante lo que le imparte
flexibilidad, de modo que la pérdida de ciertas especies es absorbida por la
presencia de otras con funciones similares. Los ecosistemas singulares, libres de
contaminacion por cepas de origen industrial constituyen una fuente potencial
de cepas (Amann, 2000), con propiedades prometedoras para su aplicacion
industrial. La clasificacion taxonémica de un gran ntimero de cepas autdctonas,
que generalmente presentan alta variabilidad fenotipica, puede inducir a
superposiciones o ambigiiedades cuando se emplean métodos clasicos de

identificaciéon y agrupamiento. La aplicacion de técnicas multivariantes
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computacionales facilitan este trabajo y disminuyen los errores causados por
inclusiones deficientes en un grupo determinado.

El uso de los métodos convencionales para la identificaciéon de cada uno
de sus miembros resulta insuficiente. Existen dos alternativas para la
determinacion de la estructura microbiana de las comunidades agricolas, una
consiste en aislar los microorganismos presentes y tipificarlos y la otra es utilizar
métodos que no dependan del cultivo, extrayendo los &cidos nucleicos
directamente del sistema en estudio (suelo, planta, agua, etc.).

El desarrollo de técnicas moleculares independientes de cultivo ha
permitido explorar la diversidad microbiana, analizar la estructura de las
comunidades revelando que la diversidad microbiana es mucho mayor de lo que
se habia considerado. El primer paso es la extraccién y purificacién del ADN de
las muestras. Esta puede ser directa (extraccién del ADN total de la muestra) o
indirecta (aislamiento de microorganismos de la muestra, seguida de la
extraccion de ADN). Posteriormente se amplifican, mediante PCR ciertas
regiones variables del gen ribosomal 16S. Dependiendo del grupo de
microorganismos que se desee estudiar, se usan desde cebadores muy generales
hasta muy especificos. Para la separacién de los fragmentos de ADNr 165
amplificados, es necesario construir bibliotecas de clones de ADNr 16S, cuya
posterior secuencia y analisis permite determinar la diversidad microbiana. Es
posible identificar o determinar cudles son los microorganismos conocidos mas
cercanos a los miembros de la comunidad mediante la comparacién de las
secuencias de los fragmentos de ADNr 16S con las bases de datos, como RDP
(Ribosomal Database Project) o Genbank (METAGENOMICA del gen ribosomal
16S). La obtencion de huellas digitales o “fingerprinting” que constituyen un
patréon o un perfil de la diversidad genética de una comunidad microbiana
mediante la separacion electroforética de los fragmentos de ADNr amplificados,

como DGGE/TGGE, tambien contintan siendo utilizadas.

I.5.1.1. DGGE “Dennaturing Gradiente Gel Electrophoresis” (Electroforesis en

gel con gradiente desnaturalizante). Esta técnica permite separar fragmentos de
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la misma longitud, pero con diferentes secuencias, obtenidos mediante la
amplificaciéon por PCR de regiones del gen 16S ribosomal a partir del ADN total
de una comunidad microbiana. De hecho, es posible separar fragmentos que
difieren en una sola base. Los agentes desnaturalizantes, una mezcla de urea y
formamida en el caso del DGGE (temperatura en el caso de TGGE, otra técnica
muy similar) provocan la separacion de las cadenas dobles de ADN. Es necesario
determinar cudl de las regiones variables de los genes ribosomales permiten
separar los microorganismos presentes, asi como optimizar el gradiente y la

duracioén de la electroforesis para obtener la mejor separacién de las bandas.

I.5.1.2. Metagenémica

Los avances tecnolégicos de los tultimos 10 afios han conducido al
desarrollo de la secuenciacién de nueva generacion (“next generation
sequencing” NGS), también conocida como secuenciacién de alto rendimiento
(“high throughput sequencing” HTS). Las nuevas plataformas se distinguen por
su capacidad de secuenciar millones de fragmentos de ADN de forma paralela.
Ademas, la secuenciaciéon masiva tiene el potencial de detectar todos los tipos de
variaciéon gendémica en un unico experimento, incluyendo variantes de
nucleétido tnico o mutaciones puntuales, pequefias inserciones y deleciones, y
también variantes estructurales (Rodriguez-Santiago y Armengol, 2012).

La metagenémica se puede definir como el anélisis funcional y de
secuencia independiente de cultivo de toda la colecciéon de genomas microbianos
presentes en diferentes nichos o ambientes. El método aplica un conjunto de
tecnologias gendmicas y herramientas bioinformaticas para acceder
directamente al contenido genético de comunidades enteras de organismos.
(Cadena Zamudio et al., 2016).

Gracias al advenimiento de métodos moleculares que no requieren el
cultivo de microorganismos, en los ultimos afios se ha incrementado el
conocimiento de la diversidad microbiana en comunidades complejas. La

posibilidad de secuenciar directamente los genomas de microbios, sin necesidad
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de cultivarlos abri6 nuevas posibilidades que significaron un cambio de rumbo
en la microbiologia.

Actualmente, las técnicas mas nuevas permiten secuenciar directamente el
ADN de una muestra, y evita la necesidad de crear una biblioteca, es decir que
no contiene “volamenes” (genomas) separados de cada especie, sino que consiste
en una mezcla de millones de fragmentos de ADN al azar de todos los
microorganismos muestreados de una comunidad.

Luego, el tratamiento de la biblioteca de genomas (metagenoma), depende
del objetivo de busqueda. En proyectos de metagenémica basados en secuencias
del gen ribosomal 16S, se obtiene informacion sobre la composiciéon taxonémica
de los microorganismos presentes en la muestra. La metagendémica puede ser
usada ademads para analizar el genoma de una comunidad como un todo, lo cual
ofrece informacién sobre la ecologia de la poblacién y la evolucion.

En andlisis de la composiciéon y de la diversidad presentes en una
comunidad requiere la aplicacién de diferentes herramientas estadisticas, la
capacidad de ensamblado e interpretacion de la informacién obtenida de los
metagenomas, es el mayor desafio de la bioinformatica. Algunos de los conceptos
basicos en los andlisis metagendmicos son:

-El analisis de las secuencias basado en la identificaciéon y distribucién de
OTUs (Unidad Taxonémica Operativa) y en los valores de diversidad alfa (a) y
beta (P)

-Diversidad Alfa o “Alpha-diversity” define la riqueza y homogeneidad
de la comunidad microbiana analizada individualmente.

-Diversidad Beta o “Beta-diversity” hace una comparacién entre
diferentes comunidades tomando en cuenta distribucién de especies (OTUs),
especies dominantes y proporcién de cada una de ellas dentro de todas las
comunidades analizadas. Algunos indices y pardmetros de diversidad alfa son:
i) Curvas de rarefaccion, se hacen para cada una de las muestras de las cuales se
consiguié un ntmero tal de secuencias que pudieron ser identificadas en OTUs,
lo ideal es que cada muestra llegue a una meseta; ii) Indice de Simpson, indica la

dominancia de las especies y refleja la probabilidad de que dos individuos
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pertenecientes a la misma especie sean elegidos al azar (varia de0 a1 siendo 1 la
méxima diversidad); iii) Indice de Shannon, mide el grado medio de
incertidumbre, su valor aumenta a medida que aumenta el niimero de especies y
cuando la distribuciéon de los individuos entre las especies se hace pareja, y iv)
Indice Chao qué es una medida de riqueza. Los indices y pardmetros de
diversidad Beta mdas comunes son: Heatmaps que permite visualizar la
frecuencia de apariciéon de cada OTU en cada una de las muestras, es una medida
de la distribucién; Anélisis de Coordenadas principales PCoAy analisis de
agrupamientos “clusters” o Dendrogramas, que indican que tan parecida es la

composicion entre las muestras.

I.6. Hipotesis y objetivos

Hipotesis

En base a las consideraciones expuestas precedentemente y considerando
que la expansion del cultivo hacia zonas no tradicionales del Noreste Argentino
(NEA), hace necesario explorar y ampliar el conocimiento de nuevos biotipos
presentes es esas areas, en el presente trabajo de tesis se formula la siguiente
hipétesis:

Acidovorax avenae, agente causal de la Estria Roja en cafia de azucar,
presenta diversidad genética que muestra una fuerte asociaciéon con el genotipo
de cafia de aztcar en las provincias de Tucuman y Salta (NOA). Mediante el uso
de técnicas basadas en andlisis de secuencias de genes especificos, posiblemente
involucrados en vias metabdlicas principales, se puede realizar una
caracterizacion exacta e inequivoca de las cepas del NOA y NEA.

Un sistema de manejo de cultivo de cafia de aztcar con rotacién con soja,
sirve de modelo para estimar las relaciones entre la microbiota presente en el

suelo y el desarrollo de la enfermedad desde un enfoque integral del patosistema.
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Objetivo General
La presente tesis de doctorado tiene como objetivo general caracterizar
genéticamente las cepas de Acidovorax avenae aisladas a partir de los genotipos de
cafia de aztcar disponibles en la regién cafiera de Argentina, con particular
énfasis en el estudio de la diversidad genética.
Objetivos especificos

-Aislar A. avenae a partir de diferentes areas de cultivo de cafa de aztcar.

-Identificar taxondémicamente los aislamientos mediante técnicas clasicas

y moleculares.

-Tipificar las cepas de A. avense mediante analisis de secuencias

multilocus.

-Secuenciar el genoma de una cepa seleccionada de A. avenae.

-Estudiar la presencia de genes potencialmente relacionados con
mecanismos de patogenicidad de la bacteria mediante estudios comparativos de

genomas.

-Estimar la microbiota principal presente en el sistema de cultivo en

estudio mediante técnicas independientes de cultivo.

27



Capitulo II

Materiales y Métodos



II.1. Aislamiento y caracterizacién de Acidovorax avenae

I1.1.1. Muestreo de plantas

El muestreo se realiz6 sobre hojas de cafia de azticar que exhibian sintomas
tipicos de estria roja (Fig.2.1 A y B).

La seleccién del material en la regiéon NEA, se realiz6 siguiendo la red de
ensayos de INTA, en lo que constituye la Red Cafia debido a que en esta region
el cultivo no presenta extensas dreas, sino que se trata de pequefias explotaciones,
muchas veces con variedades desconocidas. Por este motivo, la recoleccion del
material vegetal se realiz6 en sitios de ensayos y/o en otros cafiaverales cercanos
de la zona, donde se observaban sintomas caracteristicos, ya sean estas
variedades de ensayos INTA o material desconocido, que como se mencionara
anteriormente, es muy frecuente en la region. Este procedimiento se implement6
en las provincias de Santa Fe, Misiones, y Formosa, que, a los fines de la Red
Cafia, se engloba como NEA. También se tomaron muestras en la zona
productora del ingenio Tabacal, en la provincia de Salta y del Ingenio Ledesma,
provincia de Jujuy. (Tabla 2.1).

En todos los casos, se seleccionaron plantas jéovenes, de aproximadamente
cuatro meses de edad, ya que en éstas es donde los sintomas de la enfermedad se
observan en progreso (Fig.2.1 B), con el frente de avance de la bacteriosis
claramente visible.

Las muestras se acondicionaron en bolsas plésticas tipo “ziploc” con papel
absorbente, para su conservacion hasta el momento de su procesamiento. Se
fraccionaron hojas en sobres de papel para ser refrigerados entre 4 a 7° C para su
uso inmediato y por otro lado se colocé otra porcién a -20°C para su conservacion
a largo plazo. También se desecaron hojas con la finalidad de confeccionar un

exicata.
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Tabla 2.1: Localidades donde se realiz6 la recoleccion de muestras y
variedades muestreadas.

ID* Muestra Variedad Ano  Localidad  Provincia
16 Desconocida 2013 El Colorado Formosa
17 NA 85-1602 2013 Tacuarendi  Santa Fe
18 NA 85-1602 2014 Tacuarendi  Santa Fe
19 Fam 04-1604 2014 Tacuarendi  Santa Fe
20 INTA CP98-828 2014 Villa Ocampo Santa Fe
21 Desconocida 2014  Las Toscas Santa Fe
22 NA 02-2320 2014 Tabacal Salta
23 Desconocida 2014 San Javier Misiones
24 NA 96-2929 2017 Ledesma Jujuy

NOTA: *ID muestra corresponde al niimero consecutivo asignado a cada muestra de hojas
sintomaéticas para aislamientos desde 2008 a la fecha.

Fig. 2.1: A-Planta joven de cafia exhibiendo sintomas de un ataque severo de
estria roja; B-Detalle lesion tipica de estria roja en hojas.
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I1.1.2. Aislamientos e identificacion de Acidovorax avenae

Protocolos especificos, como asi también las férmulas de medios de cultivo
y soluciones, fueron extraidas de la Guia de Laboratorio para la Identificaciéon de
Bacterias Patogénicas de Plantas (Schaad et al., 2001).

El material de partida fueron hojas refrigeradas mantenidas por no mas
de 15 dias en heladera entre 4 y 7 °C. Este material fue seccionado en pequefios
trozos y desinfectado mediante dos tratamientos de 1 min con alcohol 70% y un
lavado de 1 min con agua estéril. A continuacion, el material (aproximadamente
0,5 g) fue macerado manualmente en tubos estériles tipo Eppendorf utilizando
como diluyentes distintas soluciones estériles. El sobrenadante obtenido se
utilizé como primera dilucion y a partir de éste se realizaron sucesivas diluciones
decimales para realizar los plaqueos sobre diferentes medios de cultivos (Tabla
2.2), los que fueron incubados a 30°C durante 48-72h.

Se realizaron observaciones cada 24 h para evaluar el desarrollo de
colonias. A partir de esos cultivos en placas se hicieron sucesivos repiques al
medio liquido (Tabla 2.2) y nuevos plaqueos hasta obtener las colonias
individuales y puras para su conservacién y posterior identificaciéon mediante
pruebas preliminares. Algunos de los medios que se emplearon, como asi
también las soluciones diluyentes y las condiciones de cultivo, se describen a

continuacion.
I1.1.2.1. Medios de cultivo
Componentes, esterilizacion y determinacién de pH

Los componentes en gramos (g) para preparar 1 litro (L) de cada uno de
los medios de cultivo usados en este trabajo de tesis se describen a continuacién.
Salvo indicaciones especiales, todos fueron esterilizados en autoclave durante 20

minutos (min) a 121°C. El pH de los medios fue ajustado adicionando NaOH 10

M. Las medidas de pH se efectuaron con un peachimetro Altronix modelo TPX 1.
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1-Solucion Fisiolégica. Se utilizé para la homogeneizacion y preparacion de

diluciones en la mayoria de los aislamientos. 9,0 g de NaCl disueltosen1 L de

agua destilada, ajustar el pH en 7,0+ 0,2.

2-Agar nutritivo. Medio de uso general. Fue el medio mas empleado por su

simplicidad y féacil composicion.

Componentes g/L
Peptona 5,0
Extracto de carne 3,0
NaCl 3,0
Agar 17,0
Agua csp 1L
pH: 7,0

3-Agar extracto de levadura-dextrosa-carbonato de calcio (YDC). Medio

diferencial.

Componentes g/L
Extracto de levadura 10,0
Glucosa 20,0
Carbonato de célcio 20,0
Agar 15,0
Agua csp 1L

pH: 6,9 0,2

3-Caldo LB (del inglés Lysogeny Borth ex Luria Bertani). Este medio se utiliz6

para el crecimiento de la bacteria en condiciones de aerobiosis, en los repiques

entre plaqueos y también para su conservacién y obtenciéon de cultivos de células

puras.

Componentes g/L
Extracto de levadura 5,0
Tripteina 10,0
NacCl 75
Agua csp 1L

pH: 7,4+ 0,2

En la Tabla 2.2 se detallan los diferentes medios de cultivo, general y

diferencial con las respectivas condiciones de incubacion.
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Tabla 2.2. Medios de cultivos generales y semiselectivos para
el aislamiento de Acidovorax avenae.

Medio de cultivo Condiciones de incubacion

Agar Nutritivo 48 h a 37°C

YDC 48 h a 30°C

LB 48 h a 30°C /aerobiosis con agitacion

I1.1.2.2. Conservacion de las cepas

Los cultivos puros obtenidos a partir de los medios de cultivo indicados
fueron crecidos en el medio liquido LB. Esto se realiz6 a 30°C y con agitaciéon
permanente para crear condiciones aerdbicas ya que se trata de un organismo
que tiene un metabolismo aerobio estricto. Un cultivo de 16 h aprox., se reparti6
en viales, recuperandose las células por centrifugacion y resuspendiéndolas en
medio fresco con 20% de glicerol estéril (agente crioprotector). Las mismas se
almacenaron a -80°C hasta la identificaciéon y caracterizacion fenotipica y
genotipica de cada aislamiento. Asimismo, que empleo un método de
conservacion alternativo para el uso a corto plazo que consistié en resuspender
las células el medio LB semisdlido (0,7% agar) y mantener los mismo a

temperatura ambiente.

I1.1.2.3. Pruebas fenotipicas para la identificacion de los aislamientos

Las colonias aisladas (entre 10 y 15 por placa) fueron caracterizadas en forma

preliminar mediante las siguientes técnicas microbiolégicas clasicas:

-Observacién microscopica (en fresco): para la determinacion de la morfologia
de las células bacterianas a partir de un cultivo en medio liquido, se emple6 un

aumento 100X en aceite de inmersion.

-Tincion de Gram: se utiliz6 el kit de Britania para tincién de la pared celular. A
partir de un cultivo de células de 24 h en caldo LB, se colocé sobre portaobjeto
100 pL de la suspension, se dej6 secar en camara de flujo laminar y se procedi6é

de acuerdo a las instrucciones provistas por el fabricante.
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-Actividad oxidasa: se emplearon discos de papel reactivo de Britania. En este
caso también se empled un cultivo de células como en el punto anterior.
El cambio de coloraciéon (gris o rosado) en el disco en contacto con las células

bacterianas, indica si la reaccién es negativa o positiva, respectivamente

-Pruebas de movilidad: se realiz6 en tubos de ensayo con medio agar nutritivo
semisoOlido (0,7% agar), se sembr6 el indculo con palillo estéril en el fondo del
tubo, se incub6 a 37 °C y se observo el crecimiento a las 48 h. El crecimiento mas

alla de la linea de puncién indica que se trata de células moviles.

I1.1.2.4. Identificacién taxonémica de los aislamientos por técnicas moleculares

La identificaciéon molecular de los aislamientos se realizé mediante PCR

especie-especifica y secuenciamiento del gen ARNr 16S.

I1.1.2.4.1. Tampones y soluciones

1-Tampoén TE (Tris-EDTA)

Componentes Concentracién final
EDTA (Genbiotech) 1mM
Tris (Genbiotech) 10 mM

pH: 8,0

2-Solucién de dodecil sulfato sédico (SDS)

Componentes Concentracién final
Dodecil sulfato sodico 20%
(Sigma)
Tris (Roche Diagnostics) 50 mM
EDTA (Roche Diagnostics) 20 mM
pH 8,0
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3-Tampo6n TAE 50x (Tris-Acetate-EDTA)

Componentes Concentracién final
Tris (Roche Diagnostics) 242 ¢

EDTA (Roche Diagnostics) 05M

Acido acético glacial (Sigma) 57,1 ml

pH 8,0
4-Tampon TBE 10x (Tris-Borate-EDTA)
Componentes Concentracién final
Tris (Genbiotech) 108 g
EDTA (Genbiotech) 05M
Acido bérico (Genbiotech) 55 ¢
pH 8,0

I1.1.2.4.2. Obtencion de ADN cromosomico a partir de cultivos puros

Se ensayaron diferentes métodos y kits para la obtencién rapida de ADN a
partir de cultivos puros de las cepas aisladas. Los que mostraron mejores

resultados fueron:

-Microlysis (LABOGEN, UK), se obtiene ADN puro para ser usado en reacciones
de PCR dnicamente, se adiciona 1-2 pLL de una suspension celular “o.n”., o bien
a partir de una colonia obtenida directamente de la placa de agar con 18-19 pL de

microlysis 20x.

-Lisis al microondas, se obtiene ADN para ser utilizado en “screening” directo
de colonias mediante PCR. Se pican colonias individuales a tubos de PCR con 5
pL de agua bidestilada. Se realizan dos ciclos de cinco minutos cada uno a

potencia maxima del microondas.

-Método CTAB modificado de acuerdo a Ausubel et al. (1992). El procedimiento

seguido se describe a continuacion:

A partir de 3 ml de un cultivo bacteriano puro en fase logaritmica crecido en
medio liquido LB a 30° con agitacién, se siguieron los pasos del protocolo como

a continuacion se detalla:
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-Centrifugar a 10000 rpm durante 2 min

-Descartar el sobrenadante

-Resuspender el pellet en 567 pL de buffer TE (Tris 10mM + EDTA 1mM) +
30 pL de SDS 10% + 3 pL de proteinasa k (20 mg/ml)

-Incubar 1h a 37 °C

-Agregar 100 pL de solucién NaCl 5M y 80 pL de buffer CTAB 10% (10 g de
CTAB 10%, 14 ml de NaCl 5M, en un vol. final de 100 ml

-Incubar 10 min a 65°C

-Agregar 800 pL de cloroformo:isoamilico (24:1)

-Centrifugar a 12000 rpm durante 5 min

-Transferir la fase superior y agregar igual vol. de cloroformo:isoamilico 24:1
-Centrifugar a 10000 rpm durante 5 min

- Transferir la fase superior y adicionar 2 vol. etanol

- Mantener a -20°C durante 2 h

-Centrifugar a 10000 rpm durante 5min y descartar el sobrenadante

-Lavar el pellet adicionando 600 pL de etanol al 70%

-Centrifugar a 10000 rpm durante 5min y descartar el sobrenadante

-Lavar el pellet adicionando 300 pL de etanol al 70%

-Centrifugar a 10000 rpm durante 5 min

-Dejar secar el pellet

-Resuspender en 50 pL de buffer TE + RNasa (10/1)

-Almacenar a -20°C.

El ADN obtenido mediante este procedimiento, fue monitoreado y
cuantificado a través de una cuantificacion electrénica con Qbit® (Invitrogen)
y visualizado por electroforesis en gel de agarosa 0,7%. Se empleé en las
pruebas de identificacién molecular, en los analisis de diversidad genética de
Acidovorax avenae, para las técnicas de RAPD-PCR y MLST, y para el analisis

del genoma de la bacteria.
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11.1.2.4.3. Identificacion de A. avenae mediante PCR

Para la reacciéon de PCR especie-especifica se emplearon las condiciones
del procedimiento descripto por Song et al. (2003) empleando el par de cebadores
Oafl/Oar1 para amplificar un fragmento de 550pb correspondiente a la regién
ITS 165-23S.

La técnica de PCR se us6 ademas para amplificar parcial (500pb) o
completamente (1500pb), dependiendo del producto que se pretendia obtener, el
gen ARNTr 16S. El anélisis de las secuencias obtenidas en cada caso, se emple6
para la identificaciéon de algunos de los aislamientos.

Los cebadores usados y las condiciones de amplificacién para cada

combinacién se detallan en la Tabla 2.3 y Tabla 2.4, respectivamente.

Tabla 2.3. Cebadores usados para la identificaciéon de Acidovorax avenae.

Nombre Gen blanco Secuencia (5'23’) Referencia

POf 16S (primer GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1
universal)

Pér 16S (primer CTACGGCAACCTTGTTACGA 1
universal)

Plb 16S (primer AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 2
universal)

Mlb 16S (primer GGCTGCTGGCACGTAGTTAG 2
universal)

Oafl Especie-especifico 5 GTCGGTGCTAACGACATGG-3' 3

Oarl Especie-especifico 5 AGACATCTCCGCTTTCTTTCAA-3’ 3

f-cebador directo; r-cebador reverso; 1- Klijn et al. (1991); 2-Hébert et al.(2000); 3-Song et al. (2003)

Tabla 2.4. Combinaciones de cebadores y ciclos de amplificacion.

