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1. RESUMEN

La rizosfera es una area entre el suelo y la raiz que esta influida de manera directa
por los exududados de la planta, en esta zona también se encuentran
microorganismos como las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs)
que son capaces de estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas de manera
directa o indirecta por diferentes mecanismos en los que se incluye la produccion de
diferentes clases de moléculas como las auxinas, giberelinas, enzimas y antibiéticos,
entre otros, afectando directamente la morfogénesis de las plantas. En nuestro
trabajo evaluamos los efectos de la inoculacion de la bacteria Arthrobacter agilis
UMCV2 sobre plantulas de Medicago spp. Esta bacteria fue aislada de la rizosfera de
plantas de maiz en suelo ligeramente acido, y en la interaccion A. agilis UMCV2-M.
sativa, la bacteria incrementé significativamente la longitud de la parte aérea, longitud
de la raiz y el peso fresco de la planta. En un sistema de compartimentos separados
la bacteria A. agilis UMCV2 también alter¢ la arquitectura general de plantulas de M.
sativa, ya que promovié la densidad de raices laterales y la longitud de la raiz
primaria mediante la emisibn de compuestos organicos volatiles VOCs.
Posteriormente en un analisis cromatografico pudimos encontrar la presencia de la
dimetilhexadecilamina dentro del perfil de VOCs emitidos por la bacteria, el cual mas
tarde pudimos constatar es el compuesto responsable del desarrollo diferencial en
las plantulas de M. sativa. La dimetilhexadecilamina es una amina terciaria con una
longitud de una cadena hidrocarbonada de 16 atomos y dos grupos metilo. Este
compuesto, ademas de lo antes mencionado, también presentd propiedades
antimicrobianas hacia los organismos fitopatogenos B. cinerea y P. cinnamomi. La
presencia de aminas dentro de la mezcla de compuestos producidos por bacterias
ya ha sido reportada, ya que se tienen registros de aminas como la butanamina y
dimetiloctilamina. Sin embargo, el encontrar que la dimetilhexadecilamina, ademas
de presentar una fuerte actividad antimicrobiana superior a las aminas anteriormente
reportadas, que promueva el crecimiento de las plantas, es un resultado novedoso

en la interaccion planta-bacteria.
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2. SUMMARY

The rhizosphere is an area between the soil and the root is influenced directly by
plant exudates, in this area are also microorganisms such as plant growth promoting
rhizobacteria (PGPRs) that are capable of stimulating growth and development plants
directly or indirectly by various mechanisms which include the production of different
kinds of molecules such as auxins, gibberellins, enzymes and antibiotics, among
others, directly affecting the morphogenesis of plants. In our study we evaluated the
effects of inoculation of the bacteria Arthrobacter agilis UMCV2 on seedlings of
Medicago spp. This bacterium was isolated from the rhizosphere of maize plants in
slightly acid soil, and interaction A. agilis UMCV2-M. sativa, the bacteria significantly
increased the length of the shoot, root length and fresh weight of the plant. In a
system of separate compartments the bacterium A. agilis UMCV2 also altered the
general architecture of seedlings of M. sativa, as it promoted the density of lateral
roots and primary root length by emitting volatile organic compounds (VOCs). Later in
chromatographic analysis could find the presence of dimetilhexadecilamina within the
profile of VOCs emitted by the bacteria, which later we found is the compound
responsible for the differential development in seedlings of M. sativa. The
dimetilhexadecilamina is a tertiary amine with a length of a hydrocarbon chain of 16
atoms and two methyl groups. This compound, in addition to the above, also showed
antimicrobial properties toward pathogenic organisms B. cinerea and P. cinnamomi.
The presence of amines in the mixture of compounds produced by bacteria has been
reported since records began as butanamine and dimetiloctilamine. However, the
finding that dimetilhexadecilamina addition to presenting a strong antimicrobial activity
than previously reported amines, which promotes plant growth, is a new result in the

plant-bacteria.
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3. INTRODUCCION GENERAL

Las plantas son sin duda una parte muy importante en la naturaleza, juegan un papel
fundamental en la existencia y sustento de la vida del planeta. Para ello, nosotros
sabemos que las plantas como todos los seres vivos cuentan con diferentes
estructuras especializadas para su 6ptimo funcionamiento de acuerdo a su nicho y
funcion ecoldgica, una de estas estructuras es la raiz. La raiz de las plantas es una
estructura vital y altamente sofisticada, ya que ademas de participar en el anclaje y
absorcion de nutrientes en el suelo, tienen la capacidad de secretar distintos
compuestos o exudados de naturaleza diversa y de diferente peso molecular (Bais y
col. 2006; Badri y col. 2009). Entre los compuestos de bajo peso molecular, y de
hecho, los mas abundantes tenemos los aminoacidos, iones, oxigeno libre, agua,
acidos organicos, azucares, fenoles, vitaminas y fitosideroforos, y entre los exudados
de alto peso molecular se encuentran compuestos como mucilagos (polisacaridos) y
proteinas. Todos estos compuestos que son secretados al medio ambiente
rizosferico participan en las distintas interacciones en este microecosistema (Bais y
col. 2006; Badri y col. 2009). La naturaleza de estos exudados, tanto por parte de la
raiz como por parte de otro organismo, depende el tipo de interaccion que se llevara
a cabo, ya que pueden surgir interacciones de tipo perjudicial, benéficas o neutrales
para la planta (Bais y col. 2006). Nosotros nos enfocamos en este trabajo a hablar de
las interacciones llevadas a cabo entre la raiz y los microorganismos,
especificamente las bacterias que establecen una relacion benéfica con la planta.
Antes que nada, debe quedar claro que para establecerse una relacién entre una
planta y una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal o PGPR, los compuestos
que se liberan entre estos dos organismos juegan un papel fundamental. Las
bacterias PGPRs al igual que las plantas tienen la caracteristica de producir y liberar
una vasta cantidad de compuestos que ejercen un efecto promotor sobre las plantas
que perciben estas moléculas bacterianas, y esto lo hacen por medio de la raiz
(Mathesius y col. 2003; Bais y col. 2006; Badri y col. 2009). Estas bacterias que se
encuentran en el espacio rizosferico son capaces de influenciar el desarrollo de la
planta y los compuestos responsables de esta induccion presentan una naturaleza

quimica muy variada, pueden ser desde fitohormonas, enzimas, acidos organicos,
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antibidticos y compuestos organicos volatiles (VOCs) (Ping y Boland 2004; Bais y col.
2006; Badri y col. 2009). Estos a su vez, se pueden clasificar de acuerdo a su modo
de accidén, ya que pueden ser considerados compuestos que participan en una
“piofertilizacion” (Ping y Boland 2004), y uno de los ejemplos mas representativos de
ésto son las bacterias fijadoras de nitrdgeno que generan un suministro de nitrégeno
para la planta por parte de la bacteria y al mismo tiempo la planta provee de
compuestos ricos en carbono a la bacteria o bacteroide. Otro mecanismo de accion
es considerado como una “fitoestimulacion” en donde las PGPRs son capases de
alterar de manera benéfica el crecimiento de la planta mediante la emision de
fitohormonas tales como las giberelinas, analogos de auxinas, citocininas,
octadecanoides, etileno y acido salicilico entre otros. Azospirillum spp. es una
especie de bacteria que produce auxinas, cito quininas y giberelinas que estimulan el
desarrollo de la raiz de la planta que de ésta manera plantas de importancia agricola
pueden incrementar su produccién de manera considerable (Ping y Boland 2004). El
“biocontrol” es otra de las formas en la cual las bacterias pueden beneficiar el
desarrollo de las plantas, de tal manera que bacterias como las Pseudomonas spp.
son capaces de liberar al medio compuestos con una elevada actividad
antimicrobiana como los antibiéticos (fenazinas y foroglucinoles) y cianuros (HCN)
que reprimen y eliminan a organismos patdégenos para las plantas (Ping y Boland.
2004). Por otra parte existe otra forma por la cual las bacterias pueden beneficiar el
crecimiento de las plantas, y es mediante la emisibn de compuestos organicos
volatiles (VOCs). El estudio de éstos compuestos mencionados ha tomado mucha
fuerza e importancia en los ultimos diez afios. Ryu y colaboradores (2003) muestran
el primer trabajo en donde se destaca el efecto de los VOCs emitidos por las
bacterias sobre el crecimiento vegetal. En éste trabajo los autores exponen la idea e
importancia de estos compuestos en un sistema de cajas de Petri con
compartimentos separados en el cual la planta de Arabidopsis thaliana crece en un
lado y las bacterias de Bacillus subtilis GB0O3 y Bacillus amyloliquefaciens IN937a
crecen el otro. La presencia de los VOCs emitidos unicamente por estos organismos
bacterianos logré incrementar de manera significativa la superficie del area foliar de