Cebadores Concentracion Ciclos Anillado Extensién Fragmento

Final (pM) (pb)
P0-P6 0,5 35  58°C 30" 2 1500
Plb-Mlb 0,5 30 52°C30” 45" 500
Oaf1-Oarl 0,4 25  55°C30” 1 550
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I1.1.2.4.4. Condiciones de amplificacion y electroforesis

Los termocicladores utilizados para la realizaciéon de la PCR fueron el
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem, Foster City, CA, EEUU), y el
BioRad modelo MyCycler™ (Munich, Alemania).

El programa de amplificacion tipico consisti6 en:

-Fase de desnaturalizacion inicial: 5 min a 94°C.

-Fase ciclica: se repite un ntimero apropiado de ciclos a una temperatura de

anillado “annealing” (Ta) y extensién adecuada optimizado para cada reaccién
-Desnaturalizacion: 1 min a 94°C.

-Hibridacién de los cebadores (anillado): 30 seg-1 min a la temperatura de

“annealing” adecuada (Tx), segtin la pareja de primers utilizada.

-Extension: 72°C, el tiempo necesario de acuerdo a los pares de bases (pb) del

fragmento que se desea amplificar.

-Extension final; 7 min a 72°C.

La mezcla de reacciéon de PCR que se utiliz6 se detalla en la Tabla 2.5. Para
esta reaccion también se prob6é una “mix” comercial de Promega, PCR Master
Mix, cuya composicion 2X es la siguiente: taq ADN polimerasa (50 U/ml), dNTPs
(400 uM) y MgCl2 (3 mM). Se empled en una concentracion 1X, tanto en la PCR
especie-especifica como en la amplificaciéon de gen ARNr 16S. La optimizacion
de las condiciones de PCR para los diferentes analisis realizados supuso, en
ocasiones, la modificaciéon de las condiciones estandares descriptas dentro del
rango indicado en la tabla 2.5.

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron separados
mediante electroforesis en geles de agarosa. Se utilizaron concentraciones de
agarosa al 2% para la resolucion de fragmentos menores de 200 pb, 1,8% para
fragmentos entre 200 y 300 pb, 1,5% para fragmentos entre 300 y 500 pb y 1%
para aquellos fragmentos mayores de 500 pb. El gel se prepar6é con agarosa

(Genbiotech y BioRad, Munich, Alemania) y tampén TAE 1x o TBE 5x
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calentdndose hasta la fusion y completa disolucién de la agarosa. Una vez
atemperada (aproximadamente a 60°C) se afiadi6 una solucién 1/10 de colorante
Gel Red (Genbiotech) y se dejo solidificar en un molde adecuado. Para la siembra,
al ADN amplificado se le afiadié 1 6 2 pL del colorante indicador del frente de
corrida. Los marcadores de peso molecular utilizados para la estimacién del
tamario de los fragmentos de ADN fueron: 1 kb DNA ladder, 100 pb DNA ladder
y 50 pb (Promega y Genbiotech), dependiendo del caso. Las electroforesis se
realizaron en tampén 1x TAE o TBE 5x y el gel se visualizé con luz UV en un

transiluminador.

Tabla 2.5. Componentes y concentraciones de las mezclas de PCR.

Componentes Concentraciéon Stock  Concentracién final
Tampoén de PCR 10x 1x

MgCl, 25 mM 1,5-3,5 mM
dNTPs 10 mM 200 pM c/u
(dATP,dCTP,dGTP,

dTTP)

Cebador directo 10-30 pkM ¢/ u 04-20 pM c/u
y reverso

Taq ADN polimerasa  5U/ pL 01-05U
ADN muestra = - 10-20 ng

Agua estéril csp 25650 pL

El tampé6n de PCR 10x provisto con la Taq polimerasa contiene: 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl (pH 8,3) la
concentracion final de estos componentes en la mezcla de PCR fue de: 50 mM KCl y 10 mM Tris-HCL

I1.1.2.4.5. Preparacion de los fragmentos amplificados para reacciones de
secuenciacion

Cuando en la PCR se obtuvo un fragmento de tamafio tnico, éste se
purificé directamente con el kit ExoSAP-IT (Amersham USB Corporation) que
consiste en el tratamiento del producto de PCR con dos enzimas; Exonucleasa I
y Fosfatasa alcalina de camarén (Shrimp Alkaline Phosphatase), en sus

respectivos tampones, dos enzimas que degradan los residuos de ADN de simple
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cadena (cebadores) y dNTPs que no fueron usados durante la PCR. La reaccion
consiste en 15 min de incubacion a 37°C para que actten las enzimas y luego una
inactivacion a 80°C por 15 min. Otros kits usados para purificar los amplicones a
partir del gel de agarosa fueron:
-GFX™ PCR DNA y Gel Band Purification kit (GE Healthcare Companies). En
todos los casos se siguieron las indicaciones del fabricante. Los amplicones
purificados fueron secuenciados en la Unidad de Gendmica del Instituto de
Biotecnologia de INTA Castelar.

El anélisis de las secuencias obtenidas se realizé por comparacién usando
el programa Blast (www.ncbinlm.nih.gov/BLAST/NCBI/EEUU), con

secuencias depositadas en el banco de datos del Genbank.

I1.1.3. Tipificacién genética de cepas de A. avenae

La diversidad genética se evalué en una primera instancia mediante
RAPD-PCR, para luego seleccionar las cepas para la tipificacién por multilocus
(MLST “Multilocus sequence typing”). S6lo se consideraron para los estudios de
diversidad las cepas PCRee (+). Los protocolos fueron puestos a punto en el
laboratorio para poder ser adaptados a las condiciones de trabajo como asi
también a las caracteristicas propias de las especies en estudio para automatizar

al maximo el anélisis.

II1.1.3.1. RAPD “Random Amplified Polymorphic DNA” (amplificaciéon
polimorfica del ADN al Azar)

El genotipado mediante RAPD se realiz6 usando dos cebadores,
considerando su capacidad para discriminar entre cepas de la misma especie y
su reproducibilidad. Los cebadores fueron:(i) M13 (Huey y Hall, 1989) y (ii)
RAPD2 (Cocconcelli et al., 1995). El analisis incluy6 31 cepas de A. avenae, 29
aisladas en el presente trabajo, mas dos biotipos previamente identificados
(Fontana et al., 2013), uno de Salta (511_3) y uno de Tucuman (T10_61).

Las diferentes condiciones usadas en los experimentos de amplificaciéon

para cada uno de los cebadores se describen en la Tabla 2.6. Las imagenes
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obtenidas como producto de la amplificacién de los diferentes fragmentos fueron
analizadas con ayuda del programa Bio Numerics (www.applied-
maths.com/bionumerics/bionumerics.htm). La matriz de similitud fue
calculada utilizando el coeficiente de similitud de Dice mientras que el
dendrograma fue construido por el método de UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean). El programa Bio Numerics pudo ser empleado para
este andlisis por gentileza del Instituto de Biotecnologia de INTA Castelar, que
adquiri6 la licencia para el uso exclusivo del mismo en el mencionado instituto.
El anélisis se pudo realizar s6lo en los casos en que la calidad fotografica
de la imagen fue la requerida para ser leida por el programa. La mezcla de
reaccion optimizada para ser usada con cada uno de los cebadores fue: tampon
de PCR (1x); MgCI2 (3,5 mM); dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (200 pM c/u);
cebador (2,0 pM); Taq ADN polimerasa (0,1 U/ pL); ADN muestra (15-20 ng);
agua bidestilada estéril (csp 50 pL). Los productos de reacciéon se visualizaron
por electroforesis en concentraciones de agarosa entre el 2,5 y 3%. Las
condiciones de corridas fueron descriptas en el punto I1.1.2.5.3 de este capitulo.
El protocolo de RAPD fue conducido en base a las condiciones y
metodologias descriptas por Fontana et al., (2005, 2010) y optimizada para la

especie en estudio.

Tabla 2.6. Cebadores y condiciones de amplificaciéon para las reacciones de

RAPD.

Cebadores Secuencia Desnatu- Anillado Extension  Ciclos
(5'=>3) ralizacion
M13 GAG GGT GGC 94°C, 1 45°C, 20” 72°C, 2 40
GGT TCT
94°C, 1 29°C, 1'* 72°C, 2 20
RAPD2* AGC AGCGTG G 94°C, 20” 55°C, 30" 72°C, 30" 45

*rampa de 1" 30" para pasar de 29°C a 72°C. El ciclo de amplificacién de RAPD2 consiste en dos etapas,
una con 20 ciclos y otra de 45 ciclos.
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II.1.3.2. Analisis MLST “Multilocus sequence typing” (tipificacion de
secuencia multilocus)

I1.1.3.2.1. Amplificacién por PCR y secuenciacion

Para el desarrollo de esta técnica se sigui6 el procedimiento descripto por
Feng et al. (2009) y Yan et al. (2013) y optimizado para las condiciones de este de
estudio. Las cepas de A. avenae de cafia de azucar utilizadas para este analisis,
quince en total, fueron seleccionadas a partir de una evaluacién preliminar
mediante reacciones de RAPD-PCR. Incluye los aislamientos obtenidos en esta
tesis y cinco cepas previamente caracterizadas (Fontana et al., 2013).

Los componentes de reaccion como asi también los cebadores
correspondientes a los siete loci amplificados se detallan en las Tablas 2.7 y 2.8
respectivamente. El programa de amplificaciéon que se utilizé consistié en un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 95°C
30s, 60°C 30 s para la unién de los cebadores y un paso de extension de 72°C por
30 s. La extension final fue a 72°C durante 5 min. Las condiciones de la
electroforesis para la visualizacion de los productos amplificados fueron
descriptas en el punto 11.1.2.5.3 de este capitulo, de acuerdo al tamafio de
fragmento esperado, como asi también la preparaciéon de los fragmentos para

secuenciacion en el punto 11.1.2.5.4.

Tabla 2.7. Componentes de reaccién para MLST

Componentes Concentracion Concentracion
Stock final

Tampén de PCR 10x Ix

MgCL 25 mM 1,5 mM

dNTPs (dATP,dCTP,dGTP, 10 mM 200 pM c/u

dTTP)

Cebador directo e inverso 10 pM c/u 04-1,0pMc/u

Taq ADN polimerasa 50U/ pL 01-05U

ADN muestra e 5-20 ng

Agua bidestilada estéril csp 25 pL
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Tabla 2.8. Secuencias de cebadores para los siete genes amplificados MLST

Nombre Gen blanco Secuencia (5'23’) pb
Aa_gmcf gmc TGGTTGACCTCGAAATAGCC 543
Aa_gmcr TTTCGACTTCATCGTCATCG

Aa_ugpBf ugpB TGAAGGAAATCTCGGTCGTC 452
Aa_ugpBr CTTGACGTCGTTGCTGAAGA

Aa_pilTf pilT GAGTACATCTGCGCCACCTT 404
Aa_pilTr GAATACGGGCACATCCTGAC

Aa_lepAf lepA GATCGACACGCCCGGACAC 489
Aa_lepAr TGATGTAGCCCACCTCGCC

Aa_trpBf trpB GCCACTTCGGCCGCTATG 439
Aa_trpBr CCTCGTTGAGCGCATCCIT

Aa_gltAf gItA GAAGTCCACGTTCGGGTAGA 489
Aa_gltAr TACATGTACCCGCAGAACCA

Aa_phaCf phaC ATCGCCAACCTGCTGCAC 431
Aa_phaCr GAACGTGGTGAGGAAGGTGG

Feng et al., 2009

La aplicaciéon de MLST para estudios de diversidad genética y filogenia
requiere la implementacién herramientas bioinformaticas y de bases de datos
donde exista informacién de secuencias multilocus de la especie en estudio o de
especies emparentadas. Para el presente estudio se empled la base de datos
GenBank, de donde se obtuvo secuencias multilocus de la especie Acidovorax
citrulli (o A. avenae subsp citrulli), bacteria patogénica en cultivos de
cucurbitdceas, especialmente sandia y melén y de otras Acidovorax avenae (o
Acidovorax avenae subsp avenae) aisladas en otras regiones del mundo y a partir
de otros hospedantes (maiz, sorgo, vasey grass, mijo, arroz, etc.). Las secuencias
se encuentran disponibles en www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ bajo el nimero

de acceso EU928004 a EU928726. En la Tabla 2.9 se detallan las cepas analizadas;

las cepas asiladas a partir de hojas sintomaticas de cafia de aztcar de Argentina
(cepas 1 a 15), y las secuencias tomadas de la base de datos para el andlisis de

genotipos multilocus (cepas 16 a 118).

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Tabla 2.9: Cepas analizadas mediante MLST

N° de Cepa ID Cepas Origen geografico Hospedante Ano
1 S11 3 Argentina-Salta Cana de aztcar 2009
2 SF17_4 Argentina-Santa Fe Cana de azucar 2013
3 SF17_5 Argentina-Santa Fe Cana de azdcar 2013
4 SF18_1 Argentina-Santa Fe Cana de azucar 2014
5 SF19_4 Argentina-Santa Fe Cana de azdcar 2014
6 SF20_1 Argentina-Santa Fe Cana de azucar 2014
7 SF21 2 Argentina-Santa Fe Canfa de aztucar 2014
8 S22 1 Argentina-Salta Cana de aztucar 2014
9 S22 3 Argentina-Salta Canfa de aztucar 2014
10 M23 1 Argentina-Misiones Cana de aztcar 2014
11 M23 4 Argentina-Misiones Cana de azucar 2014
12 T4_53 Argentina-Tucuman Canfa de aztucar 2009
13 T6_50 Argentina-Tucuman Cafia de azucar 2009
14 T8_45 Argentina-Tucuman Canfa de aztucar 2009
15 T10_61 Argentina-Tucuman Cafia de azucar 2009
16 AAA19860 EEUU Maiz 2011

17 AC30002 EEUU Sandia 1997
18 AAA30003 Japon Arroz 1997
19 AAA30015 Nigeria Arroz 1998
20 AC30042 Corea Sandia 1997
21 AAA30044 Nigeria Mijo 1984
22 AC30046 EEUU Sandia 1997
23 AC30064 EEUU Sandia 1978
24 AC30073 Brasil Melén -

25 AC30080 EEUU Sandia 1978
26 AC30081 EEUU Sandia 1978
27 AC30082 EEUU Meléon 1978
28 AC30084 EEUU Sandia 1989
29 AC30087 EEUU Sandia 2000
30 AC30090 EEUU Sandia 2000
31 AC30091 EEUU Sandia 2000
32 AC30092 EEUU Sandia 2000
33 AC30093 EEUU Sandia 2000

44



Cont. Tabla 2.9

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

AC30107
AC30118
AC30119
AC30120
AC30121
AC30123
AC30137
AC30139
AC30140
AC30142
AC30143
AC30144
AC30145
AC30146
AC30147
AC30148
AC30150
AC30151
AC30152
AAA30179
AC30224
AC30226
AC30228
AC30229
AC30231
AC30235
AC30237
AC30238
AC30240
AC30243
AC30248
AC30249
AC30250
AC30251

China
China
China
China
Japon
China
Malasia
Malasia
EEUU
EEUU
EEUU
EEUU
EEUU
EEUU
EEUU
EEUU
EEUU
Australia
Australia
Brasil
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China

Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
RockMel6n
RockMel6n
Sorgo
Melo6n
Melo6n
Melo6n
Melo6n
Melén
Melon
Melon
Melén
Melon
Melén
Desc.
Desc.
Melo6n
Melén

2000

2000
2000
2000
2000
2001
2001
1990
1994
1992
1994
1992
1994
1994
1992
1978
1999
1999
1987
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2000
2001
2001
2000
2000
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Cont. Tabla 2.9

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

AC30254
AC30287
AC30288
AC30289
AC30290
AC30291
AC30292
AC30293
AC30294
AAA30296
AAA30297
AAA30298
AAA30305
AC30353
AC30354
AC30355
AC30356
AC30357
AC30358
AC30359
AC30360
AC30361
AC30362
AC30363
AC30364
AC30365
AC30366
AC30367
AC30370
AC30371
AC30372
AC30373
AC30374
AC30375

China
China
China
China
EEUU
EEUU
EEUU
China
China
Japon
Japon
Japon
EEUU
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
EEUU
EEUU

Melo6n
Melén
Sandia
Melén
Melo6n
Melén
Melo6n
Sandia
Sandia
Arroz
Arroz
Arroz
Vasey Grass
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Sandia
Melén
Sandia
Sandia
Sandia
Melén
Sandia

Sandia

2000
2000
2000
2000
2006
2000
2000
2000
2000

1997
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2004
2003
2003
2003
2003
2003
2003
2005
2005
2005
2004
2000
2007
2007
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Cont. Tabla 2.9

102 AC30376 China Melén 2007
103 AC30377 Turquia Sandia 2007
104 AC30378 China Sandia 2005
105 AC30379 China Melén 2000
106 AC30380 China Desc. 2004
107 AC30381 China Sandia 2004
108 AC30382 EEUU Melén 1978
109 AC30383 EEUU Sandia 1978
110 AC30384 EEUU Sandia 1978
111 AC30385 EEUU Sandia 1978
112 AC_M1 Israel Melén 2000
113 AC_M6 Israel Melén 2002
114 AC_W1 Israel Sandia 2002
115 AC_W2 Israel Sandia 2003
116 AC_W4 Israel Sandia 2002
117 AC_Wé Israel Sandia 2001
118 AO19882 EEUU Arroz 2014

Nota: *Las letras junto al ID de las cepas representan la provincia de procedencia: Salta (S), Santa Fe (SF),
Misiones (M) and Tucuman (T). Por ejemplo, SF20_1 representa la cepa numero 1 aislada de la muestra
20 (variedad INTA CP 98-828) de Santa Fe. Las cepas N° 1 (Salta) -12-13-14- y 15 (Tucuman) se tomaron
de Fontana et al. (2013).

I1.1.3.2.2. Analisis de datos MLST
La técnica MLST consiste en la amplificacion por PCR seguida de la
secuenciacion del ADN y posterior andlisis bioinforméatico. Se describe a

continuacion, de manera esquematica, el procedimiento seguido para cada etapa:

-Constatar calidad de las secuencias: los productos obtenidos por PCR se
secuenciaron en sentido positivo y reverso para obtener mayor y mejor calidad
en la secuencia.

-Verificar identidad con los genes de referencia: Cada secuencia fue
verificada en cuanto a su identidad con el gen de referencia por comparacién
usando el programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/NCBI/EEUU), con

secuencias depositadas en el banco de datos del Genbank.
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-Realizar el ensamblaje de secuencias forward y reverse para obtener la
secuencia consenso definitiva. Las secuencias y sus respectivos cromatogramas
se visualizaron con el software BioEdit v.7.0.5.3, realizando un exhaustiva
“limpieza” y correccion de nucleétidos asignados como NNN y eliminando
“ ” . . . (e .,

gaps” cuando fuese necesario. Luego, con las secuencias ya verificadas se realiz6
“ L4 . L.
el “ensamblaje” para obtener una secuencia consenso tnica.

-Realizar los alineamientos de las secuencias para cada gen de cada cepa
con las secuencias de referencia de la base de datos. Una vez generadas las
secuencias consenso para cada cepa y para cada gen, se alinearon con

MEGA?7.0.26 (http:/ /www.megasoftware.net/); En este alineamiento ademas de

las secuencias de cepas propias obtenidas en este trabajo de tesis, se incorporaron
todas las secuencias indicadas en la Tabla 2.9

-Determinar los Tipo de Secuencia (ST); los perfiles alélicos para cada cepa
se calcularon usando el software MLSTest (Tomasini et al., 2013). En base a las
combinaciones de los perfiles alélicos, se asignoé el (ST a cada cepa)

-Andlisis de datos; Se realiz6 un andlisis BURST (Feil et al., 2004)
utilizando MLSTest para identificar complejos clonales con una definicion grupal
de al menos seis alelos compartidos (Tomasini et al., 2013). Ademas, se us6
MLSTest para construir un arbol de Neighbor-joining (NJ), con diferentes
medidas de soporte de nodos. Se construyeron arboles de consenso que resumen
la informacién de los &rboles de fragmentos individuales (basados en la
frecuencia de las ramas en el arbol NJ para cada locus). Los diagramas de escala
multidimensionales se crearon a partir de matrices de distancia por pares. La
incongruencia topolégica entre los locus y las redes de consenso se calcularon
mediante MLSTest para estimar la recombinacion en las especies de Acidovorax y
la significacion estadistica se abord6é mediante la prueba de Templeton (Tomasini
et al., 2013).

I1.1.4. Secuenciacién de genoma de A. avenae T10_61

La cepa T10_61 se aisl6 de hojas con sintomas tipicos de estria roja en cafia
de aztcar en la provincia de Tucuman de la variedad INTA NA 89-686 inscripta

recientemente por INTA y de amplia difusién en la regién cafiera del Ingenio
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Tabacal en Salta. E1 ADN genémico se obtuvo de acuerdo al procedimiento
descripto en el apartado I1.1.2.5.1 de Materiales y Métodos. Se cuantific6 en Qubit
para determinar su concentraciéon en base a las indicaciones requeridas para la
secuenciacion.

El secuenciamiento se realiz6 utilizando la Plataforma Illumina de la
Universidad de Verona (Italia), en el marco de una colaboracién con el Istituto di
Microbiologia-Centro di Ricerche Biotecnologiche (CRB), Universita Cattolica del
Sacro Cuore, Cremona (Italia). Las lecturas fueron ensambladas utilizando el
software Velvet (version 1.1.04). Para la anotacién del genoma se utiliz6 el
servidor RAST (http:/ /rast.theseed.org/FIG/rast.cgi.) que permite visualizar y
analizar la distribucién y ntiimero de genes en diferentes subsistemas presentes.
Posteriormente la secuencia gendmica se deposit6 en la base de datos mundial

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para su registro y

posterior asignacién del namero de acceso.

I1.1.4.1. Estudios genémicos comparativos

Con el fin de establecer relaciones filogenéticas entre las distintas especies
de Acidovorax fitopatégenas, se realizaron estudios comparativos con los
genomas disponibles en la base de datos y el genoma de la cepa Acidovorax avenae
T10_61 de cafia de aztcar, obtenido en el presente estudio (Tabla 2.10). Para llevar
a cabo el analisis propuesto se implementé panX (Ding et al., 2016) que consiste
en un paquete de software para andlisis integrales de pan-genomas. Es
importante mencionar que el pan genoma (o supragenoma) hace referencia a la
unién de todos los genes encontrados en un grupo de cepas (por ejemplo, cepas
de una especie) y que resulta ser tipicamente varias veces mas grandes que el
“core genoma” o genoma nucleo (Ding et al., 2016). El panX permite la
visualizacion interactiva en la web y una exploracién dinamica de los genomas.

La aplicaciéon web (http:/ /pangenome.tuebingen.mpg.de/) abarca varios

paneles interconectados (graficos estadisticos pangenémicos, tabla de clusters de
genes, alineacion, filogenias comparativas, tabla de metadatos). Los clusters de

genes se pueden buscar y filtrar rdpidamente por nombre de genes, anotacion,
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duplicacién y sus propiedades filogenéticas, como la diversidad o el ntiimero de

eventos de ganancia / pérdida de genes (Ding et al., 2016).

En la Tabla 2.10 se mencionan los genomas incorporados al anélisis, donde

ademas se detalla, el origen geogréfico de los aislamientos y el hospedante del

cual fueron obtenidos en cada caso.

Tabla 2.10. Genomas de Acidovorax sp. analizados

Origen
Especie Cepa N° de acceso Huésped  Geografico
A. avenae T10_61 NZ_LJGO00000000.1 Cafia de Argentina
azucar

A. avenae subsp. ATCC 19860 NC_015138.1 Maiz EEUU
avenae
A. avenae subsp. RS-1 NZ_AFPT00000000.1 Arroz China
avenae
A. oryzae ATCC 19882  NZ_JMKU00000000.1 Arroz Japén
A. avenae subsp DSM 17101 NZ_FNJL00000000. Cattleya sp. EEUU
cattleyae
A. avenae subsp AACO00-1 NC_008752.1 Sandia EEUU
citrulli
A. avenae subsp KACC17005 NZ_ CP023687.1 Sandia Corea
citrulli
A. avenae subsp DSM17060 NZ_ FNEY00000000.1 Sandia EEUU
citrulli
A. avenae subsp TW6 NZ_JXDJ00000000.1 Sandia China
citrulli
A. avenae subsp pslb65 NZ_JYHMO00000000.1 Mel6n China
citrulli
A. avenae subsp M6 NZ_LKUWO00000000.1 Melon Israel

citrulli
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II.1.5. Ensayos de virulencia

Las pruebas de virulencia, para evaluar los diferentes grados de severidad
y/o agresividad se realizaron empleando las cepas de A. avenae T10_61, S11_3.
S22_3, SF17_4 y SF18_1 tipificadas como ST diferentes luego del analisis MLST.
La cepa T10_61 se consider6 ademas como control positivo (Fontana et al., 2013).
Plantines jévenes de cafia de azdcar de la variedad susceptible TucCP 77-42,
(Rago et al., 2008) de aproximadamente un mes de emergencia se colocaron en
macetas con tierra y mantillo en una proporcién 70/30 (Fig.2.2 A y B). Un total
de 20 plantines (replicas biolégicas) se utilizaron para cada tratamiento (o para
cada cepa) y el experimento se llevd a cabo en una tnica vez con un disefio
completamente aleatorizado. Los ensayos se realizaron en invernaculo
controlando las condiciones de temperatura (25°-30°C) y humedad elevadas.
Para la inoculacién se sigui6 el procedimiento descripto por Jones et al. (2001),
modificado para cafia de aztcar (Fontana et al., 2013). Se utilizé como inéculo
una suspension 1 x 108 UFC/ml a la cual se afiadi6 Carburo de Silicio
(carburundum) 500 mesh (como agente abrasivo) y tween 20 (como tensoactivo).
El inéculo se preparé a partir de un cultivo puro de la bacteria crecido en medio
liquido LB a 30°C y con agitacion durante 48 h. Las hojas se frotaron
manualmente con esta suspension. Posteriormente se cubrieron con una bolsa de
nylon durante 72 h para mantener elevada la humedad relativa (HR) del
ambiente, promoviendo la condensaciéon de agua sobre las hojas para favorecer
la infeccion (Fig.2.2 C).

Las plantas se examinaron en busca de sintomas todos los dias y hasta 10
dias después de la inoculacién, con los plantines ubicados luego de 72 h en
sombraculo (Fig. 2.2 D) para determinar la evolucién de los mismos. La aparicién
de estrias rojas en las hojas se denominé "sintomas tipicos" (estrias localizadas a
menudo extendidas hasta la tercera hoja) y "sintomas severos" cuando se veia
afectado el brote apical, estableciéndose una escala de valor del 0 al 4 en base a la
escala descripta por Fontana (2010) y Rago (2005) con modificaciones para una

mejor adecuacion a las caracteristicas de la enfermedad (Tabla 2.11). Los datos de

51



severidad se tomaron el dia 10 posterior a la inoculacién y se utilizaron para
calcular una severidad media para cada planta. Se realiz6 un andlisis estadistico
de varianza (ANOVA) con el software InfoStat (Di Renzo et al., 2018).

Una vez concluido el periodo de observacion, se conservaron las hojas de
los plantines inoculados, en heladera entre 4° y 7°C para ser empleados en los re-
aislamientos, complementando asi los ensayos de patogenicidad. Para ello se
procedié de la misma manera que en los aislamientos generales tal como se

describi6 en el apartado II.1.2. de este capitulo.

Tabla 2.11: Escala de valor para evaluaciéon de severidad de estria roja,
causados por Acidovorax avenae.

Escala Sintomas
0 Sin sintomas
1 Infeccién localizada y menos de 3 estrias por hoja
2 Infecciéon avanzada y mas de 3 estrias por hoja
3 Infeccion severa que alcanza el brote apical (o brote guia)
4 Podredumbre y /o muerte del brote apical
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Fig. 2.2: A y B: Inoculaciones en plantines jovenes de cafia de aztcar C: Plantines
en camara humeda; D: plantines en sombraculo después de 72 h de inoculacién.
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I1.2. Caracterizacion de la microbiota principal en el patosistema en estudio
I1.2.1. Muestreo

Para la estimacion de la composiciéon microbiana principal en el sistema
en estudio, se realiz6 un muestreo en un lote seleccionado por sus antecedentes
de alta presion de in6culo (elevada incidencia de estria roja) y con rotacién con
soja, en el noreste de la Provincia de Tucuman, en la localidad de La Ramada,
Departamento Burruyact. Esta localidad se encuentra ubicada en la regién
agroecolégica denominada Llanura Chaco Pampeana Subhtiimeda- Himeda que
se extiende al NE del Departamento Capital, ocupando el 3,6% del territorio
provincial. Presenta relieve ondulado (colinas suaves), con suelos de textura
franco-limosa, precipitacion media anual de 750 a 1000 mm, evapotranspiraciéon
(ETP) de 900 a 950, deficiencia de agua moderada a nula, temperatura media
anual 19° C (enero = 24°C; julio = 12,5°C). frecuencia de heladas: 12 por afio (junio
a agosto). La actividad agricola es dominante en los tltimos treinta afios, ademas
tiene una importante aptitud ganadera, tambera y forestal.

El lote, cedido gentilmente para el estudio por Finca Don Candela (Ingenio
la Florida), cuenta con 4953 surcos de cafia de aztucar, edad del cultivo soca 1
(corresponde al rebrote luego del primer corte), cultivo antecesor soja. Para el
muestreo se seleccionaron las variedades comerciales Tuc CP 77-42 (357 surcos)
y LCP 85-384 (3866 surcos), susceptible y tolerante respectivamente (GS y GT en
adelante) frente a estria roja. Durante dos campafias consecutivas, 2013-2014 y
2014-2015, se tomaron, por duplicado y en dos puntos dentro del surco, muestras
de suelo y hojas a los 30, 90 y 180 dias después de cosecha (ddc), que coincide con
el periodo de aparicion de sintomas de la enfermedad desde la brotacion (Tabla
2.12). El suelo, a granel, se extrajo con barreno tipo sacabocado de la zona en
intimo contacto con las raices de cafia (suelo rizoférico) y las hojas se cortaron de
la parte aérea de la misma planta donde se colocaba el barrero. Las muestras se
acondicionaron en bolsas plasticas tipo “ziploc” para su conservacién hasta el
momento de ser procesadas. Adicionalmente, se fraccionaron en tubos tipo
eppendorf (el suelo) y en sobres papel (las hojas) y se colocé una fraccién a -20°C

y otra a -70°C para su conservacion a mayor plazo.
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Cabe mencionar que a los fines de tener un control “fuera de tipo” o de
contraste con el sistema en estudio, de tomé por tinica vez en el tltimo muestreo
de 2015, una muestra de suelo de un sistema de monocultivo con cafia de aztcar
de mas de 20 afios ininterrumpidos, con las dos variedades en estudio presentes.
La Finca se denomina Los Lapachos, en la misma localidad de La Ramada a pocos
kilémetros de la finca Don Candela, ambas bajo el mismo manejo de Ingenio La

Florida.

I1.2.2. Extraccion de ADN Total

El ADN total de suelo y/u hojas se obtuvo usando FastDNA™ Spin Kit
for Soil y FastDNA® Spin kit for plant and animal tissues de MP Biomedicals en
cada caso. El ADN bacteriano total se extrajo de 300 g de suelo, mientras que para
el caso de hojas se emple6 150 g para cada muestra. Cabe mencionar, que las
muestras de hojas utilizadas para este ensayo, solo corresponden al primer
muestreo del ciclo 2013-2014, ya que por una cuestién de tiempo y costo se
decidi6é continuar posteriormente sélo con las muestras de suelo en los analisis,
tanto de DGGE como de metagenoémica. En ambos casos se sigui6 el
procedimiento basado en tecnologia de perlas y el instrumento FastPrep®
(Qbiogene, Inc., CA) que consiste en una ruptura mecanica del material
utilizando Lysing Matrix D (perlas de ceramica de 1,4 mm) para la lisis celular y
un método de filtro de spin basado en silice para el proceso de purificacion. El
ADN fue finalmente resuspendido en 100 ml de solucién provista por el kit. Los
acidos nucleicos extraidos se examinaron con una electroforesis al 0,8% gel de
agarosa, y cuantificado utilizando el método picogreen del Kit de ensayo Quant-
iT ™ HS ds-DNA (Invitrogen, Paisley, RU) en combinacion con el fluorémetro
QuBit ™. A partir del ADN total obtenido se ensayaron diferentes condiciones
de amplificacion y corridas para la técnica de DGGE y posteriormente para un

analisis metagenémico.
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Tabla 2.12: Muestras analizadas en los métodos independientes de cultivo.

ID Muestras Nombre  Fecha Tiempo de Sistema de Lugar
Muestra muestreo manejo

S64 GTIA* oct-13 30 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
S66 GTIA* oct-13 30 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
S65 GTHA*  oct-13 30 ddc soca 1 cafia-soja ~ Finca Don Candela
567 GTIA*  oct-13 30 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
562 GTIB dic-13 90 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
S63 GTIIB dic-13 90 ddc soca 1 cafia-soja ~ Finca Don Candela
S58 GTIC mar-14 180 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
S59 GTIIC mar-14 180 ddc soca 1 cafla-soja ~ Finca Don Candela
S74 GTID nov-14 30 ddc soca 2 cafla-soja  Finca Don Candela
S77 GTIID nov-14 30 ddc soca 2 cafia-soja  Finca Don Candela
S72 GTIE ene-15 90 ddc soca 2 cafla-soja  Finca Don Candela
S75 GTIIE ene-15 90 ddc soca 2 cafla-soja  Finca Don Candela
S73 GTIF mayo-15 180 ddc soca 2 cafia-soja  Finca Don Candela
S76 GTIIF mayo-15 180 ddc soca 2 caha-soja  Finca Don Candela
S85 GTUG mayo-15 180 ddc soca cafia-cafia ~ Finca Los Lapachos
568 GSIA* oct-13 30 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
S70 GSIA* oct-13 30 ddc soca 1 cafla-soja  Finca Don Candela
S69 GSIIA*  oct-13 30 ddc soca 1 cafla-soja ~ Finca Don Candela
571 GSIIA*  oct-13 30 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
S60 GSIB dic-13 90 ddc soca 1 cafla-soja ~ Finca Don Candela
S61 GSIIB dic-13 90 ddc soca 1 cafla-soja ~ Finca Don Candela
S56 GSIC mar-14 180 ddc soca 1 cafia-soja  Finca Don Candela
S57 GSIIC mar-14 180 ddc soca 1 cafla-soja  Finca Don Candela
S80 GSID nov-14 30 ddc soca 2 cafla-soja  Finca Don Candela
583 GSIID nov-14 30 ddc soca 2 cafia-soja  Finca Don Candela
S78 GSIE ene-15 90 ddc soca 2 cafla-soja  Finca Don Candela
S81 GSIIE ene-15 90 ddc soca 2 cafla-soja  Finca Don Candela
579 GSIF mayo-15 180 ddc soca 2 cafia-soja  Finca Don Candela
S82 GSIIF mayo-15 180 ddc soca 2 cafla-soja  Finca Don Candela
S84 GSUG mayo-15 180 ddc soca cafia-cafla ~ Finca Los Lapachos

Nota: GT genotipo tolerante; GS genotipo susceptible
I muestra 1; Il muestra 2, A, B, C, D, E, y F, tratamientos expresados en dias después de cosecha (ddc) ciclo

2013-2014 y 2014-2015 consecutivamente. UG: cafa sobre cafia (muestra tinica)

*muestras a partir de las cuales se extrajo ADN total de hoja y ADN total de suelo.
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I1.2.3. Electroforesis con gradientes desnaturalizantes quimicos DGGE

A partir del ADN total obtenido de suelo y planta se realizaron los ensayos
DGGE a fin de estimar la composicién microbiana del sistema en estudio.

Para el desarrollo de la técnica se utilizaron las siguientes soluciones y
reactivos. Otros insumos como tampones o buffers fueron descriptos en el

apartado II. 1.2.4.1 de este capitulo:

1-Soluciéon de Acrilamida 40%j/Bis (37.5:1)

Componentes Concentracion final
Acrilamida 3893 g
Bis-acrilamida 1,07 g

H>O dest csp 11

Se esteriliz6 por filtracién (Millipore 0,45 pm) y se almacend a 4°C.

2-Solucidn libre de Urea/Formamida (0% desnaturalizante)

Componentes Concentracion final
40% Acrilamida/Bis (37.5:1) 20 ml 8%

50x TAE buffer 2ml 1x

H>O dest csp 100 ml

3-Soluciones desnaturalizantes de Urea/Formamida

Componentes 30% 40% 50% 60% 70%
40% Acrilamida/Bis (37.5:1) 20ml 20ml 20ml 20ml 20ml
50x TAE buffer 2ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
Formamida (desionozada) 12ml 16ml 20ml 24ml 28 ml
Urea 126g 168g 21g 252¢g 294
H>O dest csp 100ml 100 ml 100ml 100ml 100 ml

4-Solucion de persulfato de amonio 10% (PSA)

Disolver 0,1 g de amonio persulfato en 10 ml de H>O dest., conservar a - 20°C.
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5-Reactivo “solucién Dye”
Usado como indicador de gradiente en geles de electroforesis

desnaturalizantes. Se adiciona a la solucién de mayor concentraciéon de agentes

desnaturalizantes.
Componentes Concentracion final
Azul de Bromo fenol 005¢g 0,5 %
Xylene Cyanol 005¢g 0,5%
1x TAE buffer csp 10,0 ml 1x

6-2x Gel loading Dye
Colorante usado para la siembra en el gel, otorga densidad y permite

visualizar el frente de corrida durante la electroforesis.

Componentes Concentracion final
2% Bromo azul de bromo fenol 0,25 ml 0,05%

2% Xylene Cyanol 0,25 ml 0,05%

100% Glicerol 7,0 ml 70%

H>O dest csp 2,5 ml

El procedimiento empleado se describe a continuacion:

-Extraccion y purificaciéon del ADN directamente de las muestras de suelo
y/u hojas.

-Amplificaciéon mediante PCR de las regiones variables del gen ribosomal
16S seleccionadas de acuerdo al grupo de microorganismos que se desea
estudiar. Se usan desde cebadores universales hasta cebadores muy especificos
de especie. En este trabajo se estudiaron 3 diferentes regiones variables usando
los cebadores y las combinaciones de los mismos descriptos en la Tabla 2.13 y
2.14 respectivamente.

-Electroforesis en gel de agarosa para controlar el producto de PCR y su
concentracién aproximada.

-Preparacion del gel de poliacrilamida (37,5:1; acrilamida:bisacrilamida)
en TAE 1x. Anteriormente se describié en detalle los reactivos y cantidades
necesarias para la preparacion del gel para DGGE con la concentracién adecuada
de agentes desnaturalizantes. La concentraciéon de acrilamida en el gel se

selecciona de acuerdo al tamafio de los fragmentos a amplificar:
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Porcentaje del gel Fragmento amplificado

6% 300-1000 pb
8% 200-400 pb
10% 100-300 pb

-En este trabajo los geles fueron preparados con una concentracion final
de poliacrilamida del 8%, con dimensiones de 280 x 180 x 1 mm y con un volumen
final de aproximadamente 50 ml. Los gradientes desnaturalizantes que se usaron
fueron paralelos al frente de corrida. El equipo usado para esta electroforesis fue
un Sistema DGGE INGENY phorU-2 (Ingeny International BV, Paises Bajos)

-Una vez listas las soluciones de poliacrilamida ambas se van mezclando
con ayuda de una bomba que luego las impulsa dentro de los vidrios. Se deja
polimerizar al menos dos horas. Se puede observar la correcta formacion del
gradiente ya que la solucién de alta concentracion desnaturalizante (High) es
coloreada, mientras que la de baja concentraciéon (Low) no, por lo tanto, se
evidencia un gradiente de color azul. A cada solucién se ahade:

-500 pl de solucién Dye (s6lo en la solucién de alta concentracion
desnaturalizante)

-5 pl de Temed y 150 ul de PSA 10% en ambas soluciones
(Nota: se modificaron las concentraciones de Temed y PSA de acuerdo al clima,
el frio favorece la polimerizaciéon. La soluciéon stock preparada en exceso se
conservo a 4°C, al abrigo de la luz).

-Preparar 17 litros de TAE 1x y precalentarlo a 60°C al menos 1 hora.
Cuando el buffer alcanz6 la temperatura y el gel ha polimerizado, introducir el
soporte con el o los geles entre los vidrios (pueden correr simultdneamente dos
geles) y calentar a 60°C al menos por 45" antes de sembrar las muestras e iniciar
la electroforesis.

-Preparaciéon de las muestras a sembrar: a 10 ul de ADN obtenido
mediante PCR se le adicion6 igual volumen del colorante de corrida Gel Loading
Dye 2x y se sembraron en los pocillos previamente lavados con el mismo buffer
para eliminar restos de acrilamida que puedan haber quedado dentro al quitar

los peines.
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-La corrida se realizé durante 16 h a un voltaje constante de 90 V.
-Coloracion del gel: colocar 200 ml de TAE 1x, agregar 20 ul de colorante

Syber green y dejar colorear por un término minimo de 10-15 min.

I1.2.3.1 Optimizacion del protocolo de DGGE

Se ensayaron diversas condiciones en los experimentos de PCR para el
posterior analisis por DGGE. El protocolo, descripto por Fontana et al. (2005b)
fue aplicado para tres combinaciones de cebadores, con las siguientes
concentraciones de reactivos en las mezclas de PCR: tamp6én de PCR (1x); MgCl
(1,5 mM); dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (200 pM c¢/u); cebador (0,1 pM
c/u); Taq ADN polimerasa (0,1 U/ pl); ADN muestra (15-20 ng) y agua
bidestilada estéril (csp 50 pl). Las Tablas 2.13 y 2.14 muestra los cebadores y las
combinaciones ensayadas respectivamente.

La reacciéon de amplificacion consistié en 35 ciclos a: 94°C 30”7, 58°C 30", 72°C
1. Para cada regién variable analizada fue adaptado el gradiente
desnaturalizante que permitié mejor resolucién y separaciéon de las bandas

durante la electroforesis.

Tabla 2.13. Cebadores evaluados en los experimentos de DGGE.

Cebador Secuencia Referencia
Bact-0124 f- CGC CGG GGG CGLC GLrecea Ggae Lane, (1991)
GC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G

GGA CGG GTG AGT AAC ACG

Univ-0515 r ATC GTA TTA CCG CGG CTG CTG CTG  Lane, (1991)

GCA

V3 £-GC CC GGG GGG CGC GCC CCG GGC Ercolini et al.
GGG GCG GGG A CGG GGG GCC (2001)
TAC GGG AGG CAG CAG

V1£-GC CGC CCG CCG CGL ceceaea ccce Klijn et al.
GTC CCG CCG CCCCCG CCCGGCG (1991
GCG TGC CTA ATA CAT GC

Vir TTC CCC ACG CGTTACTCA CC Klijn et al.

(1991)
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Tabla 2.14. Combinaciones de cebadores y productos de amplificacion.

Cebadores Regién variable Producto amplificado
V3f (GC)-Uni 0515r V3 200 pb
Bact-0124f(GC)-Uni-0515r V2-V3 400 pb
V1f (GC)-V1r V1 100 pb

I1.2.4. Analisis Metagen6émico

Para implementar el ensayo de metagenémica, se propuso un disefio
experimental mediante la amplificaciéon del gen 16S ADN Ribosomal en la
plataforma MiSeq, Illumina a partir de las mismas muestras de suelo empleadas
para los ensayos de DGGE (Tabla 2.12). Para estudiar la biodiversidad presente
se amplifico la regién hipervariable V3-V4, a partir del ADN total del suelo,
mediante dos reacciones de PCR con cebadores universales del ADNr 16S.

La PCR (anidada) emplea un primer “forward” marcado (barcode) para
diferenciar las muestras de interés dentro de un “pool” de muestras (Tabla 2.15).

A continuacion, se detallan los procedimientos para la secuenciaciéon y el

procesamiento de las secuencias:
I1.2.4.1. Secuenciacién de alto rendimiento (HTS) de amplicones de rRNA 16S

Treinta muestras de suelo obtenidas en tres tiempos diferentes (Tabla 2.12)
fueron seleccionadas para el enfoque HTS. E1 ADN total bacteriano fue extraido
como se describe en el punto I1.2.2 de este capitulo. La region variable V3-V4 del
165 rRNA, se amplific6 con los pares de cebadores 343F (5'-
TACGGRAGGCAGCAG-3 ') y 802R (5-TACNVGGGTWTCTAATCC-3')
utilizando Phusion Flash High-Fidelity Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
Inc. Waltham, MA, EE. UU.). Se realizaron dos ciclos de PCR y las condiciones
usadas para la mezcla de reaccion y los experimentos de amplificacién fueron
realizados de acuerdo a lo descripto por Vasileiadis et al. (2015). Los productos

de la segunda PCR en donde se usa el cebador 343F marcado con un “barcode”
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diferente para cada muestra fueron unidos en un solo grupo (pool) en cantidades
equimolares basadas en los datos de cuantificaciéon QuBit. El pool de productos
de PCR fue purificado utilizando el método de fase de inmovilizacién inversa
con el kit Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter, Italia, Milano) y
posteriormente secuenciado en PTP - Science Park (Parco Tecnologico Padano,
Lodi, Italia) con un instrumento MiSeq Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA)

con quimica V3, que genera lecturas de pares de 300 pb.