la planta en relacion al control. Asi mismo, la bacteria B. amyloliquefaciens IN937a
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través de mecanismos independientes de las vias de sefalizacién a las de las
citocininas y etileno. En éste mismo trabajo se realizé un perfil de compuestos
volatiles que eran emitidos por estas bacterias, encontrando que tanto B. subtilis
GBO03 y B. amyloliquefaciens IN937a producian acetoina y el 2,3-Butanediol que en
su papel podria ser la molécula causante del incremento en la biomasa de la planta.
A partir de este trabajo han surgido muchos otros muy importantes pero pocos donde
se identifique plenamente el compuesto o compuestos responsables de la alteracion
al desarrollo vegetal. Recientemente, Gutiérrez-Luna y colaboradores (2010), Los
autores reportan que diversos aislados provenientes de la rizosfera de liméon son
capaces de alterar la arquitectura de la raiz de plantas de A. thaliana, en aspectos
muy trascendentales como longitud de la raiz primaria, numero, longitud y densidad
de raices laterales y todo esto mediante la emisidn de compuestos volatiles
bacterianos. Pero los compuestos organicos volatiles provenientes de
microorganismos no solo promueven el crecimiento vegetal, también inhiben
fuertemente el crecimiento de otros microorganismos patégenos para las plantas.
Chang nos muestran de manera clara como la emision de los VOCs bacterianos de
diversos grupos como Bacillales y Rhizobiaceae entre otros, reprimen
contundentemente el crecimiento de hongos fitopatégenos (Paecilomyces lilacinus y
Pochonia chlamydosporia) en aspectos como el crecimiento del micelio y la
germinacion de esporas. En éste trabajo también se realizd un analisis
cromatografico encontrando la presencia de compuestos como acetamida,
benzaldehido, metanamina y N,N-dimetiloctilamina como los responsables de los
efectos de fungistasis (Chang y col. 2007). En nuestro grupo de trabajo Lopez-Bucio
y otros autores analiza el efecto promotor de la cepa de Bacillus megaterium UMCV1
en la planta de A. thaliana. La presencia de esta cepa tubo la capacidad de alterar de
marera importante aspectos de crecimiento de la planta como la longitud de la raiz
primaria y la densidad de raices laterales. El analisis cromatografico realizado en
este trabajo revel6 nuevamente la presencia de la acetoina, compuesto precursor del
2,3-butanediol (reportado por Ryu y col. 2003), destacando enormemente la
existencia de otras cepas bacterianas con la facilidad de promover el crecimiento

vegetal mediante la emisién de compuestos volatiles (Lépez-Bucio y col. 2007). Lo
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antes mencionado nos ayuda entender como tanto los compuestos liberados por la
planta como los liberados por la bacteria participan en las interacciones entre ellas,
hasta el grado en que llegan a trabajar de manera coordinada, beneficiandose ambos
organismos. En éste trabajo nosotros encontramos que la rizobacteria Arthrobacter
agilis UMCV2 una promotora del crecimiento vegetal (Valencia-Cantero y col. 2007)
produce la dimetilhexadecilamina, una amina capaz de promover el crecimiento
vegetal a bajas concentraciones., resultados que son muy novedosos y originales ya
que jamas se habia tenido el antecedente que moléculas de ésta naturaleza puedan
jugar este papel promotor de plantas. Ademas de que también Ia

dimetilhexadecilamina presenta una fuerte actividad antimicrobiana.
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4. ANTECECENTES

La rizosfera es la zona del suelo que rodea inmediatamente la raiz de la planta, en
este ecosistema se llevan a cabo procesos biolégicos y quimicos. Esta zona
comprende de 1mm de espesor alrededor de la raiz. En ésta area se llevan a cabo
intensas actividades ecologicas, ya que el suelo se ve influenciado por los exudados
de la raiz y por los microorganismos que habitan en ella, los cuales se ven
beneficiados de éstos compuestos (Figura 1). Entre los compuestos que son
liberados por parte de la raiz se encuentran los de bajo peso molecular como los
aminoacidos, iones, oxigeno libre, agua, acidos organicos, azucares, fenoles,
vitaminas y fitosideroforos, y entre los exudados de alto peso molecular se
encuentran compuestos como mucilagos y proteinas (Bais y col. 2006). Las raices
crecen a través del suelo y van liberando agua y compuestos solubles que son el
alimento para muchos microorganismos. Este suministro de nutrientes media la
actividad microbiolégica en la rizosfera y esta actividad es variable en diferentes

zonas de la raiz. (Bais y col. 2006).

Figura 1. Imagen donde se muestra la interaccién planta-bacteria. Izquierda: células de rizobios que colonizan la raiz de
leguminosas. Derecha: Los nodulos que se derivan de la infeccion en las raices de leguminosas por Rhizobium. Interiores del
nédulo de color rosa (de leghemoglobina) indican que la fijacién de nitrégeno esta ocurriendo.

Los exudados de la raiz actian como mensajeros que estimulan las interacciones
bioldgicas y fisicas entre las raices y los microorganismos del suelo, que modifican
las propiedades bioquimicas vy fisicas de la rizosfera y contribuyen al crecimiento de

las raices y de la planta en general. Sin embargo el destino de los exudados en la

7
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rizosfera y la naturaleza de sus reacciones del suelo siguen siendo poco conocidas
(De la pefia y col. 2008) (Tabla 1).

4.1 Los exudados rizosfericos presentan varias funciones:

-Proteger la raiz contra microorganismos patégenos. Las células de la raiz son
susceptibles al ataque de microorganismos, por lo que han desarrollado diversos
mecanismos de defensa, tales como la secrecion de proteinas de defensa y otros
compuestos antimicrobianos. Investigaciones han reportado que en los exudados de
la rizosfera varian de acuerdo a las etapas de la planta el crecimiento (Bais y col.
2006).

-Atraer y repeler diversas especies de microbios y poblaciones. Los altos niveles de
humedad y nutrientes en el rizosfera atraen a un numero mucho mayor de
microorganismos que en otras partes en el suelo. La composicion y el patron de los
exudados de las raices afectan la actividad microbiana y los numeros de poblacién
que a su vez afectan a otros organismos del suelo que comparten este el medio

ambiente (Bais y col. 2006).

-Mantener el suelo humedo alrededor de las raices. Investigaciones han revelado
que el suelo rizosferico es mucho mas humedo que el suelo en general, y que
protege a las raices que se sequen. Los exudados de las raices se liberan en la
noche, permitiendo la expansién de las raices en el suelo. Cuando la transpiracion se
reanuda con la luz del dia, los exudados comienzan a secarse y se adhieren a las
particulas del suelo en la rizosfera. A medida que el suelo se seca y su potencial

hidraulico disminuye, los exudados liberan agua al suelo (Walker y col. 2003).

-Obtencién de nutrientes. Los exudados ayudan a las raices a absorber y almacenar
los iones para su uso de las plantas. Por ejemplo, los flavonoides en las raices de
leguminosas activan los genes de Rhizobium meliloti, responsables de la nodulacion
en la raiz que permiten a la planta obtener el nitrogeno del aire. Los exudados
permiten la transferencia de hasta el 20% de todo el carbono fijado
fotosintéticamente. Los exudados también pueden ser responsables de fomento de

las micorrizas arbusculares vesiculares que colonizan las raices y generan kildémetros

8
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de hifas en el suelo, aumentando la superficie y distancia recorrida por las raices y

tomando los nutrientes para la planta. (Walker y col. 2003; Bais y col. 2006).

-Cambio en las propiedades quimicas del suelo alrededor de las raices.
El entorno de la rizosfera en general tiene un menor pH, menor oxigeno y es mayor
en concentraciones diéxido de carbono. Sin embargo, los exudados pueden hacer
que el suelo en la rizosfera sea mas acido o alcalino, segun se trate del nutriente que
esté tomando las raices de la tierra. Por ejemplo, cuando una planta absorbe el
nitrdgeno en forma de amonio, se liberan iones de hidrogeno que se refleja en hacer
mas acido el ambiente rizosferico. Cuando una planta toma nitrégeno en forma de
nitrato se que liberan iones hidroxilo que hacen a la rizosfera mas alcalina. Esta
accion no suelen afectar el pH mas alla de la rizosfera, pero es importante para los
pequefios organismos que viven en el rizosfera, porque muchos organismos del

suelo no tienen demasiada movilidad (Walker y col. 2003; Bais y col. 2006).

-Inhibicion el crecimiento de especies competidoras para la planta.
Las raices de las plantas estan en continua comunicacion con el entorno a los
sistemas de la raiz y evitan la presencia de agentes invasores a través de mensajes
quimicos en las raices. Este proceso se conoce como alelopatia. En la agricultura
puede ser beneficioso cuando plantas de cultivo impiden que la maleza crezca cerca
(Bais y col. 2006, Badri y col. 2009).

4.2 Efecto rizosférico

La rizosfera es un centro de intensa actividad biolégica gracias a la oferta de
alimentos proporcionados por los exudados de la raiz. Las bacterias, actinomicetos,
hongos, protozoos, algas, nematodos, gusanos, las lombrices de tierra, milpiés,
ciempiés, insectos, acaros, caracoles, pequefos animales y del suelo compiten
constantemente por agua, alimentos y el espacio. La quimica del suelo y el pH puede

influir en la mezcla de especies y funciones de los microorganismos en la rizosfera.
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Carbohidratos

Amino &cidos

Acidos organicos

Flavonoides

Ligninas

Coumarinas

Auronas

Gucosinolatos

Antocianinas

Indoles

Acidos grasos

Esteroles

Alomonas

Proteinas y enzimas

Arabinosa, glucosa, galactosa, fructosa, sucrosa, pentosa, ramnosa,

rafinosa, ribosa, xilosa y manitol

Los 20 convencionales mas hidroxiprolina, homoserina, acido

mugineico, acido aminobutirico.