Tabla 2.15: “Indexed Primers” (barcodes) usados en el estudio

ID muestras  barcode linker barcode/linker/primer

57 ATACTCG TA ATACTCGTATACGGRAGGCAGCAG
58 ATACGAC TA ATACGACTATACGGRAGGCAGCAG
59 ATAGTGC TA ATAGTGCTATACGGRAGGCAGCAG
60 CTATCGA TA CTATCGATATACGGRAGGCAGCAG
61 CTAGTAG TA CTAGTAGTATACGGRAGGCAGCAG
62 CTCTATC TA CTCTATCTATACGGRAGGCAGCAG
63 CTCATGT TA CTCATGTTATACGGRAGGCAGCAG
64 CTCACTA TA CTCACTATATACGGRAGGCAGCAG
65 CTCCATA TA CTCCATATATACGGRAGGCAGCAG
66 CTGAACT TA CTGAACTTATACGGRAGGCAGCAG
67 CTGCATA TA CTGCATATATACGGRAGGCAGCAG
68 CATTGCT TA CATTGCTTATACGGRAGGCAGCAG
69 CATAAGC TA CATAAGCTATACGGRAGGCAGCAG
70 CATACCA TA CATACCATATACGGRAGGCAGCAG
71 CAATCAG TA CAATCAGTATACGGRAGGCAGCAG
72 CAGTGTC TA CAGTGTCTATACGGRAGGCAGCAG
73 CAACTTG TA CAACTTGTATACGGRAGGCAGCAG
74 CAAGTGA TA CAAGTGATATACGGRAGGCAGCAG
75 CACAGAT TA CACAGATTATACGGRAGGCAGCAG
76 CAGTTAC TA CAGTTACTATACGGRAGGCAGCAG
77 CAGGAAT TA CAGGAATTATACGGRAGGCAGCAG
78 CCTTCAA TA CCTTCAATATACGGRAGGCAGCAG
79 CCTATTG TA CCTATTGTATACGGRAGGCAGCAG

80 CCATAGT TA CCATAGTTATACGGRAGGCAGCAG
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Cont. Tabla 2.15

81 CCAATCT TA CCAATCITATACGGRAGGCAGCAG
82 CGTTAAC TA CGTTAACTATACGGRAGGCAGCAG
83 CGTCTTA TA CGTCTTATATACGGRAGGCAGCAG
84 CGATTCA TA CGATTCATATACGGRAGGCAGCAG
85 CGATATG TA CGATATGTATACGGRAGGCAGCAG

I1.2.4.2. Procesamiento de los datos de secuencia y analisis

El filtrado de datos de secuenciaciéon de alto rendimiento, la
multiplexacién y la preparacién para andlisis estadisticos se llevaron a cabo
segtin lo descripto por (Bassi et al., 2015; Polka et al., 2015; Vasileiadis et al., 2015).
Se ensamblaron lecturas emparejadas para reconstruir los amplicones V3-V4
completos con el programa "PANDAseq" (Masella et al., 2012) que permite un
maximo de dos desajustes y al menos 30 pb de superposicién entre los pares de
secuencias. La demultiplexacién de muestras se llevé a cabo con el kit de
herramientas Fastx (http:/ /hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). Mothur v.1.32.1
(Schloss et al.,, 2009) se wutiliz6 para eliminar secuencias con grandes
homopolimeros (=10), secuencias que carecen de alineacién dentro de las
regiones V3-V4 dirigidas, secuencias quiméricas (Edgar et al., 2011) y secuencias
que no se clasificaron como bacterianas después del alineamiento usando Mothur
que contiene datos obtenidos desde RDP (Ribosomal Data Project). Los indices
de diversidad se calcularon con Mothur.

Los diferentes indices, la riqueza de Chao, y la diversidad de Shannon, asi
como los indices de uniformidad se calcularon a partir de cada OTU. Todos los

andlisis estadisticos y por pares, las comparaciones entre grupos se realizaron en

Rv3.1.
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Capitulo III

Resultados




IIL.1. Aislamiento e identificacién de Acidovorax avenae

Los medios de cultivo utilizados resultaron efectivos para el aislamiento,
bacteriano, tanto el medio general AN, como el medio diferencial YDC
exhibieron las colonias tipicas esperadas segtn lo descripto por Jones et al. (2001)
y Fontana et al. (2013). Cabe mencionar que no se dispone de un medio
totalmente selectivo para A. avenae de cafia, lo que hace mas dificil obtener un
buen namero de colonias en los aislamientos directos, y en este sentido, es muy
importante conocer la morfologia de la misma en cada medio de cultivo
empleado (Fig.3.1A). La composicién en las placas con medio AN, se present6
siempre de la misma manera, se observaron colonias de color blanco-crema,
circulares, trasltcidas, de bordes lisos, que respondian a la morfologia tipica de
Acidovorax. Otras amarillas, circulares, de bordes lisos y uniformes, morfologia
similar a algunas especies de Xanthomonas. Con frecuencia, aunque en pequefio
nimero, se observaron otras colonias blancas, mas pequefas, no cremosas ni
traslucidas de consistencia menos blandas (Fig. 3.1B). Las colonias amarillas y las
blanco-crema, resultaron muy dificiles de separar en colonias individuales ya que
generalmente crecian superpuestas. Luego de sucesivos repiques fueron aisladas
y sujetas a diferentes andlisis a los fines de identificarlas taxonémicamente. El
medio YDC se emple6 como medio diferencial para las colonias blanco-crema,
presentandose de color beige, caracteristico de Acidovorax. Cada colonia pura fue
conservada como se describe en el Cap.II (Materiales y Métodos), asegurando asi
la supervivencia hasta su identificacion. Solo las colonias con morfologia tipica
de Acidovorax fueron seleccionadas para los posteriores estudios de
caracterizacién molecular, mientras que dos a tres colonias no tipicas fueron
incluidas como control y para su identificacion, para confirmar la presencia o no
de otros géneros de bacterias patogénicas, por ejemplo, Xanthomonas sp., agente
causal de falsa estria roja en Brasil (Giglioti y Matsuoka 2000).

Un total de 100 colonias fueron seleccionadas y caracterizadas en forma
preliminar mediante observacién microscépica (morfologia de la célula), seguida
de tinciones de Gram. Esto se realizé principalmente para colonias con

morfologia tipica de Acidovorax, 54 colonias aproximadamente (Tabla 3.1) y
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algunas colonias amarillas, por los motivos antes mencionados, determinando de
este modo, que se trata de bacilos cortos, dispuestos singularmente o en cadenas
cortas de a dos y Gram negativos. Las pruebas de movilidad y el test de actividad
oxidasa, confirmaron que se trata de bacilos moéviles y oxidasa positivos tal como

lo describieron previamente para aislados de esta especie, Fontana et al. (2013).

Fig. 3.1 A. Colonias de A. avenae puras obtenidas sobre placas de Petri en medios
de cultivo: Extracto de levadura-dextrosa-carbonato de calcio-YDC; Agar
nutritivo-AN

Fig. 3.1 B. Colonias obtenidas sobre placas de Petri como resultado de los
aislamientos directos en medio de cultivo Agar nutritivo-AN
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Tabla 3.1: Aislamientos obtenidos segin localidad y variedad a partir de hojas
con sintomas de estria roja en cafia de azdcar.

Variedad Aislamientos Ano Localidad- Provincia
Region
Desconocida F16_1; F16_2, 2013 El Colorado Formosa
F16_3

NA 85-1602 SF17_1,SF17_2,SF17_3, 2013 Tacuarendi  Santa Fe
SF17_4,SF17_5, SF17_6,
SF17_7,SF17_8 SF17_9,
SF17_10

NA 85-1602 SF18_1,SF18 2 2014 Tacuarendi  Santa Fe

Clon Fam 04- SF19 1,SF19 2,SF19 3, 2014 Coop. COET Santa Fe
1604 SF19 4, SF19_5, SF19 6,
SF19_7,SF19_8, SF19 9,

INTA CP 98- SF20_1,SF20_2,SF20_3, 2014 LasToscas  Santa Fe
828 SF20_4, SF20_5, SF20_6,
SF20_7

Desconocida SF21 1,SF21 2,SF21 3, 2014 Villa Santa Fe
SF21_4, SF21_5, SF21_6, Ocampo
SF21 7

NA 02-2320 S22 1,522 2,522 3,522 4, 2014 Tabacal Salta
5225,

Desconocida M23 1, M23 2, M23 3, 2014  San Javier Misiones
M23 4, M23 5, M23 6
M23 7

NA 96-2929  J24.1,]24 2,]24.3,J24 4, 2017  Ledesma Jujuy
J24 5,124 6,

Nota: la denominacién de los aislamientos se compone de la siguiente manera, las letras, hacen
referencia a la provincia productora; S: Salta, SF: Santa Fe, M: Misiones, F: Formosa, J: Jujuy; el
primer namero indica la muestra/variedad (Tabla 2.1 de Mat & Met), y el segundo ntiimero indica
el nimero consecutivo asignado a las colonias durante los aislamientos.
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II1.2. Caracterizacion molecular

La caracterizacién molecular de los aislamientos se realizé6 mediante PCR
especie-especifica (PCRee), amplificacion del gen ARNr 16S por PCR, RAPD-
PCR, y MLST

II1.2.1. Extraccion de ADN bacteriano

Se ensayaron diferentes protocolos ademas de kits de extraccion rapida, a
fin de seleccionar el apropiado para cada caso. En todos los casos se obtuvo ADN
de alta pureza y buena concentracion que fue usado tanto en las reacciones de
PCR especie-especifica y en las técnicas de RAPD y MLST para el estudio de la
diversidad genética, siendo para estas altimas el mas apropiado el obtenido con
el método de Ausubel et al. (1992), mientras que los métodos rapidos fueron

usados para reacciones PCR especie-especifica.

II1.2.2. Identificacion de A. avenae mediante PCR especie -especifica

De las colonias aisladas, identificadas preliminarmente en base a ensayos
microbiolégicos, aproximadamente un 50% resultaron positiva en la reaccién de
PCR con cebadores especificos para Acidovorax avenae (Fig.3.2), indicando la
presencia de otros géneros o especies bacterianas no patogénicas, epifitas y/o
saprodfitas asociadas a la infeccién causada por A. avenae. Ninguno de los
aislamientos de la Provincia de Formosa, resulté PCRee (+). Las cepas PCRee (+),
seleccionadas de muestras de las diferentes provincias, y cuyo producto de
secuenciamiento se analiz6 por comparacion con Blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/NCBI/EEUU), mostraron una identidad >99%
con Acidovorax. Algunas colonias no tipicas, como las colonias amarillas y
algunas blancas, que resultaron PCRee (-), se identificaron mediante
amplificaciéon parcial por PCR del gen ARNr 16S (500 pb) o total (1500 pb)
empleando el par de cebadores Plb/Mlb y P0/P6, respectivamente. Mediante el

analisis de las secuencias obtenidas y por comparacion con secuencias presentes
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en la base de datos GenBank se encontré mas de 99% de identidad con los géneros
Erwinia y Pantoea, respectivamente para ambos tipos de colonias. Tampoco se
identificaron cepas como Xanthomonas sp. responsable de la falsa estria roja en
Brasil. Estos resultados concuerdan con los datos reportados de aislamientos del

NOA por Fontana et al. (2013).

Fig. 3.2 Electroforesis en gel de agarosa (1,2%). PCR especie-especifica donde se
observa el fragmento de 550 pb amplificado con los cebadores Oafl/Oarl. Los
numeros sobre las calles corresponde a diferentes aislamientos de A. avenae: Santa
Fe (2,3,5,7,8,11, 12,13, 14, 15, 16, 20, 21, 24, 25, 26, 27, 29, 31); Misiones (6, 17,
18, 22, 23, 30) y Salta (1, 4, 10, 19); 9 y 28: Marcador de peso molecular de 100 pb.
Columnas sin sefal corresponden a aislamientos PCR negativo (4, 10, 18) y

control negativo (34).
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II1.3. Diversidad genética en aislados de A. avenae
Los aislamientos caracterizados como bacilos méviles, Gram negativos,

oxidasa y PCRee positivos, fueron analizados mediante RAPD PCR y MLST.

II1.3.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

A partir de ADN obtenido de colonias puras se procedié al andlisis de los
aislamientos mediante RAPD. De los diferentes cebadores ensayados se
obtuvieron los mejores resultados con el cebador M13 (Fig. 3.3). Se observé un
alto polimorfismo (diferencias en el ntimero de bandas, tamafo del fragmento e
intensidad) entre las cepas aisladas de las diferentes regiones cafieras de
Argentina. Cuando se analizaron las bandas polimérficas con el software
BioNumerics, el dendrograma obtenido con los perfiles RAPD muestra que las
cepas de A. avenae se agruparon en tres grupos o “clusters” principales a un nivel
de similitud > 75%. El grupo I incluye cinco cepas aisladas de las provincias de
Santa Fe y cuatro Salta, el grupo II agrupa cuatro cepas de Misiones y cinco de
Santa Fe, y los aislados del grupo III incluyen una cepa de Tucuman y una de
Salta y 11 cepas de Santa Fe (Fig. 3.3). Respecto al afio de muestreo, los grupos I
y Il solo agruparon aislados obtenidos en 2014, mientras que el grupo III agrupé
cepas obtenidas en los afios de muestreo 2008, 2013 y 2014. Dado que el ntimero
de muestras en la provincia de Santa Fe fue mayor en comparacién con las otras
provincias (Tabla 2.1), el nimero de cepas aisladas también fue mayor, y las
mismas se ubicaron en los tres grupos de acuerdo con el genotipo de cafia de
azucar a partir del cual fueron aislados.

Estos resultados dejan en evidencia que existe una importante diversidad
entre y dentro de las provincias, pudiendo existir una adaptabilidad cepa-
genotipo de cafia, aunque no se puede establecer una clara asociacion entre el
lugar geografico y los aislamientos de la bacteria.

Este analisis nos permitié seleccionar los aislados més representativos
teniendo en cuenta las regiones de produccion y los genotipos de cafia de aztcar

evaluados para continuar con el analisis MLST.
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Fig.3.3A. Perfiles RAPD M13 de cepas de A. avenae de Salta, Santa Fe, Misiones y
Tucuman. Electroforesis en gel de agarosa al 3%. Calles 1; 24; 25 y 48: Marcador
100bp; calles 35 a 38: blancos (o controles negativos).

71



Dice (Opt:1.00%) (Tol 2.0%-2.0%

RAPD

=70

I -

II

N

I1

uiﬁ%

h

SF19_4
SF20_1
5221

522 2

$22 4

SF20_2
SF20_4
SF20_3
$22_3

M23_1
M23_4
M23_2
SF21_5
M23_3
SF21_3
SF21_4
SF21_1
SF21_2
SF17_7
SF18_1
511_3

SF17_5
SF19_2
SF19_3
SF17_1
SF17_2
SF17_3
T10_61
SF17_4
SF17_6
SF19_1

Ref. numéricas con el gel de RAPD

21
22
35
33
44
23
27
26
40
42
45
43
32
44
30
31
28
29
15
17
7

13
19
20
9

10
11
3

12
14
18

Fig. 3.3B. Dendrograma construido empleando en Programa Bio Numerics, con

el cebador RAPD M13 para los aislamientos de Acidovorax analizados. La

matriz de similitud fue calculada utilizando el coeficiente de similitud Dice

mientras que el dendrograma fue construido por el método de UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). Las letras junto a las

cepas indican la provincia de origen: S (Salta); SF (Santa Fe); T (Tucumén); M

(Misiones); el primer ntimero hace referencia a la muestra/variedad, el

segundo numero corresponde al numero de aislamiento consecutivo

asignado. Por ejemplo, SF 20_1, corresponde a la cepa ntimero 1 aislada de la
muestra nimero 20 de Santa Fe (INTA NA 98-828).
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II1.3.2. MLST (Multilocus sequence typing)

II1.3.2.1. Amplificacién y determinacién de la secuencia de genes para MLST

A partir del analisis mediante RAPD fueron seleccionadas diez cepas
asiladas entre 2013 y 2014 de diferentes regiones cafieras del NOA y NEA con
excepciéon de Jujuy, cuyos aislamientos fueron posteriores y por cuestiones,
operativas, de tiempos y costos no se incluyeron en esta etapa. Adicionalmente
se incorporaron al analisis cinco cepas previamente identificadas a partir de
aislamientos de Tucuman (T10_61, T6_50, T4_53, T8_45) y de Salta (S11_3)
(Fontana et al., 2013), totalizando 15 cepas tipificadas mediante MLST (Tabla 3.2).

Se analizaron un total de 210 secuencias (105 productos secuenciados en
sentido directo y reverso), correspondiente a los siete genes para las quince cepas.
Cada secuencia fue analizada por comparacién con secuencias depositadas en
Genbank, wusando Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/NCBI/EEUU),
confirmandose una identidad de >98% con los genes gmc, ugpB, pilT, lepA, trpB,
gltA 'y phaC de Acidovorax avenae. Las 105 secuencias generadas a partir de este

resultado fueron depositadas en la base de datos GenBank bajo el ntimero de

acceso MF623064 a MF623168.

II1.3.2.2. Perfiles Alélicos y “Sequence Type” (ST) o Genotipos multilocus

Los perfiles alélicos asignados usando el software MLSTest se muestran
en la Tabla 3.2. Se identificaron cinco ST entre las quince cepas de A. avenae
aisladas de cana de aztcar, definidos de acuerdo a las combinaciones alélicas
encontradas para cada cepa. Ningunos de estos ST fueron descriptos hasta el
momento en A. avenae. La mayoria de las cepas de A. avenae de cafia de aztcar se
tipificaron como ST1 0 ST2 (cada ST compuesto por seis cepas), mientras que ST3,
ST4 y ST5 son tnicos (singletones). Segtin lo indicado por el analisis de perfiles
alélicos, la mayor variabilidad para las cepas de A. avenae de cafia de aztcar

analizadas, correspondi¢ al gen lepA (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2: Perfiles alélicos obtenidos en este estudio mediante analisis MLST.

Genes Multilocus

ST Cepa gitA  gmc lepA  phaC  pilT trpB  ugpB Hospedante Origen
geografico

1 S11-3 1 1 1 1 1 1 1 Cana de azdcar ARGENTINA

1 SF21-2 1 1 1 1 1 1 1 Cana de azdcar ARGENTINA

1 M23-1 1 1 1 1 1 1 1 Cana de azdcar ARGENTINA

1 M23-4 1 1 1 1 1 1 1 Cana de azdcar ARGENTINA

1 T4-53 1 1 1 1 1 1 1 Cania de aztcar ARGENTINA

1 T6-50 1 1 1 1 1 1 1 Cania de aztcar ARGENTINA

2 SF17-4 1 1 1 1 2 1 1 Cana de azdcar ARGENTINA

2 SF17-5 1 1 1 1 2 1 1 Cania de aztcar ARGENTINA

2 SF19-4 1 1 1 1 2 1 1 Cania de aztcar ARGENTINA

2 SF20-1 1 1 1 1 2 1 1 Cana de azdcar ARGENTINA

2 522-1 1 1 1 1 2 1 1 Cana de azacar ARGENTINA

2 T8-45 1 1 1 1 2 1 1 Cana de azacar ARGENTINA

3 SF18-1 1 1 2 1 2 1 1 Cana de azdcar ARGENTINA

4 S22-3 1 1 3 1 2 1 1 Cana de azacar ARGENTINA

5 T10-61 1 1 4 1 2 1 1 Cana de azacar ARGENTINA

6 AAA19860 2 2 5 1 3 2 2 Maiz EEUU

7 AC30002 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30042 3 3 6 2 4 3 3 Sandia JAPON

7 AC30046 3 3 6 2 4 3 3 Sandia NIGERIA

7 AC30073 3 3 6 2 4 3 3 Melén COREA

7 AC30084 3 3 6 2 4 3 3 Sandia Nigeria

7 AC30087 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30091 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30092 3 3 6 2 4 3 3 Sandia BRASIL

7 AC30107 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30119 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30120 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30121 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30137 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30139 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30142 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30144 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30146 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30147 3 3 6 2 4 3 3 Sandia CHINA

7 AC30248 3 3 6 2 4 3 3 Desc. CHINA

7 AC30249 3 3 6 2 4 3 3 Desc. CHINA

7 AC30287 3 3 6 2 4 3 3 Mel6n CHINA

7 AC30288 3 3 6 2 4 3 3 Sandia JAPON

7 AC30290 3 3 6 2 4 3 3 Melén CHINA

7 AC30293 3 3 6 2 4 3 3 Sandia MALASIA

7 AC30294 3 3 6 2 4 3 3 Sandia MALASIA

7 AC30353 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30354 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30355 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30356 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30358 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30372 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30375 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30376 3 3 6 2 4 3 3 Mel6n EEUU

7 AC30377 3 3 6 2 4 3 3 Sandia EEUU

7 AC30381 3 3 6 2 4 3 3 Sandia AUSTRALIA

7 AC_W1 3 3 6 2 4 3 3 Sandia AUSTRALIA
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Genes Multilocus

ST Cepa gltA gmc lepA  phaC  pilT trpB  ugpB Hospedante Origen
geografico

7 AC_W2 3 3 6 2 4 3 3 Sandia BRASIL
7 AC_W4 3 3 6 2 4 3 3 Sandia CHINA
7 AC_Wb6 3 3 6 2 4 3 3 Sandia CHINA
8 AAA30003 4 4 7 3 5 4 4 Arroz CHINA
9 AAA30015 5 5 8 4 3 5 5 Arroz CHINA
10 AAA30044 6 6 9 5 6 6 2 Mijo CHINA
11 AC30064 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30081 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30082 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC30118 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30123 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30145 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30148 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30150 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30151 7 7 6 2 7 3 6 Rockmelon CHINA
11 AC30152 7 7 6 2 7 3 6 Rockmelon CHINA
11 AC30224 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC30226 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC30229 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC30231 7 7 6 2 7 3 6 Melén EEUU
11 AC30235 7 7 6 2 7 3 6 Melén EEUU
11  AC30237 7 7 6 2 7 3 6 Melén EEUU
11 AC30238 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC30240 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC30243 7 7 6 2 7 3 6 Melén JAPON
11 AC30250 7 7 6 2 7 3 6 Melon JAPON
11 AC30251 7 7 6 2 7 3 6 Melon JAPON
11 AC30254 7 7 6 2 7 3 6 Melén EEUU
11 AC30289 7 7 6 2 7 3 6 Melon CHINA
11 AC30291 7 7 6 2 7 3 6 Melon CHINA
11 AC30292 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11  AC30357 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30359 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30360 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30361 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30362 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11  AC30363 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30364 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30365 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30366 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30370 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30371 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30378 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11 AC30379 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC30380 7 7 6 2 7 3 6 Desc. CHINA
11 AC30382 7 7 6 2 7 3 6 Melon CHINA
11 AC30383 7 7 6 2 7 3 6 Sandia CHINA
11  AC30384 7 7 6 2 7 3 6 Sandia EEUU
11 AC30385 7 7 6 2 7 3 6 Sandia EEUU
11  AC. M1 7 7 6 2 7 3 6 Melén CHINA
11 AC M6 7 7 6 2 7 3 6 Melén TURQUIA
12 AC30080 2 7 6 2 8 3 6 Sandia CHINA
13 AC30090 8 3 6 2 4 3 3 Sandia CHINA
14  AC30093 9 3 6 2 4 3 3 Sandia CHINA

75



Genes Multilocus

ST Cepa gitA  gmc lepA  phaC  pilT trpB  ugpB Hospedante Origen
geografico

15  AC30140 3 3 6 6 4 3 3 Sandia CHINA
15  AC30143 3 3 6 6 4 3 3 Sandia EEUU

16  AAA30179 10 8 10 7 9 7 7 Sorgo EEUU

17 AC30228 3 3 6 8 4 3 3 Melén EEUU

18 AAA3029 11 9 11 9 10 8 2 Arroz EEUU

18 AAA30297 11 9 11 9 10 8 2 Arroz ISRAEL
18 AAA30298 11 9 11 9 10 8 2 Arroz ISRAEL
19  AAA30305 12 10 12 10 11 3 8 Paspalum sp ISRAEL
20 AC30367 13 7 6 2 7 3 6 Melén ISRAEL
21  AC30373 14 7 6 11 7 3 6 Melén ISRAEL
22 AC30374 15 3 6 2 4 3 3 Sandia ISRAEL
23 AO19882 16 11 13 3 5 4 4 Arroz EEUU

Nota: AAA: Acidovorax avenae subsp avenae; AC: Acidovorax avenae subsp citrulli; AO: Acidovorax

oryzae

II1.3.2.3. Complejos clonales en Acidovorax sp.