Acido Acético, acido sucinico, acido aspartico, acido malico, acido

glutamico, acido salicilico, acido shiquimico, acido isocitrico.

Naringenina, kaempferol, quercitina, miricetina, naringina, rutina,

genisteina, strigolactona

Catecol, acido benzoico, acido nicotinico, floroglucinol, acido

cinamico, acido galico, acido ferulico, acido siringico.

Umbeliferona

Benzil auronas, sinapatos, sinapoil colina.

Ciclobrasinona, desufoguconapina, desulfoprogoitrina,

desulfonapoleiferina, desulfoglucoalisina.

Cianidina, delfinidina, pelargonidina.

Acido Indol-3-acético, brasitina, sinalexina, brasilexina, metil indol

carboxilato, camalexina glucésido.

Acido linoleico, acido oleico, acido palmitico, acido estearico.

Campestrol, sitosterol, stigmasterol.

Jugulona, sorgoleona, 5,7,4'-trihidroxi-3', 5'-dimetoxiflavona.

Proteinas PR, lectinas, proteasas, fosfatasas acidas, peroxidasas,

hidrolasas, lipasa.

Tabla 1. Compuestos producidos y secretados por la rizosfera de plantas en general (Tabla modificada de Bradi y col. 2009).
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Existen algunos microorganismos que interactuan con plantas especificas. Estas
interacciones pueden ser patogénicas (invadir y matar las raices y plantas),
simbidticas (beneficio del crecimiento de las plantas), dafiinas (reducir crecimiento de
las plantas), saprofitas (viven en las raices y plantas muertas) o neutrales (no afecta
a las plantas). Las interacciones que son beneficiosas para la agricultura incluyen las
micorrizas, nodulacion de leguminosas y la produccion de compuestos
antimicrobianos que inhiben el crecimiento de patogenos.
Los microorganismos del suelo participan en muchas mas funciones, como por
ejemplo, convierten las formas inorganicas de nutrientes
en formas organicas que las raices de las plantas pueden tomar. En la rizosfera los
microorganismos producen vitaminas, antibioticos, hormonas vegetales, alentando el
crecimiento de las plantas. También los productos de desecho y las secreciones de
los microorganismos ayudan a combinar las particulas del suelo en agregados
estables alrededor de las raices de las plantas. Estos agregados mantener la
humedad en el interior, pero permiten el drenaje entre los agregados, por lo que los

pelos de la raiz no son anegadas (Bais y col. 2006, Badri y col. 2009).

A éstos organismos bacterianos que promueven el crecimiento vegetal de manera
directa o indirecta de les llama rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o
PGPRs (en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria). Estas son las bacterias
que colonizan las raices de las plantas, y al hacerlo se promueve el crecimiento
vegetal y / o reducen las enfermedades o dafios por otros organismos. Cepas de
Rhizobium aseguran la fijacion adecuada de nitrogeno. Sin embargo, es también
posible inocular las semillas con otras bacterias que aumentan la disponibilidad de
otros nutrientes, incluyendo la solubilizacion el fosfato, la oxidacion de sulfuro y

quelacion del hierro y el cobre (Lugtenberg y Kamilova 2009).

Hiltner y colaboradores (1904) descubrieron que en la rizosfera, es decir, en la capa
de tierra influenciada por la raiz, es mucho mas rico en bacterias que el resto del
suelo no rizosférico. Como hemos explicado antes, estos microbios de la rizosfera se
benefician de los metabolitos de las raices de la planta. Este efecto en la rizosfera

es causada por el hecho de que una cantidad sustancial del carbono fijado por la
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planta (5-21%), es secretada principalmente como exudado de la raiz. Aunque la
concentracion de bacterias en la rizosfera es 10 a 1000 veces mayor que en el suelo
en general, todavia es 100 veces inferior que en los medios de cultivo de laboratorio.
Por lo tanto, el estilo de vida de las rizobacterias se caracteriza bien como inanicion.
Para ejercer sus efectos beneficiosos en el entorno de la raiz, las bacterias tienen
que ser competente rizosfericas, es decir, poder competir asi con otros microbios por
los nutrientes secretado por los sitios de rizosfera en la raiz y para que pueda ocupar

un nicho (Marschner 1995; Lugtenberg y Kamilova 2009).

4.3 Bacterias Promotoras de crecimiento vegetal

A los organismos bacterianos que promueven el crecimiento vegetal de manera
directa o indirecta de les llama rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o
PGPRs

Las PGPRs pueden promover el crecimiento de la planta si su efecto se ejerce sobre
la planta en si, y entonces se denomina mecanismo, o puede promover el
crecimiento vegetal si su efecto se ejerce sobre terceros organismos que causen

dafio o enfermedades a las plantas, y entonces se le denomina mecanismo indirecto.
4.3.1. Promocion del crecimiento vegetal de forma directa

Ha habido un gran interés y muchas investigaciones en PGPRs que siguen en
aumento. El ejemplo mas clasico es el de cepas de Rhizobium que efectuan la
fijacion de nitrégeno en plantas leguminosas. Sin embargo, es también posible
inocular las semillas con otras bacterias que aumentan la disponibilidad de otros
nutrientes, incluyendo la solubilizacién el fosfato, la oxidacién de sulfuro y quelacion

del hierro y el cobre (Lugtenberg y Kamilova, 2009).

Los mecanismos empleados para ejercer la promocidén del crecimiento vegetal de

forma directa pueden clasificarse como sigue:
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-Biofertilizacion

Algunas rizobacterias promueven el crecimiento de plantas y la ausencia de
patdgenos, las bacterias suministran a la planta de fertilizantes. Las bacterias
fijadoras de nitrogeno como Rhizobium y Bradyrhizobium pueden formar nédulos en
las raices de plantas leguminosas tales como la soya, frijol, mani, y alfalfa, en los que
convierten el nitrégeno atmosférico en amoniaco, que en contraste con nitrégeno
atmosférico puede ser utilizado por los vegetales como fuente de nitrégeno (Van
Rhijn, 1995).

Azospirillum es una bacteria de vida libre fijadora de nitrogeno que puede fertilizar el
trigo, el sorgo y el maiz. A pesar de la capacidad de fijacion de Azospirillum, el
incremento de la produccion causada por la inoculacion por Azospirillum se atribuye
principalmente al desarrollo de la raiz y por lo tanto a un aumento de las tasas de
absorciéon de agua y minerales. Los bajos niveles de fosfato soluble puede limitar el
crecimiento de las plantas. Algunas bacterias PGPRs solubilizan fosfato para las
plantas, lo que facilita el crecimiento de plantas. Varias enzimas tales como
fosfatasas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas liberan fésfato soluble a partir de
compuestos organicos en el suelo. Las C-P liasas rompen los enlaces C-P en
organofosfonatos y asi la liberacion de fosforo de los minerales se relaciona con la

produccion de acidos organicos, como el acido gluconico (Rodriguez y col. 2006).

-Rizoremediadores

Un problema es la degradacion de los contaminantes del suelo. Existen bacterias
capaces de solucionar este problema. Las bacterias de este tipo han resultado ser
eficaces en el laboratorio pero poco eficaces en condiciones de suelo. Su principal
metabolismo depende de la degradacién de los contaminantes. Una estrategia para
poder utilizar estas bacterias en el suelo es desacoplar la energia necesaria del
metabolismo primario para la energia necesaria en la degradacién de contaminantes.
Con este fin, Kuiper y colaboradores desarrollé un sistema llamado rizoremediacion.
Su estrategia consistidé en seleccionar rizobacterias degradadoras de contaminantes
que viven o estan cerca de la raiz para que puedan utilizar los exudados de la raiz

como fuente importante de nutrientes (Kuiper y col. 2001). Estos autores
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desarrollaron un sistema eficaz para enriquecer bacterias partiendo de una mezcla
cruda. Una de las cepas resultantes es P. putida PCL1444, efectivamente utiliza el
exudado de la raiz y degrada el naftaleno alrededor de la raiz, protege a las semillas
de ser muertas por la naftalina y permite a la planta crecer normalmente. Mutantes

incapaces de degradar naftaleno no protegen a la planta (Lugtenberg y col. 2009).

-Fitoestimuladores

Algunas bacterias producen sustancias que estimulan el crecimiento de plantas en
ausencia de patogenos. El mejor ejemplo es la hormona auxina. Ademas, otras
hormonas asi como ciertos compuestos volatles y del cofactor
pirrolquinolina quinona (PQQ) estimula el crecimiento de las plantas.
La hormona auxina promueve el crecimiento de la raiz y esta presente en los
exudados de la raiz, es por lo general sintetizada a partir del aminoacido
triptéfano. La concentracién de triptéfano en exudados difiere mucho entre las
plantas (Kamilova y col. 2006). La inoculacién de semillas con la auxinas sintetizadas
por P. fluorescens WCS365 no dio lugar a un aumento en el peso de las raices o
ramas de pepino, ni en pimiento o el tomate, pero si dio lugar a un significativo
aumento en el peso de la raiz del rabano. El rabano produce por o menos nueve

veces mas triptéfano en su exudado que las plantulas de pepino, pimiento o tomate.

La fijacion de nitrogeno de la bacteria Azotobacter paspali aislada de una especie de
graminea subtropical, mejora el crecimiento de una variedad de dicotiledoneas vy
plantas monocotiledéneas. Experimentos con nitrégeno afadido sugieren que la
promocién del crecimiento vegetal se debe a la produccién de los factores de
crecimiento vegetal tales como el AlA, giberelinas y citocininas y no por la fijacion de
nitrégeno (Okon y col. 1998).

Algunas rizobacterias tales como las cepas de B. subtilis GB03 y B.
amyloliquefaciens IN937a promueven el crecimiento de las plantas mediante la
liberacion de compuestos volatiles. Estas dos cepas promovieron grandemente el
aumento del area foliar de plantulas de A. thaliana en un sistema experimental de
compartimientos separados donde las plantas y las bacterias no se tocan pero

comparten el espacio de cabeza (Figura 2) ambas bacterias producen los
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compuestos volatiles  2,3-butanediol y acetoina, mientras que bacterias no
promotoras del crecimiento vegetal (E. coli DH5a) no los producen, y las bacterias
mutantes de B. amyloliquefaciens IN937a y B. subtilis GB03 bloqueadas en la
biosintesis de estos compuestos tampoco promueven el crecimiento en la planta
(Ryu y col. 2003).

1
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Figura 2. Cuantificacién de la promocién del crecimiento en A. thaliana frente a diversas cepas PGPRs y no PGPRs, en un
sistema de cajas de Petri en compartimentos separados. B. amyloliquefaciens IN937a, B. subtilis GB03, Serratia marcescens
90-166, B. pasteurii C-9, Pseudomonas fluorescens 89B-61, Bacillus pumilus T4 y Escherichia coli DH5a usada como control
(ver Ryu y col. 2003).

Mas recientemente, Zhang y colaboradores (2008) encontré6 que B. subtilis GB03
aumenta la  eficiencia  fotosintética 'y el contenido de  clorofila
de A. thaliana a través de la modulacién de la sefalizacion enddégena de la glucosa y
acido abscisico. Llegaron a la conclusion de que la bacteria juega un papel regulador
en la adquisicion de energia para la planta. El cofactor PQQ fue descrito como un
promotor del crecimiento de plantas. Promotores sintéticos de PQQ genera un
crecimiento de las plantas de tomate y pepino.

Los resultados sugieren que PQQ actua como un antioxidante en las plantas. Sin
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embargo, no se puede excluir que el efecto es indirecto porque PQQ es un cofactor
de varias enzimas que participan en la actividad antifungica y la induccion de

resistencia sistémica en la planta (Lugtenberg y col. 2009).

-Control de estrés

Algunas PGPRs como Enterobacter spp. (Ping y Boland 2004) contienen la enzima
1-aminociclopropano-1- carboxilato (ACC) deaminasa que facilita el crecimiento y
desarrollo de la planta mediante la disminucion de los niveles de etileno en plantas.
Tales bacterias toman el precursor del etileno (ACC) para convertirlo en 2-
oxobutanoato y NH3. Varias formas de estrés son desahogadas por la produccion de
ACC deaminasa, tales como los efectos de las bacterias fitopatdgenas y la
resistencia al estrés por hidrocarburos poliaromaticos, metales pesados como el Ca**

y Ni** y resistencia al estrés salino y desecacion (Glick y col. 2007).

4.3.2 Promocion del crecimiento vegetal de forma indirecta

Como ya lo hemos dicho con anterioridad, las PGPRs provocan el crecimiento de las
plantas por mecanismos directos e indirectos, ahora bien, en los mecanismos
indirectos esta involucrada la habilidad de las bacterias PGPRs para reducir el
crecimiento de organismos deletéreos para las plantas. Las PGPRs indirectamente
pueden provocar el crecimiento de la planta via la supresion del crecimiento de
fitopatdégenos por una variada cantidad de mecanismos. Esto incluye la habilidad
para sintetizar moléculas como los sideroforos que quelan el hierro dejando un
ambiente rizosferico libre de hierro para los fitopatégenos y de esta manera queda
debilitando su estatus nutrimental para los fitopatdgenos; también tenemos la
capacidad de producir metabolitos anti-fungicos como es el caso de los antibidticos,
enzimas que lisan paredes celulares, cianuros y toda clase que compuestos que
desencadenan la supresion del crecimiento de organismos patdégenos de plantas
(Nelson 2004). Un ejemplo bien documentado es donde se demuestra la capacidad
de las PGPRs para fomentar el crecimiento de plantas por estos mecanismos es el
de B. subtilis G8; Esta bacteria aislada del suelo (En la republica popular de China)

produce compuestos organicos volatiles anti-fungicos. En estos experimentos se
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demostré que diversos organismos fitopatégenos en los que se encontraban S.
sclerotiorum y B. cinerea se veian reprimidos en el crecimiento del micelio y la
germinacion en porcentajes muy importantes, esto debido a la exposicion de los
compuestos volatiles provenientes de B. subtilis G8. Posteriormente en este mismo
trabajo, mediante un analisis cromatografico se observo que esta bacteria sintetizaba
y liberaba compuestos como alcoholes, esteres, cetonas, acidos y aminas entre

otros, que seguramente sean la causa de semejante represion vista (Liu y col. 2008).

4.4 Comunicacion Bacteria-Bacteria

Las bacterias PGPRs al igual que el resto de los organismos procariotas presentan
un sistema de comunicacion bastante sofisticado. Uno de los paradigmas mas
grandes en la microbiologia es la concepcién de la existencia de las bacterias como
organismos asociales, cuya unica actividad era dividirse para generar una nueva
bacteria, cada una, idéntica a la otra. Sin embargo, desde hace mas de 60 afios se
ha sugerido que lejos de esta conducta aislada, puede existir una conducta
bacteriana en grupo.

En 1962 McVittie y colaboradores, sugirieron la posibilidad de ésta forma de
comunicacion durante el proceso de formacion del cuerpo fructifero en Myxococcus
xanthus (McVittie y col. 1962). A ellos siguio la evidencia de una posible molécula
senalizadora en Neumococos, la cual era liberada al medio de una manera
dependiente de la densidad celular y a la que relacionaron con el fenébmeno por el
cual este organismo incorporaba DNA exdgeno, llamado competencia, haciendo una
analogia de este sistema de comunicacion al de las hormonas en organismos
superiores. De esta forma se fueron identificando otros mecanismos similares que
comprobaron que las bacterias se comunican entre si.

En 1994, Fuqua y colaboradores usaron el término “quérum sensing” para describir
un fendmeno dependiente de densidad celular (Fuqua y col. 1994). Este proceso
estd basado en la produccién de moléculas que sirven como sefales cuya
concentracion depende de la densidad del organismo que la produce. Una vez que
estas moléculas o autoinductores alcanzan el umbral de deteccion, inducen

diferentes fendmenos en la célula.
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Existen diferentes formas de comunicarse con las demas bacterias, basicamente
estas se agrupan en dos: una es la comunicacién via péptidos y la otra es la
comunicacion a través de acilo homoserina lactonas (AHLs), lenguajes usados por
bacterias gran positivas y proteobacterias respectivamente (Reading y Sperandio
2006), ambas moléculas son llamadas autoinductores.

Muchas bacterias solo expresan patogenicidad (factores de virulencia) cuando se
encuentran en una gran densidad de células bacterianas, cuando el nivel de
deteccion de quoérum de moléculas tales como las AHLs se acumulan y es elevado
en el medio. Las AHLs se requieren por ejemplo, para la sintesis de enzimas que
degradan la pared de las células que el patégeno Erwinia carotovora utiliza. La
interferencia de sefales es un mecanismo de control biolégico basado en la
degradacion de la AHL, por ejemplo las AHL-lactonasas de las cepas de B.
thuringiensis hidrolizan el anillo de lactona o por las AHL-acilasas que rompen el
enlace amida. Recientemente, se ha demostrado que AHL-acilasas juegan un papel
en la formacion de biopeliculas. La falta de formacion del biopeliculas probablemente
hace mas facil control biolégico (Shephard y Lindow 2008; Lugtenberg y col. 2009)
(Figura 3).
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Figura 3. Diversos autoinductores usados en bacterias Gram negativas.
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4.5 Importancia de las plantas leguminosas en el consumo humano

Las plantas leguminosas y cereales han suministrado al hombre las primeras plantas
cultivables. Hace unos diez mil afios en la zona del cercano oriente, existia una
asociacion entre ciertas semillas (trigo, cebada, lenteja, yeros y guisantes) y los
asentamientos humanos, que era un indicativo de una recoleccion preferencial: el
primer paso hacia el nacimiento de la Agricultura. Los restos fosiles de semillas de
trigo, cebada, lentejas y guisantes de hace ocho mil afios indican que ya se
encontraban domesticadas por el hombre, domesticacion que alcanza a las habas en
el cuarto milenio a. de C. Las leguminosas también aparecen pronto en la agricultura
del nuevo mundo (4000 a. de C.), precediendo en casi mil afos al maiz (Gutteridge y
Shelton 1998).