Mediante MLSTest, se realizaron los agrupamientos utilizando los perfiles
alélicos con el algoritmo BURST que divide un conjunto de datos MLST de
cualquier tamafio en grupos de aislados y complejos clonales relacionados,
prediciendo el genotipo fundador (ancestral) de cada complejo clonal y
calculando el soporte de bootstrap para la asignacion. Cabe recordar que para
MLST cada complejo clonal se define como un grupo de genotipos que
comparten al menos cinco loci con al menos un miembro del grupo, por lo que
estos complejos son mutuamente excluyentes (Feil et al.,, 2004) mientras que
“singletons” hace referencia a los aislamientos que no pertenecen a ningtn
complejo clonal (Odds y Jacobsen 2008).

BURST agrup6 las secuencias de las quince cepas de Acidovorax avenae de
cafia de aztcar, en un tnico complejo clonal, indicando un origen comun y
cercano para todas ellas (Fig.3.4). Ademads, se construy6é un arbol Neighbor-
joining allelic profiles (NJ) con los perfiles alélicos, como otra forma de mostrar
estos grupos (Fig.3.5).

Se observaron dos complejos clonales para las cepas de A. avenae subsp.
citrulli que también sugieren un patrén clonal. En la Fig. 3.6, se observan en
graficos de BURST los complejos clonales mencionados anteriormente, en los

cuales el tamafo del circulo indica el nimero de cepas que contiene un ST, donde
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el ST 7 y ST 11 se consideran como ST fundadores, es decir los genotipos de los

cuales derivarian los otros dentro del complejo clonal.

II1.3.2.4. Recombinaciones genéticas en Acidovorax sp.

Las Fig. 3.7 a 3.13, muestran los arboles de Neighbor Joining (NJ)
obtenidos para cada gen/locus, mientras que en la Fig. 3.14 se ve el mismo arbol
construido con todas las secuencias concatenadas. Este dltimo mostré la
separacion de A. avenae subsp. citrulli con una gran distancia filogenética de otras
cepas de A. avenae, los valores sobre las ramas indican bootstrap (valor antes de
la barra) y soporte consenso (ntiimero de genes cuyos arboles presentan en ese
cluster). Se puede observar que la separaciéon de A. citrulli del resto se logra con
un alto valor de bootstrap (maximo=100) y al menos 5 genes mostrando el mismo
cluster. Por otro lado, la separacion de las cepas de A. avenae de cafia también
tiene buen soporte. Muchas de las ramas de A. avenae (subsp avenae de otros
huéspedes) tiene bajo soporte ya sea de bootstrap (soporte consenso) sugiriendo
la presencia de artefactos y elevada recombinacion entre ellas. A. oryzae se agrupa
junto a otras especies de A. avenae, pero no junto a las cepas provenientes de cafia
de aztcar. Las cepas aisladas de la cafia de aztcar se agruparon entre ellas y se
separaron de otras cepas con un alto valor de bootstrap y cuatro loci soportando
la divisién, sugiriendo una posible especificidad del huésped (Fig. 3.14). No se
detect6 incongruencia topolégica entre los arboles para cada locus en estas cepas,
lo cual respalda el comportamiento clonal (Fig. 3.15). Por otro lado, los diagramas
de escala multidimensionales creados a partir de matrices de distancia por pares,
muestra que las cepas de A. citrulli se ubican muy separadas del resto.
Nuevamente las cepas de A. avenae de cafia se agrupan juntas mientras que las
de A. oryzae se observan entremezclada entre el resto de las A. avenae subsp
avenae. El gréafico (Fig. 3.16) representa muy bien la variabilidad de los datos
(>90% en los dos ejes) (Fig.3.16). Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
analisis se basa en las secuencias concatenadas. Finalmente, con la red de
consensos (consensus network) se muestra todas las ramas que aparecen en al
menos dos drboles de genes individuales (es decir, si la rama que agrupa a las
cepas aparece en al menos dos arboles de genes individuales, aparecera en la
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network) las regiones de la network con patrones de cuadrados o cubos indican

recombinacién. En concordancia con lo observado en los graficos antes

analizados, A. citrulli se presenta separado del resto y A. avenae con algunas

estructuras que indican recombinacién, pudiéndose inferir que la cepa de A.

oryzae incluida en este analisis recibié genes de distintos origenes (Fig. 3.17).
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L ST1(S11_3,SF21_2,M23_1,M23 3,T4 53,T6_50)

Fig. 3.4. Analisis BURST de cepas de A. avenae de cafia de azicar y otras

Acidovorax mostrando los complejos clonales.
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. citrulli

Dos complejos clonales

A. citrulli

1 A. avenae

{ Cepas cafia de azucar
Complejo clonal tinico

15

Otras A. avenae

Fig. 3.5. Arbol de Neighbor Joining donde se grafican los perfiles alélicos, y los

complejos clonales.
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%0

Fig. 3.6. Gréficos de BURST, complejos clonales: el tamafio del circulo indica el

n° de cepas que contiene un ST.

AC30228
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AC30090
2224 AC30002
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Fig. 3.7. Arbol de Neighbor Joining para el gen g/tA. Muestra cémo se agrupan
las cepas de A. avenae de cafia de aztcar (en el circulo), y las cepas de referencia
de A. citrulli, A. oryzae y otras A. avenae subsp avenae.
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Fig. 3.14. Arbol de Neighbor-joining (N-J) del analisis de cepas de Acidovorax
basado en la distancia p de las secuencias concatenadas de los siete loci. Valor
Bootstrap (1000 replicaciones) se muestras para cada rama.
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Fig. 3.15. Incongruencia topoldgica basada en loci concatenados. Los nameros
sobre las ramas indican el nimero de arboles de locus individuales que son
incompatibles con dicha rama. Las ramas coloreadas indican que la
incongruencia topoldgica es estadisticamente significativa con p <0.01 (naranja)
y p <0.001 (rojo) segtn la prueba de Templeton.
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Cepas cafa de azucar Cepas melon y sandia

Fig. 3.16. Diagrama de escala multidimensional de las cepas de Acidovorax

basado en las secuencias concatenadas. Los dos ejes explican una variabilidad
>90%.
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A. citrulli

AC30140, AC30228, AC30374
AC30093
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Fig. 3.17. Red de consenso de los siete loci que muestra posible intercambio
genético. Cada divisién en la red se muestra si al menos dos arboles tenian esa

division. Las regiones de red con patrones cuadrados indican recombinacion
probable.
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I11.4. El Genoma de A. avenae T10_61

El genoma de A. avenae T10_61 cepa aislada de cafia de aztcar (variedad INTA
NA 89-686 de Tucuman), tiene una dimensién de aproximadamente 5.646.552 pb,
con 5096 genes (CDS), 58 ARNt distribuidos en 480 subsistemas. La anotacién del
genoma ademds informé que 525 genes se asocian al metabolismo de
aminoécidos y derivados, 373 al metabolismo de carbohidratos, 107 relacionados

al sistema de virulencia y defensa, entre otros (Fig. 3.18).

Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (328)
Cell Wall and Capsule (124)

Virulence, Disease and Defense (106)
Potassium metabolism (26)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (51)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (13)
Membrane Transport (295)

Iron acquisition and metabolism (32)

RNA Metabolism (192)

Nucleosides and Nudeotides (112)
Protein Metabolism (298)

Cell Division and Cell Cyde (32)

Motility and Chemotaxs (90)

Regulation and Cell signaling (101)
Secondary Metabolism (4)

DNA Metabolism (111)

Fatty Acds, Lipids, and Isoprencids (179)
Nitrogen Metabolism (34)

Dormancy and Sporulation (5)
Resperation (125)

Stress Response (168)

Metabolism of Aromatic Compounds (104)
Amino Acids and Derivatives (525)

Sulfur Metabolism (70)

Phosphorus Metabolism (36)
Carbohydrates (373)
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Fig. 3.18. Gréfico de distribucion y nimero de genes en los diferentes subsistemas

presentes en A. avenae T10_61.

II1.4.1. Analisis comparativo de genomas de Acidovorax sp.
La aplicacion del software panX, permiti6 establecer relaciones
filogenéticas a partir del andlisis comparativo de 11 genomas de Acidovorax

disponibles en la base de datos (Tabla 2.10 de Mat & Met).
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El anélisis comparativo permitié determinar sobre un total de 7.301 genes
la presencia de aproximadamente 2800 genes (38% del total de genes) en comtn
para las 11 cepas que constituyen el “core” genoma, mientras que el resto 61%
son los denominados genes “accesory” que son los que permiten la diferenciacion

entre las cepas comparadas (Fig. 3.19).
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Fig. 3.19. Distribucién de genes “Core vs Accessory “para las cepas analizadas

(A). Seleccion solo de los genes que formar parte del “core genoma” (B)
Visualizacién de los genes “Accessory” (C).
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El programa de andlisis permite la seleccién y visualizacién diferencial
entre genes del “core” (Fig. 3.19 B) y los genes “Accessory” (Fig. 3.19 C).

A partir de la seleccién de los genes “Accessory” se identifico el grupo de
genes Unicos o diferencialmente expresados entre las especies (Fig. 3.20), y se
obtuvo una descripcién en una tabla, de las proteinas codificadas por los mismos.

En este sentido, debido a que los diferentes Sistemas de Secrecién (SS)
revisten una gran importancia en las interacciones moleculares planta-patégeno
durante el proceso de infeccién, para transportar las proteinas a través de las
membranas de las bacterias y, eventualmente del huésped, se consider6
particularmente para explorar. Mediante la seleccién de proteinas pertenecientes
a estos sistemas, se investigd con panX, la presencia de las mismas en los 11
genomas de Acidovorax sp. analizados (Anexo I).

Tal como se ilustra en la Fig. 3.20, pudimos identificar genes presentes solo
en una cepa (donde esta posicionado el rectangulo) y aquellos compartidos por

todas las cepas incluidas en el anélisis.

[T

strain count
O NW B U000 O
NERETNEEEN

U 1
2,000 4,000 6,000
gene

Fig. 3.20. Ilustra la seleccion de genes tinicos presentes en una de las cepas del
grupo analizado.

El objetivo de este andlisis, principalmente, fue obtener un agrupamiento
basado en los SNP de los genes del “core” entre los genomas comparados. Este
andlisis confirma en parte los resultados obtenidos con el MLST, donde las cepas

A. citrulli forman un cluster tinico y alejado de las demas (Fig. 3.21).
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Por otra parte, del andlisis de las secuencias genémicas se puede observar

en la Fig. 3.21, que las cepas provenientes de arroz se agrupan juntas y muy

cercanas entre si.

©DSM 17101 A. nvenae subsp cattleyae

A. avenne subsp averaie

i@ RS-1
Arroz
L@ ATCC 19882 A. oryzae
ATCC 19860 ‘ Maiz A. avennae subsp avenne

KACC17005

AACO00-1

DSM 17060

psibé5

M6

L——@T10_61

| Cana de azucar A. avenae

Sandia

A. avenae subsp citrulli

Melén

Fig. 3.21 Arbol filogenético obtenido del analisis de los SNPs de los genes del
“core genome”. Se observan dos clusters principales, en la parte superior

agrupadas las A. avenae, aunque bien separadas de acuerdo al huésped y fuera
de ese grupo se ubica la cepa de A. cattleyae. En el cluster inferior todas las cepas
de A. citrulli también se distinguen las cepas segtn el huésped. Los nombres de
las cepas se tomaron tal cual como se encuentran en la base de datos de GenBank.
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IIL.5. Niveles de virulencia de las cepas de Acidovorax avenae evaluadas

Las cepas de A. avenae T10_61, S11_3. S22_3,SF17_4 y SF18_1 reprodujeron
los sintomas de estria roja en las hojas de cafia de aztcar, variedad TucCP 77-42.
Se observaron diferencias significativas (F = 520,82; P <0,0001) en la severidad de
los sintomas entre las cepas que representan diferentes ST.

Como se muestra en la Tabla 3.3, las cepas S22_3 y S11_3 fueron mas
virulentas (con una severidad promedio de 3,65 y 3,11, respectivamente) que las
cepas SF17_4 y SF18_1 (severidad promedio de 2,20y 2,30, respectivamente). Las
cepas S22_3 y S11_3 desarrollaron lesiones consideradas como estrias severas y
generalizadas, afectando el brote apical en algunos casos. Las cepas SF17_4 y
SF18_1 exhibieron una virulencia intermedia desarrollando lesiones tipicas de
estrias rojas en las hojas. A. avenae T10_61, que se us6é ademds como control
positivo, mostré un nivel de severidad menor de los sintomas en comparaciéon
con el resto de las cepas (severidad media de 1,60). En la Fig. 3.22, se observan
los sintomas calificados de acuerdo a la escala de valor de 0 a 4.

En todos los casos, se observaron los primeros sintomas después de 48
horas de la inoculacién, pero la virulencia/agresividad fue mas evidente para las
cepas de A. avenae S22_3 y S11_3 que presentaron sintomas mas severos desde la
aparicion de los sintomas generalizados. No se observé muerte de plantulas
debido a la pudricién del brote apical (o brote guia) hasta los 10 dias post

inoculacion. A. avenae se re aislé con éxito de hojas de cafia de azticar inoculadas.

Tabla 3.3. Valores de severidad promedio obtenidos
para cada tratamiento en los ensayos de virulencia.

Cepas Severidad promedio + EE
Control 0,00 + 0,05a
T10_61 1,61 £0,05b
SF17 4 2,20 £ 0,05¢
SF18_ 1 2,30 + 0,05c
S11 3 3,11 £ 0,05d
S22 3 3,56 + 0,05e

Nota: Las letras al lado de cada valor indican diferencias significativas de acuerdo al test LSD
Fisher (P < 0,05).
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Fig. 3.22: Sintomas de estria roja desarrollados en plantines de cafia de aztcar a

partir de inoculaciones artificiales. De acuerdo con la escala de calificacion 0 a 4:
a) 0 = sin sintomas, b) 1 = infeccion localizada y menos de tres estrias rojas por
hojas; c) 2 = infeccién avanzada y mas de tres estrias por hojas; d) 3 = infeccién
severa con estrias que alcanzan el brote apical; e) 4 = podredumbre apical y/o
muerte del brote guia.
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II1.6. Estudio de comunidades microbianas y su interaccién con el

patosistema Acidovorax- caia de aztcar
II1.6.1. Analisis mediante DGGE

La técnica de DGGE proporcioné diferentes perfiles de comunidades
microbianas presentes en muestras de suelo y hojas de cafia de aztcar. De las
diferentes combinaciones de cebadores ensayados, el par V3-Uni, fue el que
mostré perfiles con bandas de mejor y mayor intensidad y polimorfismos mas
claros entre las muestras. Los perfiles que se muestran la Fig. 3.23 corresponden
a ocho muestras de suelo (A) y hojas (B) analizadas mediante DGGE y a partir de
los cuales se seleccionaron y cortaron las bandas mas intensas para su andlisis
mediante secuenciaciéon. Los resultados de la secuenciacién para todos los
fragmentos seleccionados se muestran en la Tabla 3.4. En ambos casos se observa
un alto porcentaje de Bacillus, endofitos, rizoféricos y algunos asociados a
promotores del crecimiento vegetal, aunque ninguno de ellos estudiados ni
descriptos en profundidad para el sistema de cultivo de cafia de azicar. En
general, cuando se realizaron las electroforesis de ADN total de suelo, la
intensidad de bandas fue siempre inferior respecto de la obtenida para las
muestras de hoja, y los perfiles muy similares entre si, es decir que evidenciaron
un bajo nivel de polimorfismo para las condiciones y muestras analizadas.

La Fig. 3.24 muestra los perfiles DGGE de hojas, donde ademas se
incorpor¢ al andlisis ADN de Acidovorax avenae de un cultivo de células puro, con
el fin de contar con una herramienta de deteccién de la bacteria en muestras
asintomaticas, ya que, si bien el lote del ensayo presenta antecedentes de elevada
presiéon de indculo, al momento del muestro las hojas presentaban muy poco
sintoma o incluso ninguno. Como indica la flecha en la figura s6lo una muestra
a partir de hojas de genotipo susceptible (GS), mostré una banda con migracién

similar al ADN de Acidovorax.
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GSIIGTIl GSII GTII - GSI GTIl GSI GslI GSla GSlla GTla GTlla GSIb GSllb GTlb GTllb

Fig. 3.23. Fragmento del gel de una electroforesis de DGGE de muestras de suelo
(A) y de hojas (B) donde se observan algunas de las bandas mas intensas,
indicadas con flechas, seleccionadas para secuenciar.
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Con las DGGE de muestras de suelo, también se realizaron pruebas de este
tipo para explorar la presencia de Acidovorax avenae (Aa), pero en este caso no se

detect6 la presencia de ninguna banda de migracién similar.

Oct 13

Aa GTIa GTIIa GTIb GTIIb GSIa GSIIa GSIb GSIIb

Fig.3.24. DGGE de ADN total de hojas con un ADN de cultivo puro de A.
avenae. S6lo en la linea GSIb indicada con la flecha roja, se observa una banda

con migracion similar a la banda de Acidovorax (Aa).
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Tabla 3.4. Bandas analizadas a partir de los geles DGGE.

Muestra  Fecha Banda Similitud %

GS1IS Mar2014 171 Arthrobacter sp. 89 actinobacteria

GS1IS Mar2014 172 Bacillus nealsonii 99 endoéfito de maiz

GTIIS Mar2014 18 1 Bacillus nealsonii/niabensis 99 endoéfito de maiz/tabaco

GT 1S Mar2014 18 2 Bacillus niacini 97 PGPR-FBN

GT 1S Mar2014 18 3 Bacillus niacini 90 PGPR-FBN

GTIIS Mar2014 18_4 Bacillus niacini/(uncultured bacterium 99 PGPR-FBN

GSIIS Dic2013 191 Bacillus niacini/fumarioli 96 PGPR-FBN

GS1IS Dic2013 19 2 Arthrobacter sp. 96 actinobacteria

GT 1S Dic2013 201 Bacillus azotoformans 97 bacteria marina

GT IIS Dic2013 20 2 Bacillus mycoides 97 bacteria rizosférica

GSIAP Oct2013 251 Bacillus megaterium 98 bacteria rizosférica

GSIAP  Oct2013 252 Rhodococcus gingshengii 98  actinobacteria

GSIAP Oct2013 25 3 Kutzneria sp. 100 actinobacteria

GSIBS  Oct2013 27_1 Promicromonospora sukumoe 90 actinobacteria

GSIBS  Oct2013 272 Thermoactinomycetaceae 87  Bacillales;
Thermoactinomycetaceae

GSIBS  Oct2013 27_3 Sugarcane phytoplasma (uncultured) 98

GSIBS  Oct2013 275 Streptomyces sp. 99 actinobacteria

GSIIAS Oct2013 28_1 Bacillus nealsonii 96 endofito de maiz

GSIAP  Oct2013 PTA19  Bacillus djibelorensis/Sphingomonas sp 95  Sphingomonas sp
bacterisa rizoferica

GTIIBP Oct2013 PTA24  Clostridium sp 89

GSIIBP  Oct2013 PTA21  Uncultured Clostridiales bacterium 95

GSIBP  Oct2013 PTA22  Tenuibacillus sp./Bacillus bacterium 90

GS IBP Oct2013 PTA28  Bacillus aestuarii/Brevibacillus sp 90 Firmicutes

GSIIBP  Oct2013 PTA26  uncultured Acidobacteria bacterium 98

GSIIBP Oct2013 PTA21x Bacillus benzoevorans/B. nealsoni 96

GTIBP  Oct2013 PTA23  Bacillus persicus /Bacillus foraminis 96

GTIIAP Oct2013 PTA17  uncultured actinobacterium 98

GTIIBP Oct2013 PTA24x Uncultured bacteria 98

GTIBP  Oct2013 PTA23x Bacillus rubiinfantis 96

GSIAP Oct2013 PTA10  Baillus circulans/B.firmus 94

GSHAP Oct2013 PTA12  Bacillus megaterium 93

GTIIAP Oct2013 PTA15  Bacillus niacini 94

GSIBP  Oct2013 PTA20  uncultured bacterium 93

Nota: GT genotipo tolerante; GS genotipo susceptible, I muestra 1; Il muestra 2, A-B, repeticiones, S suelo, P Planta

94



II1.6.2. Estructura y composicion de la microbiota del suelo en el patosistema
“cafia azacar-Acidovorax”

A partir de la gran cantidad de informacién generada a través de la
tecnologia de secuenciacién de alto rendimiento, también conocida como NGS
del inglés “Next Generation Sequencing” se procedio a la identificacién de OTUs
(Unidad taxonodmica operativa) y el andlisis de los pardmetros de diversidad
“Alpha” (riqueza y homogeneidad de la comunidad microbiana analizada
individualmente) y diversidad “Beta” (comparacién entre diferentes
comunidades tomando en cuenta distribucién de especies). Estos son los
conceptos mdas importantes a tener en cuenta durante el analisis para la
comprensiéon de la estructura y composicion de la comunidad microbiana
estudiada. En una primera etapa de andlisis se tomaron todas las secuencias de
todas las muestras (30 en total) para tener la mayor informacién en cuanto a
abundancia y composicion. Luego para realizar andlisis comparativos y de
clusters fue necesario “normalizar” los datos para tener un numero uniforme de

secuencias, reduciéndose de esta manera a 20 (veinte) muestras finales.

II1.6.2.1. Analisis de diversidad “Alpha”

La asignaciéon taxondmica mostré que el 99,4% de las secuencias se
clasificaron correctamente a nivel de género y 94,4% a nivel de especie. La Fig.
3.25(A) muestra las curvas de rarefaccion para cada muestra de suelo analizada
donde se observa el namero de secuencias y la medida de rarefaccién para cada
una de ellas. Las curvas de rarefaccién generalmente crecen rapidamente al
principio, ya que se encuentran las especies mds comunes, pero alcanzan una
meseta cuando las especies mds raras permanecen para ser muestreadas. Se
graficaron ademads las métricas 'chaol’, 'Simpson', 'Shannon' (Fig. 3.25 B, Cy D
respectivamente), que representa la diversidad, o riqueza de especies que estan
presentes en cada muestra y los valores en indice para cada uno de estos
pardmetros se presentan en la Tabla 3.5. El indice de Simpson indica la
dominancia de las especies y refleja la probabilidad de que dos individuos
pertenecientes a la misma especie sean elegidos al azar. Varia de 0 a1 (1 maxima

diversidad). El indice de Shannon mide el grado medio de incertidumbre. El
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valor aumenta a medida que aumenta el nimero de especies y cuando la

distribucion de los individuos entre las especies se hace pareja.

Tabla 3.5. Namero de secuencias analizadas, cobertura de muestra estimada para el amplicén de

ARNTr 165, riqueza Chao 1 e indices de diversidad Shannon y Simpson.