Los antiguos egipcios tuvieron en alta estima a las lentejas, cultivandolas
extensamente y con mucho cuidado. Fueron también muy apreciadas por los
romanos; se dice que en el barco especial en que se transportd un obelisco desde
Egipto a Roma, durante el reinado de Caligula, se transportaron 840 toneladas de

lentejas.

Se les ha llamado a las leguminosas secas "la carne del pobre", designacién que
tiene interés desde varios puntos de vista. En primer lugar, por su alto contenido
proteinico (la mayor parte de las leguminosas sobrepasan el 20% de proteinas en
sus semillas). Ya en tiempos medievales la iglesia recomendaba el consumo de

legumbres en época cuaresmal (Gutteridge y Shelton 1998; Caddel y col. 2000).

En segundo lugar, se asocian las leguminosas con la idea de pobreza frente al
consumo de carne animal, simbolo de riqueza. Esta asociacion viene de la

antigiedad, siendo conocida y familiar en la antigua Grecia clasica.

En tercer lugar la expresion "carne de pobre" es despectiva en el sentido de que
constituye un alimento de "segunda clase". En la Biblia (Gén. 25, 34 y ss.) Esau
vende sus derechos de primogenitura (algo tan importante) por un plato de lentejas

(poco importante). En cambio cuando van a obtener la bendicion de Isaac, le
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preparan un "guiso sabroso" hecho carne. También es la Biblia la que recoge el
primer experimento dietético realizado con seres humanos alrededor del afio 600 a.
de C. (Gutteridge y Shelton 1998; Caddel y col. 2000).

Actualmente, el consumo de leguminosas varia desde los 3 gramos/personal/ida en
Suecia, Alemania, etc. y los 71 gramos en la India. Este consumo es inverso al

consumo de proteinas de origen animal.

Segun los datos de la FAO, en Estados Unidos e lItalia, el consumo de leguminosas
desciende con el aumento de los ingresos. En Austria, Alemania, Paises Bajos,
Noruega y la mayoria de los paises de Europa Central y Septentrional, el pequefio
consumo de las leguminosas no esta influido por los ingresos. En la India, Japon y
otros paises asiaticos el consumo de leguminosas es mayor en los grupos de rentas
elevadas que en las mas inferiores. Encuestas realizadas sobre las tendencias en
Colombia parecen indicar mayor consumo en familias mas ricas (Gutteridge vy
Shelton 1998; Caddel y col. 2000).

Las leguminosas, junto con los cereales, algunas frutas y raices tropicales, han sido
la base esencial de la alimentacion humana por milenios, siendo el uso de las
leguminosas, en sus multiples formas, companero inseparable de la evolucién del

hombre. Son muchos los factores que contribuyen a este hecho.

El numero de especies de la familia es de casi 20.000. La enorme variabilidad de
formas y estrategias adoptadas ha permitido a sus especies adaptarse a las
condiciones ecolégicas mas diversas que van desde los trépicos de Africa, Asia y
América a zonas templadas e incluso frias. La familia Leguminosae que esta
presente en zonas aridas tiene también especies acuaticas. Sus representantes se
encuentran tanto en altitudes inferiores a cero, como en lugares casi inaccesibles de
los Andes (Gutteridge y Shelton 1998; Graham y Vance 2003).

El elevado contenido protéico en el grano de algunas especies de leguminosas,
convierte esta familia en la principal fuente de proteina vegetal para la mayor parte

de herbivoros y omnivoros, y entre estos ultimos, para el hombre. La capacidad de
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tantas leguminosas de establecer una relacién simbidtica con microorganismos
capaces de fijar el nitrégeno atmosférico y transformarlo en modo asimilable por las
plantas, permite la colonizacion natural de suelos que, de otro modo, permanecerian
casi despoblados. Esa caracteristica no solo beneficia a las leguminosas que la
poseen, sino a las gramineas y otras familias que crecen a un lado. Esta asociacion
es esencial en los grandes prados naturales y artificiales sobre los que se basa la
ganaderia mundial. La parte de la planta consumida en alimentacion animal y
humana varia entre las distintas especies de leguminosas. En la mayor parte de los
casos, la parte comestible coincide con la utilizada por la planta como almacén de
sustancias de reserva. La gran variacion existente en la parte consumida, es una
consecuencia de la diversidad de estrategias utilizadas por las leguminosas para su
adaptacion a los medios mas diversos a los que hemos mencionado (Gutteridge y
Shelton 1998; Graham y Vance 2003).

4.5.1 Importancia de la alfalfa en el contexto de consumo de leguminosas

La alfalfa (Medicago sativa) es fundamental en la alimentacion del ganado (Michaud
y col. 1988) (Tabla 2).

La alfalfa es un recurso importante en la produccion agropecuaria en las regiones
templadas del mundo. Su calidad nutritiva, produccion de forraje, habito de
crecimiento, perennidad, plasticidad y capacidad de fijacién simbidtica de nitrégeno
atmosférico, la convierten en una especie esencial para muchos sistemas de
produccion agropecuaria, desde los intensivos a corral que la incluyen en la dieta
animal como forraje cosechado y procesado, hasta los pastoriles que la utilizan en

pastoreo directo (Roberto y Viglizzo 1993).

En paises donde las producciones de leche y carne son relevantes, esta especie
forrajera es basica en la alimentacion. Sin embargo, la dimensién real de su valor
surge cuando se considera, ademas, el rol de esta leguminosa en la sustentabilidad
de los sistemas de produccion, por su funcion en la recuperacion de la fertilidad y
estabilidad edafica (Crookston, 1984).
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La superficie cubierta por alfalfa en pasturas puras y asociadas con gramineas es
variable en diferentes paises y su determinacion ambigua. Los precios de los

productos agropecuarios (carne, leche y granos) tienen el mayor efecto sobre el

aumento o disminucion de dicha superficie.

ltalia 2000
Francia 1500
Espana 329
Grecia 180
Turquia 74
Argelia 6

Israel 3

Tabla 2. Cultivo de alfalfa en paises mediterraneos (www.infoagro.com/herbaceos/forrajes/alfalfa.htm)

Es un cultivo que permite aumentar la carga animal, mejorar la ganancia en peso o el
rendimiento en produccion individual de leche. Conociendo sus aspectos mas
basicos, la importancia del cultivo y su historia, es facil inferir la trascendencia de la
necesidad de la produccién de esta leguminosa y el valor econémico y social que ello

puede representar para una region (D’Attellis, 2005).

4.6 Comunicacion Plantas-Bacterias

Las plantas Leguminosas también estan implicadas en otros aspectos biolégicos, ya
que pueden percibir y responder a los autoinductores producidos por las bacterias.
Mathesius y colaboradores realizaron un andlisis del proteoma de la leguminosa
Medicago truncatula, y se observo que esta planta es capaz de detectar
concentraciones micromolares de AHLs provenientes tanto de bacterias simbiontes
como Sinorhizobium meliloti o de fitopatdgenos como Pseudomonas aeruginosa,

ademas de esto, se vio que éstas plantas responden de manera global en
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importantes cambios como la acumulacion de mas de 150 proteinas. Las AHLs
también indujeron la activacién de tejido especifico, ya que se observo una mayor
actividad de auxinas, tres distintos promotores a chalcona sintasa y proteinas
relacionadas con la sintesis de flavonoides, esto solo en presencia de los
autoinductores bacterianos. Estos resultados indican que las estas plantas tienen
una amplia gama de respuestas funcionales a AHLs bacterianos y que pueden
desempenar un papel importante en las interacciones eucariota-procariota
(Mathesius y col. 2003).

De manera muy parecida plantulas de chicharo (Pisum sativum) también reaccionan
a la presencia de AHLs bacterianos. Exudados de ésta plantula se vio que presenta
varios compuestos que mimetizan los autoinductores bacterianos, ya que tanto las
plantulas, las semillas y los exudados de ambos al estar en presencia de la cepa de
C. violaceum CV026 se reprime el umbral de deteccion de quérum sensing,
estimulando la conducta en unas cepas e inhibiéndola en otras dependiendo del
autoinductor que ésta utilice. La naturaleza quimica de estos compuestos activos no
se pudo determinar, pero si se sabe que son compuestos organicos de la misma

naturaleza que las AHLs (Teplitski y col. 2000).

Arabidopsis thaliana también puede percibir y reaccionar a diferentes autoinductores
bacterianos, encontrando cambios en el desarrollo post-embrionico de la raiz. La
presencia de estos compuestos altero el crecimiento de la raiz primaria, la formacién
de raices laterales y el desarrollo de los pelos radiculares. De todas las AHLs
probadas (4-14 atomos de carbono de longitud del grupo acilo) se encontré que la N-
decanoil-homoserina lactona (C10-HL) fue la molécula mas activa en alterar en
general el desarrollo de la raiz. En primera instancia los efectos vistos en A. thaliana
son muy parecidos a los producidos por las auxinas en la modulacion del sistema
radicular, pero también se rebel6 que se trataba de mecanismos de sefalizacidon
independientes a las auxinas. Estos resultados nos muestran como las AHLs pueden
influir en el desarrollo de la raiz de A. thaliana y de como éstas plantas poseen los
mecanismos necesarios para responder a estos compuestos (Ortiz-Castro y col.
2008).
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4.7 Arthrobacter agilis UMCV2 como PGPR

En uno de nuestros trabajos anteriores, pudimos identificar diferentes cepas
bacterianas con una elevada capacidad para solubilizar hierro para las plantas. Estas
cepas fueron aisladas de la rizosfera de frijol (P. vulgaris L.) y maiz (Z. mayz),
mediante un analisis ribosomal 16S encontramos que estas bacterias correspondian
a B. megaterium UMCV1, A. agilis UMCV2, S. maltophilia UMCV3 y S. maltophilia
UMCV4. De la elevada tasa de reduccion del hierro, mostré que las plantas de frijol
crecidas en condiciones pobres de hierro y expuestas a estas cepas, incrementaron
su estatus nutricional, lo cual se vio reflejado en como aumento en el peso fresco y
concentracion de hierro en el tejido fresco de la planta (Valencia-Cantero y col.
2007).

En otro trabajo realizado en nuestro laboratorio se evaluo el papel que juegan estas
rizobacterias ferrirreductoras en la obtencion de Fe en plantulas de alfalfa (M. sativa)
en sus primeros estadios de crecimiento, evaluando la susceptibilidad de la alfalfa a
la escasez por Fe. Al inocular las plantas de alfalfa con las distintas cepas UMCV se
aprecia claramente que la rizobacteria (Arthobacter agilis) genera valores por
encima del resto de los tratamientos y el control en cuanto a la longitud de la parte
aérea y concentracion de clorofila. Indicando una influencia positiva sobre la planta
en presencia del hierro. En este mismo trabajo desarrollamos combinaciones entre
las diferentes cepas encontradas y vimos que todos los consorcios en donde se
encontraba la cepa A. agilis UMCV2 aumentaba el desarrollo de la planta de alfalfa
en aspectos como longitud de la parte aérea y concentracion de clorofila (Velazquez-
Becerra 2007).
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5. JUSTIFICACION

Las plantas leguminosas presentan la caracteristica de producir compuestos que
influyen directamente sobre la comunidad microbiana del suelo rizosférico. La planta
de alfalfa y la rizobacteria A. agilis UMCV2 presentan una afinidad que posiblemente
esté mediada por la emisién compuestos volatiles. Por tal motivo, es importante
conocer como este tipo de compuestos provenientes tanto de plantas y de las
bacterias influyen sobre el crecimiento y el establecimiento de una simbiosis, ya que
el mecanismo por el cual ésto ocurre esta poco claro y la elucidacion de ésta
informacion puede ser usada como una poderosa herramienta biotecnoldgica tanto
para el control de organismos deletéreos para las plantas como para fomentar su

rendimiento.
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6. HIPOTESIS
Existe una comunicacion bioquimica entre plantas de Medicago spp. y la bacteria
Arthrobacter agilis, en la cual esta involucrada la emicion de compuestos volatiles,

propiciando cambios morfoldgicos de la raiz y desarrollo general de la planta.
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7. OBJETIVO GENERAL
Investigar el efecto de la inoculacion de Arthrobacter agilis UMCV2 en el crecimiento
y desarrollo de plantulas de Medicago sativa y Medicago truncatula crecidas en
sistemas in vitro, asi como el efecto de los compuestos organicos volatiles

producidos por ésta rizobacteria sobre ambos organismos.

8. OBJETIVOS PARTICULARES
-Determinar la existencia de la interaccion entre la rizobacteria A. agilis con la planta
de M. sativa y M. truncatula mediada por un posible mecanismo de sefializacion

quimica.

-ldentificar los efectos producidos por los compuestos organicos volatiles en

plantulas de M. sativa.

-Realizar y analizar el perfil de los compuestos organicos volatiles emitidos por A.

agilis UMCV2 en presencia de plantas del genero Medicago.

Identificar uno 0 mas compuestos organicos volatiles con efecto sobre el desarrollo

de la plantas del género Medicago y la bacteria A. agilis.
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9. RESULTADOS
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A volatile organic compound analysis from Arthrobacter
agilis identifics dimcthylhexadecylamine,

an amino-containing lipid modulating bhacterial growth
and Medicago sativa morphogenesis in vitro
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Abstract Plant growth prometing rhizebactenia
(PGPR] stimulate plant growth and development by
differenit mechanisms, weluding the production of
different classes of sisnaling molecules, which may
directly affect plant morphogenesis. Here, we report
the effects of inoculalion of Arthrobacter agilis
UMCV2, a PGPR isolaled from the rhizosphere of
meize plants on growth and development of Medi-
cage sativa seedlings. A agilis UMCY2 inoculation
promoted growth in M. sativa slants as revealed by
increased stem length, root length and plant biomass.
[noculation of 4. agilis using divided Petri plates
decreased taproot growth and increased lateral rool
formation In plants grown in separate compatments
suggesting a role of volatile organic compounds
[VOCs) produced by this bacterium in root develop-
ment. The wnalysis of VOCs produced by A. agilis
UMCV2 identified N.N-dimethyl-hexadecanamine
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{dimsthylhexadecylamine), an amino lipid strueturally
related to bacterial quorum-sensing signa’s, which
modutated A, ggilis UMCVY growih and plang
development in a dose-dependenl way. Taken lopether,
our results indicate thatbacterial VOCs can be perceived
by legume plants 10 modulate growth and momphoge-
nelic processes and identify a novel signaling molecule
potentizfly involved in plant-rhizobacteriaf interactons.

Keywords Legume plants - Arthrobacter agilis -
Dimethylhexadecylamine - Root development

[ntruduction

The rhizosphere is a unigue environment formed at the
interface of plant roots and the s01l. Myrads of micro-
organisms proliferate in such region, which can affect
plant growth and development. The inferaction of plants

with microbes can be classified as positive. nagative or

neutral regarding their cffcets on the interacting organ-
isms (Campbell and Greaves 1990). Plants invest high
proportions of thewr photosynthetically fixed carbon to
produce ront exndates, some of which mndify  the
thizasphere, increasing nutrient availability and exert-
ing an attracting effect over bacterial populations
{Badn and Vivanco 200%. Some of these bacteria
may positively contribute to plant growth and are
callectively termed Plant Growth Promoting Rhizobac-
teria (PGPR) (Persello-Cartieaux et al. 2003).
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PGPR contibution to plants can be exerted
through direct andior indirect rechanisms. Direct
mechanisms include those by which bacteria influ-
ence plant growith by secretion ol phanl growil—
promoting substances, such as auxins, cylokinins.
gibberelling and volatile organie compounds (VOCs)
(Arkhipova el al. 2005, Perselto-Carticaux et al. 20(;
Ryu et al. 2003), by modulating the levels of ethylene
in the plant (Glick 2005) or by improving nutrient
acquisition such as iron, phosphate and nitrogen
(Babana and Antoun 2005; Gray and Smith 2005;
Valencia-Cantero et al. 2007). Indirect effects include
the production of antibiotics and hydrogen cyanide,
which may increase plant fitness by inhibiting the
growth of deletedous mucroorgausos (Bowen and
Rovira 1999). Some of these PGPR mechanisms
involve cell-to-cell communication belween bacteria,
a process commonly known as quorum-sensing (QS).
QS acts through the production and defection of auto-
inducer compounds, including N acyl-L-homoserine
lactones (AHLs) and other molecules produced in a
population-density-flependent manner (Williams e al.
2007). Indeed, it has been reported that the establish-
meni of the symbiosis between Rhizobia and legomes
is determined not onty by Rhizobia QS sionals b by
the whole cheinical
bacteria and the plant (Brenic and Winans 2005;
Sanchez-Contreras et al. 2007).