ID Muestras N°Sec* Chaol Cobertura Ind. Shannon Ind. Simpson
S56 15200.0  1958.071 0,97 9.015 0,995
S57 15200.0  1917.639 0,97 9.011 0,994
S58 15200.0  1958.860 0,97 8.788 0,991
S59 >15200.0 1289.702 0,96 7.881 0,985
S60 15200.0  1970.404 0,97 8.992 0,993
S61 >15200.0 1673.130 0,96 8.764 0,995
S62 15200.0  1833.648 0,97 8.618 0,991
S63 15200.0  1944.338 0,97 8.802 0,992
S64 15200.0  2098.484 0,97 9.341 0,996
S65 15200.0  2131.877 0,97 9.434 0,996
S66 15200.0  2108.026 0,97 9.409 0,996
S67 15200.0  2020.255 0,97 9.288 0,995
S68 15200.0  2132.416 0,97 9.340 0,996
S69 15200.0  2076.096 0,97 8.809 0,988
S70 15200.0  2087.973 0,97 9.361 0,996
S71 15200.0  2036.545 0,97 8.835 0,988
S72 15200.0  2081.178 0,97 9.136 0,995
S73 15200.0  1997.214 0,97 8.828 0,993
S74 15200.0  2090.406 0,97 9.018 0,994
S75 15200.0  2043.774 0,97 8.913 0,993
S76 15200.0  2076.187 0,97 9.130 0,994
S77 15200.0  2039.550 0,97 8.892 0,994
S78 15200.0  2144.885 0,97 9.284 0,995
S79 152000  2117.779 0,97 8.934 0,994
S80 15200.0  2174.959 0,97 9.372 0,996
S81 15200.0  2111.116 0,97 9.333 0,996
S82 15200.0  2140.422 0,97 9.327 0,996
S83 >15200.0 1960.937 0,95 9.195 0,996
S84 15200.0  1496.702 0,97 8.532 0.993
S85 15200.0  1510.961 0,97 8.678 0,995

*se tomaron 15mil secuencias como nimero de referencia para el analisis de los indices salvo

las muestras S59, S61 y S83 con menor nimero (12500).
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Fig. 3.25. A. Curvas de rarefaccién donde se muestran secuencias totales por
muestra; B. indice de Chaol; C. Simpson; D. Shannon.
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II1. 6.2.2. Analisis de OTUs

Los siguientes gréficos corresponden a histogramas donde se pueden
visualizar, a diferentes niveles taxondmicos, la composicién microbiana
principal.

Enla Fig. 3.26 A y B se grafican las clases mas abundantes para el genotipo
susceptible (TucCP 77-42) en todos los muestreos (dias desde cosecha “ddc”) y
para el genotipo tolerante (LCP 85-384) respectivamente.

En ambos casos, se observa entre las clases mdas abundantes,

Alfaproteobacterias, Fimicutes, Actinobacterias y Acidobacterias.

0, . e —
100% Others
90% Verrucomicrobia;[Spartobacteria]
80% - ‘  Gammaproteobacteria
70% - m Deltaproteobacteria
= Betaproteobacteria
60% -
m Alphaproteobacteria
S0% 1 = Gemmatimonadetes;Gemm-1
40% = Firmicutes;Bacilli
30% - m Cyanobacteria;Chloroplast
20% - ® Chloroflexi; TK10
w Chloroflexi;Ellin6529
10% -
M Chloroflexi;Anaerolineae
0% . . -
- :
GSIA | GSIIA | GsIB | GsliB | GsIC | GsIiC | GsID |GsID | GSIE | GSIIE | GSIF | GSIIF Actinobacteria;Thermoleophilia
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Oct- | Oct- | Dec- | Dec- | Mar- | Mar- | Nov- | Nov- | Jan- | Jan- | May- | May-
13 13 13 13 14 14 14 14 15 15 15 15 B Actinobacteria;Actinobacteria
A 30 30 90 90 180 180 30 30 90 90 180 180 n ACtInObaCteI'Ia,ACIdImICrOblla
ddc | ddc | ddc | ddc | ddc | ddc | ddc | ddc | ddc | ddc | ddc | ddc

Fig. 3.26. Clases mas abundantes observadas en el GS (A) y en el GT (B).
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En la Fig. 3.27 se muestran la abundancia relativa a nivel de Orden y Familia en
los genotipos susceptible (A) y tolerante (B). Se destaca la presencia de Bacillales,

Rhyzobiales, Rhodospirilliales, Xanthomonadales, Acidobacteriales.
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Fig. 3.27: Orden y familia dominantes: para ambos genotipos tolerante (GT) y
Susceptible (GS) en todos los muestreos (ddc).

A fin de observar cambios en la composicion y/o estructura de la
comunidad bacteriana, considerando un sistema de cultivo sin rotacidn, es decir
sustituyendo, al final de un ciclo productivo (por ejemplo 5 afios promedio de
vida ttil de un cafiaveral), la cana de azticar por una nueva plantaciéon del mismo
cultivo, se graficaron en histogramas los érdenes mas abundantes en ambos
genotipos, GT y GS, en el sistema estudiado, cafia-soja-cafia y otro sistema de
monocultivo cafia-cafia (Fig. 3.28 A y B). En ambos casos se observa una marcada
disminucion de Bacillaes, Rhizobiales, Sphingomonadales y Chthoniobacteriales en el

sistema cafia-cafia.
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Fig.3.28. A y B. Gréfico de ordenes dominantes en el genotipo tolerante (A) y

susceptible (B) en muestra de 180 dias desde cosecha, donde se contrasta con un

control cafia-cafa.
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II1.6.2.3. Diversidad “Peta”

Para analizar algunos parametros de la beta diversidad, como por ejemplo
la frecuencia de aparicion de los géneros mas abundantes entre las muestras
evaluadas, se muestra a continuacién el grafico “Heatmap” (Fig. 3.29 A y B).

En ambos genotipos analizados se observan la presencia de tres cluster
principales donde se agrupan las muestras segin el tiempo de muestreo,

indicando una posible asociacién entre la composicion y el ciclo del cultivo.
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Fig.3.29. A: Heatmap con los géneros més abundantes para el genotipo
susceptible (GS) y B: los géneros més abundantes para el genotipo tolerante (GT)
en todos los tiempos de muestreo cafia-soja mas control tinico cafia-cafia GSUG

y GTUG respectivamente.

IIL. 6.2.3.1. Analisis comparativos de la composicién microbiana

Las muestras fueron normalizadas por rarefacciéon (Fig. 3.30) a 12155
secuencias por muestra (la muestra con el menor nimero de secuencias), la
cantidad y calidad de las secuencias fue suficiente para describir la biodiversidad
presente (las curvas alcanzan la meseta). Las curvas ademas indican que no hay
grandes diferencias en la diversidad a entre las muestras. Los valores de
diversidad a (indices InvSimpson, Shannon y Chao) se analizaron después de la

normalizacion utilizando Mothur version 1.39.5 (Schloss et al., 2009) (Tabla 3.6).
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Numero de OTU

La Fig. 3.31 muestra la abundancia a nivel de Phylum en las veinte (20) muestras
normalizadas.

El paquete R DESeq2 (Love et al., 2014) se us6 para identificar qué OTU
cambian significativamente entre los genotipos tolerantes y susceptibles. Las
OTUs que mostraron valores de P ajustados < 0,01 y un cambio de pliegue >1 se
consideraron significativamente diferentes en cuanto a su abundancia. En base a
estos valores de umbral, observamos 202 OTUs representadas diferencialmente
entre estas dos condiciones de aproximadamente 1200 OTUs totales (dato no

mostrado).

Curvas de Rarefaccion

0 2500 5000 7500 10000 12500
Numero de secuencias de gen rRNA16S

Fig. 3.30. Curvas de rarefacciéon donde se observa el namero de secuencias por
muestra y namero de OTUs.
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Tabla 3.6. Resumen de resultados de diversidad alfa. Rojo = genotipos tolerantes;

Amarillo = genotipos susceptibles. En recuadros se remarcan las muestras para

ambos genotipos en condiciones de monocultivo con marcada disminucién de

OTUs.
Condicion Muestra N°de OTUs InvSimpson Chao  Shannon
S66 1038 168.80 1119.39 6.03
S67 1017 115.56 1094.83 5.89
585 720 120.62 883.28 5.53
§72 1027 110.39 1126.51 5.80
573 962 72.71 1099.26 5.53
S74 1017 91.99 1108.84 5.74
575 1018 99.87 1094.67 5.75
$76 1025 106.02 1137.05 5.84
577 977 97.07 1100.38 5.66
GSIA S68 1052 151.00 1123.02 6.01
GSIIA S69 1031 42.47 1100.71 5.59
GSIA S70 1065 131.96 1141.52 5.99
GSIIA 571 1036 43.18 1129.80 5.64
GSIE S78 1063 131.95 1148.99 5.95
GSIF s79 1028 89.99 1090.92 5.69
GSID $80 1050 158.48 1142.66 6.00
GSIIE S81 1056 158.26 1137.69 5.99
GSIIF 582 1020 147.55 1094.65 5.96
GSIID s83 1043 128.33 1094.44 591
[GSUG ] S84 721 99.38 859.49 5.44
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Fig. 3.31. Bar Plot donde se muestra la abundancia de Phylum de las distintas

muestras.
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Enlos siguientes graficos se muestran los analisis de cluster de las muestras
a fin de observar el agrupamiento de las mismas en base a las distintas variables
analizadas. El color indica la época de muestreo expresada como dias desde
cosecha (30, 90 y 180 ddc) (Fig. 3.32 A), el afio de cultivo, como afio calendario
(Fig. 3.32 B), y condicién del genotipo, tolerante o susceptible (Fig.3.32 C). En
todos los casos, el andlisis muestra que, cuanto mas parecido es el microbioma,
mas se agrupan las muestras.

En el caso particular segtin la condicién del genotipo (C), se observa un
cluster tnico donde se agrupan todas las muestras de GT, mientras que las que
provienen del GS, se subdividen en dos grupos, las muestras que provienen de
octubre del afio 1, (30 ddc soca 1) son las tinicas que se agrupan en la parte
superior, mientras que en el segundo grupo se encuentran mezcladas las
muestras de 90 y 180 ddc. En la Fig. 3.36 A también se agrupan mayormente las
muestras de 30ddc y en la Fig. 3.36 B las de 2013 como mostrando mas similitud
entre ellas que con el resto.

Las muestras S84 (GS)) y S85 (GT) que provienen del sistema de
monocultivo, siempre se muestran en un cluster nico y separado del resto,
evidenciando el microbioma tan diferente en contraste con el sistema con

rotacion.
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Fig. 3.32. Analisis de cluster de las muestras utilizando el indice de Bray Curtis y
el algoritmo UPMGA. A. Por época de muestreo expresada en dias desde cosecha
(ddc) B. Por afio segtn ciclo de cultivo, expresado en afio calendario (2013, 2014

y 2015); y C: segtin la condicién del genotipo (tolerante y susceptible).

Del anélisis de coordenadas principales (PCoA) en la Fig. 3.33 Ay B puede
observarse que las muestras son muy similares a este nivel de analisis, quizas las
diferencias se refieren mas a las muestras recolectadas en 2013 en comparacién

con las de 2014 y 2015 que son més similares entre si.
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Cuando analizamos la condicién del genotipo (Fig. 3.33 C), vemos que las
muestras que provienen del genotipo tolerante tienen a agruparse por un lado
mientras que las del susceptible se agrupan por otro, aunque algunas aparecen
entremezcladas, mayormente cada condicién de genotipo toma una distribucién

bien diferenciada, indicando una composicién microbiana diversa entre ellas.
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Fig. 3.33. Anélisis de coordenadas principales (PCoA). A: Por época de muestreo
expresada en dias desde cosecha (ddc) B: Por afio segtin ciclo de cultivo,
expresado en afio calendario (2013, 2014 y 2015) y C: segun la condicién del

genotipo (tolerante y susceptible).

En el analisis de coordenadas principales (PCoA), para seis muestras
correspondientes al tratamiento de 180 dias desde cosecha y del ciclo de cultivo
2014-2015, donde se contrastan sélo los sistemas de cultivo, con rotacién y sin

rotacién con soja, en ambos genotipos, tolerante y susceptible (Fig.3.34).

El anélisis pone en evidencia que las comunidades microbianas son muy
diferentes entre un sistema y otro, las muestras forman dos grupos claramente

distinguibles y lejanos entre si.
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Fig. 3.34. Analisis de coordenadas principales (PCoA) segtin un sistema de

manejo con y sin rotacion con soja.

Cuando analizamos los datos de alfa diversidad para estas muestras
encontramos valores que indican menos biodiversidad en el sistema sin rotacién
y valores que indican mayor riqueza en las muestras del suelo con rotacién (Tabla
3.7). Particularmente observamos una disminucién del phylum Fimicutes y
Gemmatimonadetes y un aumento del phylum Chloroflexi (Fig.3.35) en las muestras
del sistema sin rotacion. Dentro del phylum Fimicutes, hay una importante
disminucién de Bacillus conocidos por la producciéon de antibidticos y por
desempenar posiblemente, un papel en el control biolégico.

El andlisis con DESeq revel6 la presencia de determinados OTU que estan
presente en una condicién de manejo mientras que no en la otra, dejando
nuevamente en evidencia, las diferencias en la composicién y estructura que
presentan las comunidades microbianas, en ambos sistemas de manejo (Anexo

10).
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Tabla 3.7. Valores de diversidad alfa. Rojo = genotipos tolerantes; Amarillo =

genotipos susceptibles. S85 y S84 condiciones de monocultivo para genotipo

tolerante y susceptible respectivamente, con marcada disminucién de OTUs.

Condicion Muestra N°de OTUs InvSimpson Chao  Shannon
GTUG S85 720 120,62 883,28 5,53
GSUG S84 721 99,38 859,49 5,44
S73 962 72,71 1099,26 5,53
S76 1025 106,02 1137,05 5,84
S79 1028 89,99 1090,92 5,69
$82 1020 147,55 1094,65 5,96
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Fig. 3.35. Bar Plot donde se muestra la abundancia de Phylum de las distintas

muestras con y sin rotacién en 180ddc.
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Capitulo IV

Discusion




Las especies fitopatégenas de Acidovorax causan enfermedades en una
amplia gama de cultivos de importancia econémica, tanto monocotiledéneos y
dicotiledéneos, como el maiz, arroz, avena, cafia de azudcar, sandia, melén y
orquideas (Song et al., 2004). Tres subespecies de A. avenae: A. avenae subsp.
avenae, A. avenae subsp. cattleyae y A. avenae subsp. citrulli fueron descriptas por
Willems et al. (1990); Willems y Gillis (2015). Sin embargo, la reclasificaciéon
propuesta por Schaad et al. (2008), que eleva a nivel de especie las tres
subespecies de Acidovorax y propone como nueva especie A. oryzae para las cepas
de arroz, es ampliamente aceptada en la comunidad cientifica (Silva et al., 2016;
Yan et al., 2017; Yan et al., 2013, Li et al., 2018).

Debido a la estrecha relacion filogenética entre estas especies, una correcta
caracterizacion, identificando la diversidad genética entre los aislados de esta
bacteria tiene un impacto fundamental en la epidemiologia de las enfermedades
infecciosas que causan. En este sentido, las tecnologias moleculares han sido de
gran ayuda, siendo ampliamente utilizadas para una adecuada identificacion
(Walcott et al., 2000; 2004, Noller et al., 2003).

En el presente trabajo de tesis doctoral, se aisl6 e identifico Acidovorax
avenae, agente causal de estria roja, a partir de hojas con sintomatologia tipica,
provenientes de diferentes zonas cafieras del Noreste y Noroeste Argentino
(NEA y NOA).

La estria roja de la cafia de aztcar es una enfermedad bacteriana
distribuida en todas las areas productoras del mundo. En Argentina, se ha
observado en los altimos 15 afios la aparicion de infecciones graves en genotipos
de cafia de azucar susceptibles, convirtiéndola en una enfermedad principal de
cafia de azticar en nuestra zona de cultivo. La principal estrategia adoptada
actualmente para controlar esta enfermedad, después de repetidos ciclos de
infecciéon, es el reemplazo de variedades susceptibles por variedades que
muestren elevada tolerancia al patégeno. Debido a esto, el conocimiento sobre
la diversidad genética entre los aislados A. avenae es un factor importante a
considerar para optimizar la seleccion de materiales en los programas de

mejoramiento genético de la cafia de azdcar.
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En este trabajo de tesis, la identificacion y caracterizacion del patégeno se
llevé a cabo mediante la combinacion de técnicas de microbiologia clédsica, con
métodos moleculares rdpidos y eficaces. Durante el proceso de aislamiento
bacteriano, se observé el predominio de dos tipos de colonias: una de color
blanco-crema, circulares, traslucidas, de bordes lisos, que respondian a la
morfologia tipica descripta para Acidovorax (Jones et al., 2001, Martin y Wismer,
1989) y otras amarillas, circulares, de bordes lisos y uniformes, morfologia similar
a algunas especies de Xanthomonas (Schaad et al., 2001). En estudios precedentes,
Schaad et al.,, (2001) y Jones et al.,, (2001) revelaron las dificultades para la
identificacion de bacterias patégenas de plantas a nivel de especie o subespecie
empleando Udnicamente pruebas fenotipicas clasicas. Esto puede ser
especialmente aplicable para las especies de Acidovorax, las cuales fueron
identificadas mediante la combinacion de pruebas fenotipicas y de
patogenicidad, las que resultaron tediosas y poco exactas. Géneros tales como,
Erwinia y Pantoea, junto a algunas especies de Pseudomonas, como P. fluorescens y
P. putida han sido mencionados en algunos trabajos como bacterias epifitas que
coexisten con los organismos en estudio dificultando seriamente su aislamiento,
debiendo recurrir para su discriminacién al uso de medios muy selectivos (Song
et al., 2000), no siempre disponibles para la especie en estudio y a pruebas de
patogenicidad, que insumen mucho tiempo (Song et al., 2003).

Mediante el uso de cebadores especificos, descriptos para esta especie
(Song et al., 2003) se optimizaron reacciones de PCR especie-especifica utilizando
ADN proveniente de cultivos puros. Estos cebadores han sido desarrollados para
una rapida identificacién de todas las especies de A. avenae y han sido ensayados
en mas de 46 cepas de A. avenae subsp. avenae a partir de avena (Avena sativa),
maiz (Zea maiz), arroz (Oriza sativa), cafia de azucar (Saccharum spp.) y mijo
(Penicetum sp.) (Song et al., 2003).

Para investigar las relaciones genéticas entre las cepas de A. avenae
aisladas, 31 cepas de diferentes variedades de cafia de azucar infectadas con
estria roja en 2008, 2013 y 2014, en cuatro provincias del norte de Argentina,

fueron analizadas mediante RAPD-PCR. El analisis de clusters agrupé las cepas
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en tres grupos principales. Sobre la base de los perfiles de RAPD, se observé una
marcada diversidad intraespecifica entre cepas de A. avenae aisladas de diferentes
variedades de cafia de azdcar. En estudios previos, Fontana et al. (2013),
detectaron la presencia de cepas de A. avenae adaptadas a un determinado
genotipo de cafia de aztcar, cuando analizaron por RAPD cepas de A. avenae de
Tucuman y Salta (regién noroeste), que se agruparon en dos grupos principales
por su origen geografico. Mediante este anélisis en este trabajo, no se observé una
asociaciéon geografica clara, tal vez debido a la mayor y diferente area de
muestreo.

La region Noroeste es la mayor productora de cafia de azacar, que
contiene el 98% del total de hectareas cultivadas en Argentina (Benedetti 2018).
La region Noreste (Santa Fe y Misiones), debido a la creciente demanda de cafia
de aztcar para su uso como biocombustible, se considera un area de produccion
en expansion con un gran potencial (Wallberg y Minetti 2015), con pequefios
productores que cultivan a menudo, diferentes variedades de cafia de aztcar, en
busca de seleccionar la mejor adaptada, representando una fuente diferente y
mas diversa de cepas de Acidovorax avenae.

La combinacién de PCR especie-especifica como ensayo selectivo
preliminar, seguido del analisis mediante perfiles de RAPD como método rapido
y preciso fue aplicada con éxito en el analisis de distintos patosistemas para una
correcta identificacion de los aislamientos (Fontana et al., 2013, Mannulis et al.,
1994, Pooler et al.,, 1996). La aplicacion de RAPD-PCR brindé una répida y
consistente discriminacién, entre las cepas de A. avenae de cafia de aztucar
analizadas permitiendo seleccionar las cepas mas representativas de diferentes
genotipos de cafia de aztcar, que cubren todas las &reas de produccion, para
explorar su diversidad genética aplicando un esquema MLST descripto por Feng
et al.,(2009). Para comprender las relaciones filogenéticas entre especies de
Acidovorax, se incluyeron secuencias de MLST de otras cepas provenientes de
diferentes huéspedes y origenes geogréficos. El analisis MLST mostré que las
cepas de la cafia de aztcar se agruparon en un cluster iinico y tienen un origen

relativamente reciente y un comportamiento clonal que sugiere la especificidad
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del huésped. Tal especificidad cepa-hospedante, se observé también en
diferentes aislados de Acidovorax para otros cultivos como las Cucurbitaceas (Yan
et al., 2017). En coincidencia con lo informado por Feng et al. (2009) y Yan et al.
(2013), no se observé asociacion estadisticamente significativa entre la ubicacién
geografica y el genotipo de cepas de A. avenae de este estudio. Ademas, el anélisis
de clusters mostré que las cepas A. avenae de cafia de aztcar se agruparon
separadamente respecto de las cepas A. avenae subsp. citrulli de sandia y de
melén, pero més cerca de otras A. avenae subsp. avenae provenientes de otras
especies de Poaceae (mijo, arroz, vasey grass y sorgo). El analisis de perfiles
alélicos de siete “housekeeping genes”, defini6 cinco ST entre las quince cepas de
A. avenae la cafia de azlcar analizadas; la mayoria de ellos fueron tipificados
como ST1 (que contienen cepas de Misiones, Tucumén, Salta y Santa Fe) y ST2 y
sus derivados (ST3, ST4 y ST5) que contienen cepas de Santa Fe, Tucumén y Salta
(Fig. S2). Podria inferirse que los ST dominantes son ST1 y ST2; sin embargo, para
obtener informaciéon maés concluyente sobre los ST mdas predominante en
Argentina seria conveniente contar en un futuro préximo con més aislamientos,
incorporando, por ejemplo, las cepas de Jujuy.

Feng et al. (2009) informaron la presencia de dos complejos clonales entre
A. avenae subsp. citrulli con una clara separacion de las otras cepas de A. avenae
subsp avenae y Acidovorax spp. De manera similar, el analisis de MLST de un
conjunto de 118 cepas de A. citrulli de sandia (China) mostré la presencia de tres
grupos clonales (Yan et al., 2013). En un trabajo anterior, se propuso un nuevo
taxon para las cepas Acidovorax avenae subsp. avenae aisladas de arroz: A. oryzae
(Schaad et al., 2008); sin embargo, en el presente analisis se observa que A. oryzae
estd estrechamente relacionado con cepas de A. avenae subsp. avenae y deberia ser
clasificada como A. avenae.

Se detect6é un nivel significativo de “incongruencia filogenética” en A.
avenae subsp. avenae, que sugiere la existencia de frecuente recombinacién en
algunos complejos clonales. La recombinacién entre diferentes linajes ha sido
descripta para genes de virulencia en algunas cepas de A. avenae que comparten

el mismo huésped (Zeng et al.,, 2017). Este hecho resulta relevante por la
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posibilidad de generaciéon de nuevas cepas altamente patégenas en dicho clado,
donde la recombinacion es frecuente (Feil et al., 1999; 2001). La recombinacién en
otros patégenos de plantas también fue informada por otros autores. Timilsina et
al. (2015) reportaron evidencia de multiples eventos de recombinacién entre
Xanthomonas euvesicatoria y X. perforans indicando cambios en la composicion de
especies de poblaciones de patoégenos bacterianos debido a la propagacién global
de genotipos dominantes, generando esta recombinacién entre especies, un
aumento en la diversidad genética en estas poblaciones.