Grain and forage legumes are grown on some 180
million Ha, compnsing about 15% of the Earth’s
arable surface. They account for 27% of the world’s
primary crap production, with grain legumes alone
contiibuting 33% of the dietary protein mtrogen (N)
nceds of humans (Graham and Vance 2003). Forage
legumes have been the foundation for dairy and meat
production for centuries (Russelle 2001). When

communication between the

properly managed, they are rich sources of protein,
{iber, and ¢nergy. Even in indensive animal and milk
production, where grain crops ate major feed sources,
forage legumes are required 1© maintain animal
health., Meat and dairy production i developing
countries 15 almost solely depeadent upon forage
legumes and grasses. Alfalfa (Medicago sativa) is the
world’s most mportant and widely grown forage
legume (YVang ct al. 2008). Legume plants are able to
sense AHLs produced by different rhizobactena.
Medicago truncatula plants modify the expression of
over 150 genes in response to 3-oxo0-C12-HL produced

by Pseudowmonas aerugmosa or to hexadecenamide
[3-oxo-N-{tetrahydro-2-oxo-3-tfuranyl) HL] produced
by Sinorhizobivm meliloti (Mathesius et al. 2003).
This plant can also diflerentially release exudales by
roots that inhibit or stimulate the bacierial OS response
(Gao et al. 2003; Mathesius et al. 2003). It has been
also reported that different plant species, including
soybean. tomato and rice produce substances that
activate AHL-dependent responses in bacteria (Teplitski
et al. 2000). However, the chemical identity of these
signals remams unknown,

AHLs regulate cell proliferation in bacteria. These
compounds contam a conserved hamoserine lactone
(HL) ring and an amide (M-linked acyl side chain.
The acyl groups of naturally oecurring AHLs range
from 4 to 18 carbons in length; they can be saturated
or insaturated and with or without a C-3 substituent
(Camilli and Bassler 2006; Waters and Bassler 2005).
In Arabidopsis plants C8. CI0 and CI12-AHLs
affected primary root growth, lateral root formation
and root hair development in micramolar concen-
trafions that are natorally present in the rhizospherie
environment (Ortiz-Castro ¢t al. 2008). In addition to
AHLs, rhizobacteria produce a varnety of VOCs Lhat
might be involved in plant growth (Gutidrrez-Luna
et al. 20010; Kai et al. 2009). Bacillus subriliv GB03
and Bacillus amyloliquefaciens INY37a produce the
volatile compound 2.3-butanediol, which s responsible
for airbome chemical signaling wiggering growih
promotion in Arabidopsis (Ryu et al. 2003). The same
bacterial strains can also produce more than 28 VOCs,
which are prospective inducers of plant growth, but
thewr effects have not yet been mdividually tested
(Farag o al. 2006). VOC cocklails produced by
B. subtilis GBU3 modified the expression of 630 genes
in Arabidopsis, including 18 genes related (o auxin
homeostasis (Zhang et al. 2007) and three genes
volved Iniron acquisition (Zhang <l al. 2009).
Besides this important information, much has {o be
learmed regarding the effects of VOOs on plam growth
and developmental processes.

To elucidate the mechanisms by which PGPR
modify plant development, we have characterized the
thizobacterial populations from maize (Zea mays L.)
rhizesphere. Qur rescarch ideniificd an Arhrobacter
agifis {UMUV2) strain that increased tron acquisition
when inaenlated in hean plants gromm under irmn stress
(Valencia-Cantero et al. 2007). The objective of the
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present work was to investigate the effect of inocula-
tion with 4. agilis UMCV2 in growth and development
of M. sativa seedlings in vitro. We identified a new
PGPR effect of 4. agilis. which is likely dependent
upon production of dimethylhexadecylamine, a kind of
VOC structurally related to bacterial AHLs. We further
show that dimethylhexadecylamine modulates both
bacterial growth and plant development, indicating that
this compound may play a role in cellular processes
both in bacteria and in plants.

Materials and methods
Plant material and growth conditions

Seeds of M. sativa 59 N49 commercially available
were employed. Seeds were stored at 4°C until use.
Plants were grown in Petri plates in a Percival growth
chamber with a 16 h light/8 h darkness photoperiod,
with a light intensity of 200 pmolm?®s™ at 22°C. Petri
plates were placed vertically at an angle of 65° to
allow root growth along the agar surface and to allow
unimpeded aerial growth of the hypocotyls. Square
Petri plates (100 100 mm, Becton-Dickinson and Co.
Cat. 351112 ) or divided Petri plates (100> 15 mm,
Becton-Dickinson and Co. cat. 351003 ) were used for
all experiments.

Cocultivation of 4. agilis UMCV2 and M. sativa

We used A4. agilis UMCV2, isolated from a slightly
acid soil (Valencia-Cantero et al. 2007). 16 S ribo-
somal sequence data are available in GenBank under
accession number AYS553857 and AYSS53858. The
bacteria were stored in 30% glycerol at —20°C until
use. The bacteria were grown in nutrient agar (NA)
and Luria Bertani (LB) media.

M. sativa seeds were surface sterilized with 70%
alcohol for 8 min, washed with sterile water and
immersed in 20% sodium hypochlorite for 2 min;
they were then rinsed with sterile water 5 times. Seeds
were placed in Petri plates containing Hoagland
medium solidified with 8 g/ agar (Phytotechnology,
Shawnee Mission, KS. USA), pH 7.0. 4. agilis
UMCV2 was inoculated at 2.5 cm of the M. sativa
seeds. The dishes were placed in a growth chamber
for 10 days until the end of the experiment.

To investigate the role of bacterial VOCs on plant
growth, divided Petri plates (100=15 mm, Becton-
Dickinson and Co. cat. 351003) were used in the
experiments. Three seeds were sown in one side of the
divided Petri plate and 4. agilis UMCV?2 was inoculated
on the opposite side of the plate. Inoculations with
UMCV2 were performed at 0, 24, 48, 72 or 96 h after
seed germination. Axenic plants (plants in uninoculated
dishes) were used as controls. The dishes were placed
in a Percival growth chamber for 6 days. In experiments
aimed at determining the effect of bacterial density of
plant growth, surface sterilized M. sariva seeds were
placed to one side of divided Petri plates and inoculated
with 50, 100, 200 or 500 ul of a bacterial suspension
with an approximate density of 1x10° CFUmI™.
Control and inoculated plants were placed in a growth
chamber for 6 days for further analysis.

Analysis of volatile organic compounds

Volatile organic compounds produced in Petri plates
with nutrient agar or LB medium inoculated with
A. agilis UMCV2 were determined as previously
described (Gutiémrez-Luna et al. 2010). Gas chroma-
tography (Agilent 6850 Series 1I; Agilent, Foster City,
CA, U.S.A)) was performed by solid-phase micro-
extraction technique (SPME), exposing the PDMS/
DVB fiber (Supelco, Inc.. Bellafonte, PA, U.S.A.) for
30 min at 30°C to the sample headspace, and
desorbing at 180°C for 30 s in the injection port of
the gas chromatograph coupled to a mass spectrom-
eter (Agilent 5973). A 25 mm=0.52 mm capillary
column, 0.32 pm film thickness (HP-FFAP. Agilent),
was used; ultra pure helium (1 mlmin™) was used as
carrier gas and detector temperature of 250°C. The
column was held for 13 min at 40°C, and then
programmed to rise at a rate of 3°C per minute to a
final temperature of 180°C, which was maintained for
25 min. Source pressure was 7 Pa, filament voltage
was 70 ¢V and a scan rate was employed of 1 9 scans .
The compounds were identified by comparison with
mass spectra from the library (NIST/EPA/NIH, “Chem
Station’Agilent Technologies Rev. D.04.00 2002). The
identity of NN-dimethyl-hexadecanamine (dimethyl-
hexadecylamine) was further confirmed by the com-
parison of the retention time in the VOC profiles to a
sample of the pure standard (Sigma-Aldrich catalogue
40460, CAS: 112-69-6).
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Effect of dimethylhexadecylamine on growth
of A agilis UMCV2

The 4. agilis UMCV2 sirain was yrown in Peln
dishes with NA medium supplied with dimethylhex-
adecylamine (Sigma, Aldrich) in concentrations of 0,
0.37, 0.75, 1.5, 3.0, 6.0 and 12.0 M. The dishes
were inoculated with 1000 pl bacterial gnspension
{ODsos=1) with an approximate density of |
107 CFUmL™Y, The experiment continued for 3 days
at 25°C in the dack. After this period, the cells were
carefully collected and resuspended in 1 ml detonized
waler: subsequently. optical density was determined at
595 nm,

Effect of dimethylhexadecylamine on plant growth

Dimethylhexadecylamine was added to azar soliditied
Ioagland medium. This medinm was used for testing
the growth and development of A safiva seedlings.
The Petri plates with plants under different treatments

Fig. 1 4. agilis UMCV2 a
promotes growth and devel- 80
opmient n M. sativa seed- 70
lings. M. sativa seeds were o
germinated and grown on £ 60 >
the surface of divided Petri £ o
plates containing Hoagland T
medium. A. agilis UMCV2 ; 40
was inoculated (f) or not (¢) ¥ 3
at a distance of 2.5 cm from -
seedlings. Mean=standard E 20
error values (n=24) of plant Ll
fresh weight (a), stem

length (), primary oot
length (€}, and lateral root
density (d) were plotted and
images recorded ten days
after germination. Asterisks o
are used to indicate means =1 §
that dilTer significantly by a 301
Student’s test (p<0.05)

o4
Axendc A oghis

o

251

101

15

Stem |ength(cm)

05

Axenic A. agilis

(2]

Primary root length (em)

Lateral root number/fem of primayroot £

were placed on a Percival growth chamber with 16 h
light/8 h darkness at 22°C for 10 days.

Statistical analysis

All expeniments, ncluding at least 4 Petri plates per
treatment were 2 3 times independently reproduced.
The resnlts were analyzed with Student’s ¢ test when
comparing two means, or with an ANOVA test and
Duncan’s means separation test for multiple compar-
sons (p<0.03).