Es importante resaltar que, a pesar de las relaciones muy cercana entre si,
mostradas por MLST, las cepas de A. avenae de cafia de aztcar exhibieron
diferentes grados de severidad en las pruebas de virulencia. Sin embargo, como
los factores de virulencia estan codificados por genes que mutan més rapido que
los genes “housekeeping” (Moxon et al., 1994) esto no resultaria contradictorio e
indicaria la existencia de una diversidad genética mucho mas relevante que se
encuentra oculta al poder de resolucién de MLST.

Para investigar la relaciéon entre la diversidad genética y los niveles de
severidad de las cepas A. avenae T10_61, S11_3, S22_3, SF17_4 y SF18_1, cada una
tipificada por MLST con un ST diferente y tnico, se realizaron ensayos de
virulencia sobre un genotipo de cafia de aztcar susceptible TucCP 77-42. Los
resultados mostraron que todos los biotipos de A. avenae reprodujeron los
sintomas de estria roja en las condiciones de inoculacién artificial, resultando las
cepas de A. avenae S22_3 (ST4) y S11_3 (ST1) de Salta como las mas virulentas
sobre el genotipo inoculado. Debido a la elevada tolerancia y buen
comportamiento que muestra la variedad de cafa susceptible (TucCP 77-42)
frente a esta enfermedad en cultivo comercial en la provincia de Salta, podria
sugerirse un mecanismo de adaptacién, ya que, se ha observado ademas que el
genotipo mas sensible de Salta (NA 85-1602), también muestra elevada tolerancia
a campo frente a las cepas de A. avenae de la provincia de Tucuman. Resultados
similares fueron reportados por Fontana et al. (2013) cuando se investig6 la

patogenicidad cruzada de A. avenae observando que los sintomas de la estria roja
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se desarrollan més temprano en la variedad de cafia de aztacar Tucumén (TucCP
77-42) inoculada con cepa patégena de otra provincia.

Recientemente, Silva et al. (2016) informaron una alta variabilidad en la
severidad de los sintomas en plantulas de sandia inoculadas con cepas A. citrulli,
de los haplotipos mas representativos en Brasil, determinados por PFGE. La
clasificacion de la severidad de la enfermedad también se ha utilizado
rutinariamente para evaluar la resistencia de la planta hospedadora contra la
mancha bacteriana de cucurbitaceas causada por Acidovorax citrulli (Bahar et al.,
2009; Hopkins y Thompson 2002; Wechter et al., 2011). Seran necesarios mas
estudios para comprender la relacion entre los biotipos y los niveles de virulencia
observados.

La ventaja de utilizar métodos de tipificaciéon molecular impacta sobre la
capacidad de diferenciacion entre organismos relacionados y genéticamente
cercanos con un nivel de reproducibilidad adecuado, buen rendimiento y facil
interpretacion. MLST demostré ser una herramienta poderosa para determinar
el alcance de las diferencias genéticas, ayudando en este caso a inferir las
relaciones evolutivas entre las cepas de Acidovorax. Sin embargo, se prevé que, en
un futuro préximo, los estudios filogenémicos reemplazardn a los anélisis de
MLST para responder finalmente preguntas filogenéticas y taxonémicas sobre las
especies de Acidovorax (Giordano et al., 2018).

La reciente descripciéon de la secuenciacion del genoma de A. avenae
T10_61 (Fontana et al., 2016), como parte de los resultados de este trabajo de tesis,
y estudios comparativos con genomas de otras especies de Acidovorax
disponibles, constituyen una herramienta fundamental, contribuyendo con
valiosa informacién sobre genes involucrados en los mecanismos de infeccién y
en la interacciéon con la planta, que ayudardn al mejor entendimiento del
patosistema. En relacion a esto, trabajos recientes, estan trazando un posible
camino para el abordaje de esta tematica, a través de la busqueda de proteinas
asociadas a los Sistemas de Secreciéon. Al menos seis distintos sistemas de
secrecion de multiples componentes (Sistema de Secrecion tipo I - VI, o T1SS -

T6SS) son utilizados por los patdogenos bacterianos Gram negativos para
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transportar las proteinas a través de las membranas de las bacterias y,
eventualmente, del huésped (Gerlach y Hensel 2007; Tam et al., 2007). EI1 T6SS es
un sistema de secrecién de componentes multiples recientemente descubierto,
que a menudo estd involucrado en la interacciéon con huéspedes eucariotas en
relaciones patégenas o simbiéticas (Filloux et al., 2008). La expresion y funcién
de algunos genes del T6SS, estan siendo particularmente estudiados a partir del
genoma de Acidovorax oryzae RS-1 por su rol tanto en la virulencia como en la
supervivencia ambiental de esta bacteria (Li et al., 2018; Cui et al., 2015).

En este trabajo, a partir de un andlisis comparativo mediante PanX, de un
grupo de 11 genomas de Acidorovax, que incluye A. avenae T10_61 de cafia de
azucar, y A. oryzae RS-1 de arroz, entre otros, se lograron establecer las relaciones
filogenéticas presentes en la especie, quedando en evidencia una importante
especificidad cepa-hospedante, principalmente para cafia de aztcar, y se
pudieron explorar proteinas asociadas a los SS, para conocer si la cepa de cafia
de azticar comparte los mismos genes con el resto de las Acidovorax analizadas.

La necesidad de un abordaje integral del patosistema, como parte de un
agroecosistema mayor donde ademas del binomio, planta-microrganismo,
interacttan otros factores que impactan sobre el mismo, impuls6 la incorporacion
del concepto del microbioma de la cafia de aztcar. En este sentido, el
conocimiento, principalmente, de la estructura y composicién de la microbiota
del suelo, fue incluido como un indicador para incrementar el conocimiento
acerca de la interaccion benéfica o no entre los principales componentes
microbianos del agro-ecosistema en estudio. El manejo agronémico y cultural de
la cafia de aztcar en los dltimos afios, incluye al menos dos caracteristicas que
inciden en el agroecosistema del cultivo; la cosecha en verde (sin quema previa
del cafaveral) y la rotacién con soja (Glycine max) como cultivo antecesor para
alternar entre una plantacién y otra de cafia. Estos aspectos resultan relevantes
cuando se presentan cambios o alteraciones en el comportamiento de un
determinado patosistema y/o en pardmetros epidemiol6gicos. INTA Famailla,
mediante un monitoreo constante, detecté en los altimos afios un aumento en la

incidencia de estria roja en cafia, causada por Acidovorax avenae (Fontana et al.,
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2013) asociada a lotes comerciales con mayor prevalencia en la regioén centro-este
y noreste, departamento Cruz Alta y Burruyact respectivamente (Perez Gomez
et al., 2010), donde la soja como cultivo antecesor es una practica frecuente desde
hace més de 10 afios (Fandos et al., 2013).

Sobre la base de estas consideraciones, en el presente estudio, se aplicaron
técnicas de analisis independientes de cultivo, para estimar la microbiota
principal acompafiante en un sistema de manejo de cafia con rotacién con soja y
las posibles interacciones con el patosistema Acidovorax-cafia de azdcar.

Los resultados de DGGE proporcionaron buenos perfiles de comunidades
microbianas presentes en muestras de hojas y de suelo de cafia de aztcar, con
niveles de polimorfismos que fueron mas evidentes cuando se analiz6 ADN total
de hojas. Sin embargo, no fue lo suficientemente informativa sobre la
composicién y diversidad microbiana, ya que los resultados de la secuenciacién,
solo muestran alto porcentajes de Bacillus, como microbiota dominante,
enddfitos, rizoféricos y algunos asociados a promotores del crecimiento vegetal,
aunque ninguno de ellos estudiados ni descriptos en profundidad para el sistema
de cultivo de cafa de azdcar. Muchos autores han relacionado la intensidad de
las bandas en DGGE con la presencia en mayor o menor nimero de determinado
microorganismo o especie en general en una matriz compleja como es el caso de
los suelos. Usando cebadores universales para el andlisis de las comunidades
complejas, donde la composicion de los microorganismos es desconocida, es muy
probable que la poblacién con ventaja numérica sea mas facilmente amplificada,
pudiendo enmascarar aquella/s minoritaria/s. Por esta razén es recomendable
el uso de cebadores especificos para determinadas especies o grupos microbianos
cuando se requiere confirmar su presencia o cuando se sospecha que su
poblaciéon es minoritaria (Walter et al., 2001). Los métodos moleculares como
herramientas en el estudio de comunidades bacterianas se han convertido en un
valido soporte de las técnicas tradicionales en microbiologia agricola y ambiental,
precisamente aquellos basados en la secuencia del ADNr 165 como técnicas
independientes de cultivo. Una de las principales razones para usar técnicas que

no requieren el cultivo previo de los microorganismos es la independencia del
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conocimiento de las reales condiciones de crecimiento, asi como de los
requerimientos nutricionales particulares de un dado microorganismo. Las
técnicas genéticas pueden proporcionar un perfil o “fingerprinting” que
representa la diversidad genética de una comunidad microbiana en un ambiente
especifico. DGGE es entre las técnicas moleculares independientes de cultivo las
mas usada para el estudio de la ecologia microbiana en diversos ecosistemas
(Ercolini, 2004). Las aplicaciones de DGGE en microbiologia de la cafia de aztcar
como una técnica independiente de cultivo para acceder a la estructura total de
las comunidades microbianas., han sido mencionada en un importante namero
de publicaciones. Rachid et al. (2016) reportaron el estudio del efecto de
diferentes niveles de residuos agricolas de cosecha (RAC) sobre las comunidades
fangicas y bacterianas, como también de las variables de quimica del suelo,
observando que la comunidad fangica resulté mas afectada, con cambios
estructurales importantes. Asimismo, usando DGGE y mediante la evaluaciéon de
genes vinculados al metabolismo de nitrégeno, como amoA y nirK, fue posible
describir significativas diferencias en la estructura de comunidades bacterianas
totales, oxidantes de amoniaco y desnitrificantes aplicando diferentes sistemas
de manejo de cosecha con quema y sin quema del cafaveral (Rachid et al., 2012).
En general, cambios en las estructuras de los grupos funcionales siguen un patrén
diferente de las variables fisico-quimicas, indicando influencia de las
interacciones entre diferentes grupos bacterianos en el ciclo del N, enfatizando la
importancia de los factores biologicos en la estructuracion de estas comunidades
(Rachid et al., 2012). De manera similar, Burbano et al. (2011) examinaron la
actividad de comunidades diazotréficas en raices de cafia empleando una
combinacién de RT PCR y DGGE encontrando un alto porcentaje de transcriptos
de gen nifH relacionado con la presencia Rhizobium rosettiformans en la fijacion
del Nz sin formacion de nédulos. En concordancia con los resultados obtenidos
en este trabajo, otros autores reportaron muy bajos niveles de diversidad a partir
de los perfiles DGGE.

Con el advenimiento de las tecnologias de secuenciacion de alto

rendimiento se desarrollaron un conjunto de tecnologias genémicas y
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herramientas bioinformaéticas para acceder directamente al contenido genético de
comunidades enteras de organismos. Estos métodos “omicos” (metagenémica,
metatranscriptémica, metaproteémica, metabolémica) se han utilizado para
describir la estructura taxonémica de las comunidades microbianas en diferentes
entornos y para descubrir nuevos genes y enzimas de interés industrial y médico.
Estas nuevas herramientas permiten una mejor comprensién de la diversidad
taxonOmica microbiana de una comunidad, asi como establecer su funcién a los
fines de responder a las siguientes preguntas “‘;quiénes estan alli?" y ““;qué estan
haciendo?"(Genti de Raimondi, 2013).

En vista de enriquecer y profundizar el conocimiento de las comunidades
microbianas en el sistema en estudio, como estrategia adicional, se propuso
implementar el andlisis metagenémico de las muestras de suelo en un
agroecosistema de cultivo de cafia de aztcar. Los resultados informados en esta
tesis, describen por primera vez la composicién microbiana de un suelo de cafia
de aztcar basado en la tecnologia de secuenciaciéon de alto rendimiento (HTS).
Los indicadores de riqueza y abundancia para cada muestra analizada fueron
adecuados para describir la biodiversidad presente en el sistema en estudio.
Tanto las curvas de rarefaccion como los valores de alfa diversidad, también
dejaron en evidencia que no hay demasiadas diferencias entre las muestras, a
nivel de genotipos, de sistemas de cultivo ni de época de muestreo, aunque
cuando se identificaron los érdenes mas abundantes, se observé un ligero
aumento en la abundancia de Sphingomonadales, Bacillales y Rhizobiales en el
genotipo tolerante (GT) en los muestreos 90 y 180 ddc en ambas campafias, como
asi también una marcada disminucién de Bacillaes, Rhizobiales, Sphingomonadales
y Chthoniobacteriales en el sistema cafia-cafia a los 180 ddc para ambos genotipos.

Souza et al. (2016) informaron que los grupos a los que pertenecen
diazétrofos de vida libre, como Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Enterobacter, descriptos como promotores del crecimiento vegetal (PGPB) en la
mayoria de las plantas, se presentan como componentes secundarios del
microbioma de la cafia de azdcar, y en general, también se observaron en bajo

nimero en las muestras analizadas en el presente trabajo.
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Con el fin de obtener indicadores de diferencias mas significativos, se
realiz6 un andlisis comparativo de las muestras “normalizadas” donde se
observ6 mayor biodiversidad en el sistema con rotacion, si bien los beneficios de
las rotaciones en los cultivos han sido ampliamente estudiados por las mejoras
en la estructura, fisica y quimica del suelo, el aspecto microbiol6gico no ha sido
frecuentemente abordado. Los datos generados en este estudio, constituyen un
avance importante en el conocimiento de los beneficios “no siempre visibles” de
las rotaciones en los sistemas agricolas y particularmente en cafia de aztcar.

Cuando intentamos relacionar la composicién microbiana con la respuesta
a estria roja, en los genotipos tolerante y susceptibles, dentro del sistema en
estudio, se pudo observar que si existen diferencias en la microbiota asociada a
una y otra condicién del genotipo, pudiendo esto constituir o no una asociacién
con la respuesta a la enfermedad. En este aspecto se requieren estudios mas
profundos y orientados a los posibles mecanismos involucrados en respuesta por
parte de la planta.

Los trabajos de metagenomas de la cafia de azdcar son relativamente
recientes, y sin duda aportaran una gran cantidad de datos que ayudaran a la
comprensiéon de procesos que aun resultan desconocidos y eventualmente
responderdn algunos interrogantes acerca de la funcionalidad y roles de las
comunidades microbianas en los sistemas estudiados.

La posibilidad de relacionar la microbiota de cafia de aztcar con factores
como variedad, ciclo del cultivo o una determinada enfermedad, también ha sido
objeto de estudio de otros grupos de investigadores de importantes regiones
cafieras del mundo. Recientemente, Amontas et al. (2018) demostraron que
multiples factores interactian de manera compleja en las comunidades de cada
parte de la planta. Las diferentes asociaciones de grupos de bacterias y hongos
fueron determinadas principalmente por la parte de la planta analizada, seguido
por la region de cultivo, la edad del cultivo, la variedad de cafia de azticar y por
el sindrome de amarillamiento de las hojas o Yellow Canopy Syndrome (YCS).
Asimismo, se observd que las comunidades bacterianas de raices y suelo de

rizosfera estdn mds influenciadas por la region de cultivo, mientras que las
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comunidades bacterianas del tallo y hojas, estin mayormente afectadas por la
variedad y edad del cultivo. El 34% de los 676 OTUs bacterianos pertenecientes
al microbioma central de al menos un tipo de muestra pudo ser clasificado a nivel
de género, y solo el 9,5% de las OTU bacterianas centrales se clasificaron a nivel
de especie (Hamonts et al, 2018). Tomando como objeto de andlisis,
germoplasma ancestral de cafia de aztcar y variedades comerciales, la
evaluacién de la influencia del genotipo en los perfiles de bacterias endofiticas
de raices durante el periodo de rapido crecimiento mediante 16S rRNA y
amplificacion del gen nifH y en base a los indices de diversidad alfa y beta se
demostré que el genotipo de la cafia de aztcar influy6 significativamente en la
estructura de la comunidad bacteriana (Dong et al., 2018). El primer trabajo
exhaustivo con un enfoque de “microbioma” en cafia de azucar, fue realizado por
Souza et al. (2016) en diferentes 6rganos de la cafia de aztcar (raices, tallos y hojas
de plantas cultivadas en suelo de invernadero y una sola variedad) y el acceso
por separado a sus compartimentos exofiticos y endofiticos. Los resultados
indicaron que mas del 90% de todos los OTUs presentes en raices, tallos y hojas
también estuvieron presentes en las muestras de suelo a granel. La colonizacién
de la planta en las primeras etapas de desarrollo, asi como la riqueza y
abundancia especifica del 6rgano puede estar dictada por la interaccién funcional
o adaptativa planta-microbio. La riqueza de OTUs disminuy6 a medida que
pasaban de muestras subterrdneas a compartimentos exofiticos y endofiticos de
6rganos de plantas sobre el suelo. Asimismo, en la mayoria de los trabajos
recientes, los autores coinciden en la necesidad de conducir la investigacion
centrada en las funcionalidades de los grupos microbianos en lugar de las
relaciones taxondémicas de las comunidades microbianas (Hamonts et al., 2018).
Enfoques basados en el microbioma de cultivos de importancia econémica
estan siendo desarrollados en la actualidad. En particular para cafia de aztcar, el
aprovechamiento del potencial de los microorganismos presentes en el
microbioma constituye un gran desafio, basado en la importancia y necesidad de
aumentar la productividad de manera sostenible (Souza et al., 2016; Paungfoo-

Lonhienne et al., 2016; Yeoh et al., 2016). Por otra parte, la comprension de los
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cambios en el microbioma de la cafia de aztcar en relacion a alguna determinada
enfermedad, proporcionaria datos importantes que permitiria a largo plazo la
identificacion de posibles estrategias de gestion para un determinado patégeno,
incluido un programa ajustado de mejoramiento, o una mejor prediccién de los
resultados de manejo (Hamonts et al., 2018). La mayoria de las plantas de cultivo
crecen en estrecha asociacion con las comunidades microbianas, las cuales
pueden dividirse en tres grupos, endofitico, epifito o estrechamente asociado. Las
plantas se benefician de estas relaciones, por ejemplo, con nutrientes claves que
se modifican en formas mas utilizables para los microbios antes de ser asimilados
por las plantas (Long, 1989; Bolan, 1991; Zhang et al., 2009). A su vez, las plantas
proporcionan metabolitos carbonados como exudacién de la raiz a los endéfitos
y bacterias en la rizosfera (Bais et al., 2006; Lopes et al., 2016). Las comunidades
microbianas asociados a las plantas también pueden proteger a fitopatdégenos
(Innerebner et al., 2011), mejoran el crecimiento a través de la produccién de
fitohormonas (Ali et al., 2009), y ayudar a las plantas frente a diferentes estreses
(Dong et al., 2018).

La manipulacién de la capacidad de fijacién de nitrégeno del microbioma
asociado a la cafia de azudcar se ha convertido en una alternativa a la aplicacion
de fertilizantes de nitrégeno y ha sido extensamente estudiado, especialmente
para diazétrofos endofiticos (Elbeltagy et al., 2001; Reis et al., 2004; Lin et al., 2014;
Souza et al., 2016; Proenga et al., 2017). Estudios recientes mostraron que la
aplicaciéon de fertilizante nitrogenado no cambié la comunidad microbiana
central en cultivares y variedades de cafia de azucar (genotipo de planta) solo
tuvieron un sutil efecto en la composiciéon de la comunidad (Yeoh et al., 2016).

Asimismo, si bien entre los diferentes 6rganos de cafia de azdcar no se
reportaron cambios en la abundancia de la comunidad endofitica, la riqueza de
especies en la microbiota endofitica resulté6 afectada segtn resultados
informados por Souza et al. (2016).

En base a los resultados obtenidos en esta tesis, podemos inferir que
existen diferencias muy importantes en cuanto a la composicion y estructura de

las comunidades bacterianas en las muestras analizadas, sin duda la rotacién con
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soja implica una riqueza y abundancia de comunidades que pueden mejorar la
condicién de fertilidad de la planta y por ende favorecer el desarrollo de
enfermedades. Por otro lado, aunque las diferencias son menos significativas
entre genotipos, tolerante y susceptible, se observaron algunos parametros
interesantes de analizar en un estudio donde se profundice la funcionalidad de
algunos grupos bacterianos, y no solo la composicién y cantidad.

Los microbios asociados con la cafia de aztcar se han estudiado en el
pasado mediante aislamientos bacterianos directos de las raices usando medios
de cultivo definidos. Aunque esta estrategia ha llevado al aislamiento de
bacterias potencialmente relevantes, para la comprension particular de la fijaciéon
de nitrégeno asociada a plantas, ha limitado los estudios a un pequefio namero
de aislamientos.

El origen del microbioma, la dindmica y los patrones de ensamblaje son
importantes para la elucidacion de su posible papel en el crecimiento, desarrollo
y respuesta de las plantas al estrés biético y abiético.

Los datos obtenidos aportan valiosa informacién para evaluar las posibles
interacciones existentes en el sistema en estudio, a fin de determinar la existencia
de una relacién con el patosistema cafia de aztcar-A. avenae.

Los grupos mas abundantes identificados en este estudio, podrian
contener bacterias con funciones bioldgicas relevantes para el crecimiento de las
plantas, y mdas diversas que los reportados hasta el momento de bacterias

asociadas con la cafia de azucar.
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Capitulo V

Conclusiones




CONCLUSIONES

Se aisl6 Acidovorax avenae a partir de hojas con sintomas tipicos de estria
roja, de las Provincias de Santa Fe, Misiones, Salta y Jujuy,
estableciéndose a esta bacteria como tnico agente causal de estria roja de

la cafia de aztcar en la Region NOA y NEA de la Argentina.

Se constituyé una coleccién de cultivos con méas de 40 aislamientos
identificados y caracterizados, como resultado de este trabajo de tesis y
sumados a los ya existentes en INTA Famailla provenientes de Tucuman
y Salta, completando asi el relevamiento de las principales areas cafiera

de Argentina.

El uso de métodos de identificacién y caracterizacion basados en anélisis
de secuencias, constituy6 una herramienta de alto poder discriminatorio
y de reproducibilidad, eficiente y confiable para la tipificaciéon de
Acidovorax avenae de cafia de aztcar, lograndose establecer cinco tipos de
secuencias multilocus entre los aislamientos analizados, que

constituyeron un cluster tinico, de origen cercano y reciente.

Asimismo, la aplicaciéon de técnicas moleculares de manera combinada,
RADP, Multilocus, permiti6 determinar que Acidovorax avenae presenta
variabilidad genética entre las muestras provenientes de las provincias de
Salta, Tucuméan, Santa Fe y Misiones, aunque no se han establecido
relaciones significativas con la distribucién geografica de la bacteria, ni

con los diferentes genotipos de cafia de aztcar analizados.

Todas las secuencias generadas a partir de los analisis multilocus de este
trabajo de tesis, 105 en total, se encuentran depositadas en el banco de
datos NCBI (GenBank) bajo el nimero de acceso MF623064 a MF623168,

contribuyendo a incrementar la base de datos MLST con los nuevos ST
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descriptos para los aislamientos de Acidovorax de cafia de aztcar, que

hasta el momento no habian sido reportados.

Se reporto la secuenciacion del genoma de Acidovorax avenae, cepa T10_61,
aislada de la variedad tucumana de cafia de azticar INTA NA 89-686. La
misma ha sido incorporada al banco de datos mundial NCBI (GenBank)
bajo el ntiimero de acceso NZ_LJGO00000000.1 y al Sistema Nacional de
Datos Genémicos (SNDG) de MINCyT de Argentina. Esto representa el
primer genoma registrado para esta especie a partir de un aislamiento de

cafia de azucar.

La secuencia del genoma de A. avenae descripta en esta tesis muestra una
elevada especificidad cepa-hospedante determinada en los estudios
comparativos con otros genomas de Acidovorax disponibles. Este dato
soporta y da mayor relevancia a los resultados obtenidos mediante el

anélisis MLST.

La variabilidad genética que se reporta en esta especie tiene un gran
significado a la hora de realizar un manejo mas efectivo del cultivo de
cafia de azucar, pues el uso de variedades resistentes a las cepas
predominantes es el iinico método de control descripto hasta el presente

para esta patologia.

Los biotipos diferentes de A. avenae evidenciaron diferencias en la

virulencia y/o agresividad entre ellas.

Las técnicas moleculares independientes de cultivo, a partir del andlisis
de ADN total de suelo y hoja, permitieron estimar la composiciéon de la
microbiota presente en un sistema de cultivo de cafia de azdcar con

rotaciéon con soja, constituyendo estos andlisis los primeros reportados
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para el agroecosistema en estudio, bajo un enfoque de secuenciaciéon de

alto rendimiento.

El conocimiento de la microbiota presente, y su posible interaccién con el
patosistema en estudio, cafia de azticar-Acidovorax, constituye un punto
de partida para el disefio de estrategias de manejo de la enfermedad y la

regulacién de los mecanismos de virulencia del patégeno.

No se detect6 la presencia de A. avenae en el suelo estudiado, mediante la
aplicacion de técnicas independientes de cultivo, confirmando que el
suelo no cumple un rol en el ciclo de vida de esta bacteria durante el

proceso de infeccion.
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Proyecciones

- Ampliar el analisis MLST y explorar la presencia de Acidovorax avenae en
las areas de frontera donde se cultiva cafia de aztcar, sobre todo Bolivia y

Paraguay donde hay acciones previas con otras enfermedades en el marco

de Ia RED de ensayos INTA.

- Profundizar el analisis del genoma de Acidovorax avenae, con énfasis en

estudios gendmicos funcionales y filogenéticos.

- Ampliar el estudio de la microbiota en el patosistema Acidovorax-cafia de
aztcar incluyendo en el analisis metagenémico partes aéreas, hojas
principalmente, y en una etapa posterior tallo y partes subterrdneas como

raices y rizomas.
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Anexo |: Proteinas de los sistemas de secrecidn presentes en genomas de Acidovorax analizados.

Nombre de las Proteinas Longitud (aa) A. avenae A. citrulli A. cattleyae A. oryzae
RS-1 | ATCC19860 | T10_61 | KACC17005 | AAC00-1 | tw6 | psh65 | M6 | DSMZ17060 | DSMZ17101 | ATCC19882

Flagellar type 111 secretion system protein FIhB 1092
Flagellar type 111 secretion system protein FliQ 267
general secretion pathway protein GspL 1251
EscJ/YscJ/Hrc] family type 111 secretion inner
membrane ring protein 859
EscC/YscC/HrcC family type Il secretion
system outer membrane ring protein 2052
EscV/YscV/HrcV family type 111 secretion
system export apparatus protein 2064
EscR/YscR/HrcR family type 111 secretion
system export apparatus protein 663
EscS/YscS/HreS family type I11 secretion system
export apparatus protein 264
EscU/YscU/HrcU family type 111 secretion
system export apparatus switch protein 1059
flagellar type 111 secretion system protein FIhB 1173
HIyD family type | secretion periplasmic adaptor
subunit 894
HrpE/YscL family type 111 secretion apparatus
protein 835
secretion protein EspV 1267
Type |l secretion system F family protein 1071
Type Il secretion system F family protein 1283
Type |l secretion system protein 762
Type |l secretion system protein 1086
Type |l secretion system protein 723
Type |l secretion system protein E 1233
Type |l secretion system protein E 1722
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Cont. Anexo |

Nombre de las Proteinas Longitud (aa) A. avenae A. citrulli A. cattleyae A. oryzae
RS-1 | ATCC19860 | T10_61 | KACC17005 | AACO00-1 twé | psh65 | M6 | DSMZ17060 | DSMZ17101 | ATCC19882

Type |l secretion system protein E 951
Type |l secretion system protein E nfrB 1698
Type |l secretion system protein GspD 2984
Type |l secretion system protein GspD 2214
Type Il secretion system protein GspE 1737
Type |l secretion system protein GspG 456
Type Il secretion system protein GspG 499
Type |l secretion system protein GspH 476
Type Il secretion system protein Gspl 396
Type |l secretion system protein M 654
Type Il secretion system protein N 802
Type 1l secretory pathway component PulD-like
protein 1701
Type II/1V secretion system protein 1698
Type Il/1V secretion system protein 1576
Type Il1 secretion system effector protein 1908
Type |11 secretion system effector protein 1386
Type VI secretion system tip protein VgrG 1615
Type VI secretion system tip protein VgrG 2393
Type VI secretion system tip protein VgrG 1321
Type VI secretion system tip protein VgrG 1844
Type VI secretion system tip protein VgrG 2071
Type VI secretion system tip protein VgrG 2368
Type VI secretion system-associated FHA
domain protein TagH 2339
YscQ/HrcQ family type I11 secretion apparatus
protein 1092
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Anexo lI: Analisis de OTU segtn sistema de manejo. Rotacién vs. No Rotacion

Clases
OTUID S$73 S76 S79 S82 [S84 S85
AcidoAcidobacteria_Gp1l 394 130 137 145/ 10 8
AcidoAcidobacteria_Gp10 2 2 9 5 2 1
AcidoAcidobacteria_Gp11 6 4 4 13 2 0
AcidoAcidobacteria_Gp16 236 390 339 379 172 199
AcidoAcidobacteria_Gp17 1 5 4 13 2 0
AcidoAcidobacteria_Gp2 47 10 29 30 1 1
AcidoAcidobacteria_Gp25 7 7 21 33 4 3
AcidoAcidobacteria_Gp3 333 276 200 203 150 123
AcidoAcidobacteria_Gp4 229 299 131 214| 401 290
AcidoAcidobacteria_Gp5 383 21 53 9% 18 17
AcidoAcidobacteria_Gp6 309 313 266 442| 431 261
AcidoAcidobacteria_Gp7 31 34 19 22 9 4
ActinoActinobacteria 2615 2816 3596 2858 4532 4097
ActinoActinobacteria_unclassified 166 158 117 163 200 175
Bacteria_unclassified;Bacteria_unclassified 916 843 771 1205 871 767
Bacteroidetes;Bacteroidetes_unclassified 4 5 8 5 2 2
Bacteroidetes;Cytophagia 14 64 18 36 28 97
Bacteroidetes;Flavobacteriia 20 69 12 8 0 1
Bacteroidetes;Sphingobacteriia 118 189 106 114 92 127
Candidatus_SacchariCandidatus_Saccharibacteria_unclassified 2 3 3 15 0 2
Chloroflexi;Anaerolineae 227 317 247 608 1529 945
Chloroflexi;Caldilineae 5 6 3 7 7 7
Chloroflexi;Chloroflexi_unclassified 15 24 17 49 59 71
Chloroflexi;Chloroflexia 1 3 0 2 3 2
Chloroflexi;Thermomicrobia 3 1 0 6 4 3
Firmicutes;Bacilli 1025 514 1065 695| 245 225
Firmicutes;Clostridia 5 72 8 74 60 74
FusoFusobacteriia 1 1 0 2 1 1
Gemmatimonadetes;Gemmatimonadetes 62 70 64 60 7 4
Latescilatescibacteria_unclassified 9 12 17 62 9 3
Nitrospirae;Nitrospira 37 42 65 95 47 68
Planctomycetes;Planctomycetia 6 10 6 5 1 0
ProteoAlphaproteobacteria 4013 4254 3817 3362|2618 3752
ProteoBetaproteobacteria 195 286 243 291 154 148
ProteoDeltaproteobacteria 88 113 158 2100 97 80
ProteoGammaproteobacteria 370 282 221 252 223 469
Verrucomicrobia;Opitutae 5 11 7 7 11 10
Verrucomicrobia;Spartobacteria 530 458 266 310 118 74
Verrucomicrobia;Subdivision3 14 19 26 53 30 28
Verrucomicrobia;Verrucomicrobiae 2 22 5 6 5 16
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Phylum

OTU $73 S76 S79 $82
Acidobacteria 1633 1491 1212 1595
Actinobacteria 2781 2974 3713 3021
Bacteria_unclassified 916 843 771 1205
Bacteroidetes 156 327 144 163
Candidatus_Saccharibacteria 2 3 3 15
251 351 267 672
1084 586 1150 769
Fusobacteria 1 1 0 2
Gemmatimonadetes | 62 70 64 60
Latescibacteria 9 12 17 62
Nitrospirae 37 42 65 95
Planctomycetes 6 10 6 5
Proteobacteria 4666 4935 4439 4115

Verrucomicrobia 551 510 304 376
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Anadlisis DESeq

Family
Acidimicrobiales_unclassified
Acidimicrobiales_unclassified
Acidimicrobiales_unclassified
Acidimicrobiales_unclassified
Acidobacteria_Gp1_unclassified
Acidobacteria_Gp4_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinobacteria_unclassified
Actinomycetales_unclassified
Rhodobiaceae
Microbacteriaceae
Alphaproteobacteria_unclassified
Anaerolineaceae
Anaerolineaceae
Anaerolineaceae

lamiaceae
Aridibacter_unclassified
Aridibacter_unclassified
Micrococcaceae

Bacillaceae_1

Bacillaceae_1

Bacillaceae_1

Bacillaceae_1
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Bacteria_unclassified
Betaproteobacteria_unclassified
Bradyrhizobiaceae
Candidatus_Solibacter_unclassified
Chitinophagaceae
Chitinophagaceae
Chloroflexi_unclassified
Chloroflexi_unclassified
Cytophagales_unclassified
Deltaproteobacteria_unclassified
Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Gaiellaceae

Genus S73 S76 S79 S82 S84 S85 log2FoldChange pvalue

Acidimicrobiales_unclassified 5 4 23 18 198 203 -4,239427319 3,84E-09
Acidimicrobiales_unclassified 5 2 2 14111 111 -4,509462196 4,91E-09
Acidimicrobiales_unclassified 1 4 13 19 57 44 -2,790173897 0,000795514
Acidimicrobiales_unclassified 0 1 0 1] 10 12 -4,489723209 0,000995153
Acidobacteria_Gp1_unclassified 33 28 25 34, 2 5 2,815290319 0,000770981
Acidobacteria_Gp4_unclassified 17 27 6 8108 &4 -2,932898521 6,09E-05
Actinobacteria_unclassified 15 16 36 40 241 285 -3,561532522 1,56E-09
Actinobacteria_unclassified 36 8 9 30 5 O 3,495328169 0,000951192
Actinobacteria_unclassified 15 26 19 22 91 67 -2,238098148 0,00011867
Actinobacteria_unclassified 11 29 34 47 2 0 4,308014119 0,000147016
Actinobacteria_unclassified 22 20 25 29 0 1 4,947596145 0,000270672
Actinobacteria_unclassified 0O 0O 0 0] 5 77 -9,308573996 6,92E-07
Actinobacteria_unclassified 1 0 0 7 19 27 -3,736583476 0,000826163
Actinobacteria_unclassified 0O 0 1 3 21 16 -4,380849552 0,000135142
Actinobacteria_unclassified 1 0 0 0 26 22 -6,290038227 7,31E-06
Actinobacteria_unclassified 0O 1 0 0 21 16 -5,998380246 3,93E-05
Actinomycetales_unclassified 0O 0O O 0 60 32 -8,869933111 3,49E-06
Afifella 0O 0 0O 0 23 52 -8,5485076 9,85E-06
Agromyces 0O 0 2 1/ 25 49 -5,650645992 2,24E-07
Alphaproteobacteria_unclassified 0 0 0 1/ 16 36 -6,434398887 6,49E-06
Anaerolineaceae_unclassified 27 89 64 130 848 666 -3,659056528 1,04E-10
Anaerolineaceae_unclassified 9 0 10 52/512 256 -4,711853753 1,60E-06
Anaerolineaceae_unclassified 0 0 0 0 42 4 -8,742116835 4,96E-06
Aquihabitans 0O 0 0 2/ 5 18 -6,1690591 7,35E-07
Aridibacter_unclassified 0O 0 O 17 23 -6,095368976 2,58E-05
Aridibacter_unclassified 0 2 0 23 36 -5,861543556 1,66E-06
Arthrobacter 14 13 74 29 3 1 3,57493205 0,000734541
Bacillaceae_1_unclassified 28 33 57 48 3 0O 4,311901075 1,63E-05
Bacillus 400 189 225 220, 52 31 2,440035724  0,000392976
Bacillus 138 69 90 103 14 4 3,194455124 3,06E-05
Bacillus 43 30 38 40 4 4 2,954578813 0,000230924
Bacteria_unclassified 49 65 31 35, 0 2 5,032286048 7,53E-06
Bacteria_unclassified 19 24 7 760 1 0 5,108056902 0,000295553
Bacteria_unclassified 2 0 0 1108 86 -7,013672551 2,67E-12
Bacteria_unclassified 0 3 2 1 34 22 -4,435560388 6,22E-06
Bacteria_unclassified 2 1 0 1 58 53 -5,864961043 1,13E-09
Bacteria_unclassified 0O 0 0 3 33 62 -6,05465652 3,96E-08
Bacteria_unclassified 0O 0O O 0 5 20 -8,668765251 7,46E-06
Bacteria_unclassified 0O 0 O 0 35 29 -8,395372787 1,54E-05
Bacteria_unclassified 0O 0O O 0 34 28 -8,35423577 1,75E-05
Bacteria_unclassified 0O 0O 0 0 16 45 -8,264263539 2,47E-05
Bacteria_unclassified 0 2 0 5 22 16 -3,728485826 0,00063557
Bacteria_unclassified 0O 0 O o0 1 54 -7,927255521 0,000108441
Bacteria_unclassified 1 1 0 1 20 15 -4,620573151 6,71E-05
Betaproteobacteria_unclassified 26 19 11 14 0 1 4,576038017 0,001237431
Bradyrhizobium 654 955 759 595/ 128 196 1,939738804 0,000206568
Candidatus_Solibacter_unclassified 19 51 22 15 2 0 4,187102779 0,000324327
Chitinophagaceae_unclassified 41 30 25 30/ 3 1 3,636056298 0,000150826
Chitinophagaceae_unclassified 0O 0 0 O 11 12 -7,027591271 0,000637332
Chloroflexi_unclassified 0O 0O O 0 38 51 -8,803667457 4,04E-06
Chloroflexi_unclassified 0 0 0O O 26 25 -8,094698937 3,83E-05
Cytophagales_unclassified 0O 1 1 2/ 30 61 -5,618938556 1,65E-08
Deltaproteobacteria_unclassified 17 27 15 33 1 2 3,495017603 0,000608713
Gaiella 86 141 88 136 376 261 -1,806881783 0,000429821
Gaiella 42 51 24 18 2 3 3,449004706 0,000252739
Gaiella 14 18 24 17 1 1 3,730950919 0,001189231
Gaiella 8 2 5 12102 91 -4,02982348 3,71E-08
Gaiella 0 1 1 1137 136 -7,567622508 7,36E-15
Gaiella 6 9 12 12/ 51 40 -2,503847601 0,000160733
Gaiella 0 0 0 0103 54 -9,555218377 3,09E-07
Gaiella 0 0O 0O O 61 38 -8,963964579 2,47E-06
Gaiella 6 0 0 3 41 32 -3,994091818 0,000143099
Gaiella 0O 0 O 0] 25 28 -8,139155436 3,35E-05
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padj
3,99E-07
4,59E-07
0,006589388
0,007893756
0,006443195
0,00086434
1,82E-07
0,007675132
0,001501017
0,001766319
0,00294592
2,82E-05
0,006783232
0,001686566
0,00016788
0,000620991
0,000102145
0,00021445
1,11E-05
0,000159877
2,42E-08
5,53E-05
0,00012905
2,87E-05
0,000447879
5,54E-05
0,006297315
0,000310467
0,004042044
0,000520719
0,002610663
0,00016788
0,003179745
8,34E-10
0,000157384
1,58E-07
2,47E-06
0,00016788
0,000303807
0,000328066
0,000439299
0,005627761
0,001409732
0,000923757
0,008978568
0,002387004
0,003372998
0,001787002
0,005627761
0,000110483
0,000617687
1,40E-06
0,005531606
0,004234867
0,002791879
0,008894642
2,47E-06
6,89E-12
0,001880574
1,44E-05
7,67E-05
0,001762374
0,000549884



Geminicoccus
Geminicoccus
Geminicoccus
Geminicoccus
Gemmatimonadaceae
Geodermatophilaceae
Gp1_unclassified
Gp1l_unclassified
Gp1_unclassified
Gp1_unclassified
Gp16_unclassified
Gp2_unclassified
Gp3_unclassified
Gp3_unclassified
Gp3_unclassified
Gp3_unclassified
Gp3_unclassified
Gp3_unclassified
Gp4_unclassified
Gp4_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Gp6_unclassified
Acidimicrobiaceae
Acidimicrobiaceae
Intrasporangiaceae
Jiangellaceae
Xanthobacteraceae
Phyllobacteriaceae
Micromonosporaceae
Micromonosporaceae
Micromonosporaceae
Mycobacteriaceae
Nocardioidaceae
Nocardioidaceae
Nocardioidaceae
Nocardioidaceae
Nocardioidaceae
Nocardioidaceae
Chitinophagaceae
Sinobacteraceae
Rhizobiales_unclassified
Rhizobiales_unclassified
Rhizobiales_unclassified
Rhizobiales_unclassified
Rhizobiales_unclassified
Rhizobiales_unclassified
Rhodobiaceae
Rhodospirillales_unclassified
Rubrobacteraceae
Rubrobacteraceae
Rhodospirillaceae
Solirubrobacterales_unclassified
Spartobacteria_unclassified
Spartobacteria_unclassified
Spartobacteria_unclassified
Spartobacteria_unclassified
Spartobacteria_unclassified
Spartobacteria_unclassified
Sphingomonadaceae
Sinobacteraceae

Geminicoccus_unclassified 2
Geminicoccus_unclassified 1
Geminicoccus_unclassified 0
Geminicoccus_unclassified 0
Gemmatimonas 15
Geodermatophilaceae_unclassified 0
Gp1_unclassified 138
Gp1_unclassified 76
Gp1_unclassified 40
Gp1_unclassified 59
Gp16_unclassified 13
Gp2_unclassified 37
Gp3_unclassified 27
Gp3_unclassified 33

Gp3_unclassified 6
Gp3_unclassified 1
Gp3_unclassified 1
Gp3_unclassified 1
Gp4_unclassified 0
Gp4_unclassified 0

Gp6_unclassified 35
Gp6_unclassified 51
Gp6_unclassified 38

Gp6_unclassified 1
Gp6_unclassified 3
Gp6_unclassified 0
Gp6_unclassified 1
Gp6_unclassified 0
Gp6_unclassified 0

llumatobacter 20
llumatobacter 11
Intrasporangiaceae_unclassified 0
Jiangella 0
Labrys 14

Mesorhizobium
Micromonosporaceae_unclassified 14

Micromonosporaceae_unclassified 3
Micromonosporaceae_unclassified

Mycobacterium 1
Nocardioides 37
Nocardioides 15

Nocardioides 5
Nocardioides 2
Nocardioides 1
Nocardioides 2
Parasegetibacter 0

Povalibacter 16
Rhizobiales_unclassified 1
Rhizobiales_unclassified 99
Rhizobiales_unclassified 10
Rhizobiales_unclassified 1
Rhizobiales_unclassified
Rhizobiales_unclassified 0
Rhodobiaceae_unclassified 15
Rhodospirillales_unclassified 2
Rubrobacter

Rubrobacter 0
Skermanella 17
Solirubrobacterales_unclassified 23
Spartobacteria_unclassified 153
Spartobacteria_unclassified 90
Spartobacteria_unclassified 44
Spartobacteria_unclassified 36
Spartobacteria_unclassified 36
Spartobacteria_unclassified 0
Sphingomonas 4
Steroidobacter 0
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15
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272

67
66

18
95
31
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35
11
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-3,429117446
-4,616674484
-4,33504261
-8,399973747
3,454799238
-3,770071084
5,591174981
5,685705173
3,785989803
7,020375083
3,37240461
4,26233101
4,936354187
4,766910626
-2,564654856
-5,022907829
-4,056663568
-3,931796898
-10,04308193
-5,878457753
2,877764848
4,2002158
3,188359014
-3,636428154
-4,097692748
-4,196883935
-3,628477678
-6,291970716
-8,04103284
-2,695870684
4,89530402
-7,353586559
-9,108767168
4,02657917
2,198383117
-1,949201395
-3,218269698
-8,024737366
-2,537997068
5,618244841
4,642232583
-2,526682904
-3,051494304
-4,569834709
-4,891351002
-8,237370974
-2,073393746
-4,890033594
5,881636605
4,577705251
-4,937791018
-5,343652867
-4,573442494
-2,045797301
-3,07554059
-4,472605566
-3,848236108
-1,92436481
-2,254492171
4,291595161
3,335524624
5,514097562
6,839242223
6,821783423
-5,486783498
-3,99547842
-5,727547698

Nota: En verde se destacan las muestras del sistema sin rotacion con soja

7,45E-06
1,91E-08
0,000400267
1,56E-05
0,001069761
1,21E-05
3,94E-06
4,61E-05
8,42E-05
0,000740605
0,000602087
0,00062359
0,000502066
0,000681414
0,000231501
1,22E-06
0,000517496
0,00108705
4,58E-08
1,08E-09
0,001203322
8,81E-05
0,000448914
4,94E-05
0,000147193
0,000309491
0,000967589
1,23E-05
5,46E-05
2,22E-06
0,001206858
5,90E-08
1,42E-06
0,0004123
0,000559426
0,001225011
6,06E-05
6,27E-05
0,001062353
3,23E-05
0,001109239
0,000746797
0,001342761
4,05E-05
2,03E-05
2,49E-05
0,000507579
4,77E-13
7,98E-05
0,000846076
3,23E-08
4,13E-06
1,19€-05
0,000324069
0,000413562
1,18E-09
2,54E-06
0,00067669
0,000471816
6,91E-07
4,39E-07
3,99E-05
0,001063042
0,001116469
2,24E-07
0,000253536
0,000116325

0,00016788
1,49E-06
0,004072283
0,000303807
0,008275178
0,000249274
0,000110483
0,00069638
0,001126113
0,006297315
0,005525031
0,00561231
0,004795247
0,005905586
0,002610663
4,57E-05
0,004843758
0,008339994
2,68E-06
1,58E-07
0,008894642
0,001160822
0,00437691
0,000733931
0,001766319
0,003291864
0,007740716
0,000249274
0,000798666
7,17E-05
0,008894642
3,25E-06
5,10E-05
0,004118026
0,005184385
0,008957895
0,00086434
0,000875517
0,008275178
0,000539266
0,008427541
0,006297315
0,009667877
0,000620991
0,000371906
0,000439299
0,004798928
2,23E-10
0,001082444
0,006886323
2,33E-06
0,000110483
0,000249274
0,003372998
0,004118026
1,58E-07
7,67E-05
0,005905586
0,004552778
2,82E-05
1,96E-05
0,000620991
0,008275178
0,008427541
1,11E-05
0,002791879
0,001491507
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