Results

A. agilis UMCV?2 promotes growth and development
of M. sativa scedlings

Ta determine potential direct effects of A. agilis in
growth premption in legurmes, we studied the etfect of
A. agilis UMCV2 inoculation in M. sativa by placing
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seeds over the surface of Petri plates confaining
solidified Hoagland medium (control treatment) or
inoculating 4. agilis 2.5 ¢m from the seeds. 10 d after
inoculation, plant fresh weight, stem and root length
and lateral root number were determined. Inoculation
with 4. agilic 1IMCV2 increased hy 40% plant fresh
weight and stem length when compared to uninoculat-
cd controls (Fig. ta and b). Increstingly, inoculated
plants showed a 60% inhibitton of primary root growth,
which comelated with a 3-fold increased lateral root
density (Fig. 1c and d) when compared to uninoculated
seedlngs. The whole architecture of the root systam
changed in response 0 A, agifis inoculation, giving rise
to plants with shorter and branched root systerms with
ncreased exploraory capacity (Fig. Te and ).
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Fig. 2 Tifect of 4. agifis UMCV2 VOUCs on M. saiiva growth, M.
sarive seeds were germinated and grown on the surface of divided
Petri plates contzining Hoagland medium. 0, 24. 48, 72 and 96 h
after sced gormination the opposite compartmoent supplicd with
NA mediorm was inoculated or not with 4. agifis UMCVZ. Plates

2011

Airborne skgnals are involved in planl growth
promotion by 4. agilis

Previously, Ryu et al. (2003) showed that bacterial
volatiles 2 3-butanediol and acctoin promote plant
growth. Thig prompted ng to determine of A, agilis
UMCV2 could affect M sativa seedling growth by
sireme signals by cocultivation of M. sative sced-
lings with this bacterium using sealed bi-partite
divided Pemi plates supplied with agar-solidified
Heagland s medium. M. sativa sceds were germinated
and grown for diiferent time periods inoculated or not
with 4. agilis a1 the opposite side of the plate and
plant growth registered six days later. In this system,
only VOCs are zhle ta diffiise from one side to the

c
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were incubated for six days in a growth chamber and plant fresh
weight {a), stem length (b), primary roor length (c), and lateral
oot density (d) were recorded. Bars represent the meanstandard
amr values (#= 18}, Letters arc used to indicatc means that differ
significantly by 2 Duncans multiple range test (p<0.05)
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other of the plate. Inoculation of A. agifis at both 24
and 48 h after germination significantly increased
plant biomass production and length of stems and
primary roots in M. safiva seedlings when compared
to uninoculated seedlings (Fig. 2a—¢). Baclerial
coculfivation also atfected root system architeclure,
increasing lateral root density at 72 h or repressing it
at a further time period (Fig. 2d),

Next, we investigated the effects of A agilis
moculum size on growth and development of M.

Fig. 3 Effect of 4. agilis
UMCV2 cell density on M.
sativa growth. M. sativa
seeds were germinated on
the surface of divided Petri
plates supplied with
Hoagland medium. 24 h
atter seed germination, the
opposite compartment
supplied with NA medium
was treatad with 500 puL
sterilized deionized water or
inoculated with 50, 100,
200, or 500 pL of an A.
agilisUMCV2 suspension
with an approximate density
of 110" CFUmL . The
images show an uninoculat-
ed plate (a) and a plate a0

(g}

inoculated with 50 ul of »
bacterial suspension (b} o
Plates are representative £ w
individuals of an experiment -‘5 sl b b
including six plat=s per s
reatment. 3ix days after e
germination plant fresh 2w
weight (e}, stem length (d), £
primary root length (e}, and =
lateral root density () were 10
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with 0, 50, 100, 200 or 300 pl of a bacterial
suspension with a density of 1x10° CFUmM_™. After
six days. representative photographs were taken and
both stem and wot length weasvred. In general, a
growth promoling effect was observed al low bacte-
nal density, while growth repressing effects were
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was found that application of 50 pl inoculum
mcreased by 50% biomass production (Fig. 3a—c),
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which correlated with mereased stem length and
lateral root density (Fig. 3a—f). An inhibitory eflect
on lateral root formation was observed when the
bacterial inoculum increased from [00-10-300 uL
(Fig. 3). Taken together, these dala suggest that 4.
agilis can alier the growth of M. sativa via VOC
production, which was dependent upon the bacterial
pupulation.

Delenmmnation of volatiles from 4. agilis-M. sativa
interaction

To identify the VOCs from A. agilis responsible of the
observed growth regulating and developmental effects
on M sativa plants, we performed a SPME-GC-MS
malysis of VOCs produced by 4. agilis grown in
Petm dishes with NA and LB mediom. lhe com-
pounds 1dentified through their mass spectrum are
listed in Table 1.

From the VOC coctail produced by A agifis
UMCV2, we found 2.5-dimethyl-pymzine, acelic
acid, N N-dimethyl-hexadecanamine {dimethylhexa-
decylamine), quinoline, 3-methyl and 2,4-bis(1,1-
dimethyl)-phenol (Table 1). Dimethylhexadecylamine
was parliculady intevesting due to its struchoral
similarity to fatly acid amides belonging to the N-
acyl-L-homoscnne [actone (AHL) group, and plant

2011

alkammdes, which have been recently shown to
modulate plant growth (Supplemental Fig. S1; Ortiz-
Castro et al. 2008).

The retention Ume (43.00 min} and mass spectrum
of this compound produced by 4. agilis UMCV2 in
pure cultures was compared with the retention time
(43.01 mm) and mass spectrum produced by a
commercial standard of dimethylhexadecylumine
(Fig_ 4a and bh). In both cases the most abundant ion
was 'z 53, which comesponds o the ammo side
cham (Fig. 4¢). This analysis provided compelling
evidence of the identity of the bactedally produced
compound as dimethylhexadecylamine.

Etfect of dimethylhexadecylamine on A, agifis
UMCV2 growth

We mvestigated the growth response of {. agilis
UMCY2 10 dimethylhexadecylamine in agar-
solidified Pem plates supplied with vared concen-
trations of this compound. The bacterial population
mereased a1 037, 075 and 1 50 uM treatments; while
higher concentrations of the conipound showed dose-
dependent inhibitory effects on bacterial growth
(Fiz. 5). These data show that dimethylhexadecyl-
amine behaves in a parallel form 1o QS signals
regulating bacterial growth in a dose-dependent way.

Table 1 VOCs produced
by A. agdis TMCVY2 io
pure culur:

Componnid

Normalisad amount of
volatile compound [94)

A agilis NA A, agifis LB

Fthanol

3-Methyl I-butanol
25-Dumethyl pyrazine
4-Ethyl 1,2 4-triazole
Acetic acid

1-Octanol
Hexadecane

Hexylisobutanoate

1-(2-Hydroxy-1-methylethyl)-2,2-dimethylpropyl 2-methylpropanoeate

®Normalised amount of
volatile compound={pesk
area of volatile compound) /
(1otal peak area of all
volatile eompounds). The
values represent the average
of four replicates

Butylated hydroxytaluene
Dimethylhexadascylamine
2,4.6-Uycloheptatrien-1-one
3-Methyl quinoline
2,4-Di-tertbutyl-phenol

0 1.7
0 23
23.57 0
0 87
13.48 06
U 03
0 1.1
0 6.1
0 4.5
U 436
214 08
U 16
10.60 08
50.20 0
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Fig. 4 Molecular character-
izatica of dimethylhexade- a B
cylamine. a Chromatogram Abundence 2000000
and mass spectrum 350000 1650000
produced by the 1200000
dimethylhexadecylaming e S s
commercial standard (CAS: > SL298 Jeo 800 ws 1gp 184 212 240384,
112-69-A), b Chromatogram = o i oA B
and mass spectrurm 150000 1
produced by the i
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Lffect of dimethylhexadecylamine on M. sativa
growih

To determine whether dimethylhexadecylamine could
aller growlh and developmental processes in plants,
we compared the effects of pharnacological application
of the compownd to M. sariva seedlings. We found that
8 uM dimethylhexadecylamine statistically increased
plant biomass and stem length (Fig. 6a and b).
Interestingly, the compound exhibited a dose-
dependent effect on plant biomass, stem length, root
fength and laeral roatl density {Fig. 6a—c), These dala
indicate that dimethylhexadecylamine can be perceived
by plants o modulate plamt growth and developmental
meESSCS.

s |

Discussion

Inthis work we showed that 4. agilis UMCV?2 exerted a
plant growth promotion effect in M. sativa seedlings
grown in vilro under two experimental syslems, using
a direct plant-bacieria interaction system (Fig. 1) and in
divided Perri plates (Fiz. 2 and 3). Bacterial inoculation
at 2.5 em from the seedlings stimulated by 40% plant
fresh weight and stem length when compared to
uninoculated seedlings (Fig. la and b). These resulis
indicate that A. ggifis UMCY?2 behave as a PCPR.
Interestingly, plant growth promaotion by this bactenum
correlated with root system architecture modulaton,
including primary reot growth inhibiion and stimula-
tion of lateral root development (Fig. Ic and d). The
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Optical density (fgqs )

o .ars LY ] LA 3 o 1

Dimethylhexacecylamine [phl}

Flg. & Effect of dimethylhexadecilamine on 4. ggifis UMCV2
growth. Bacteria were inoculated on NA plates supplied with
varied concentrations of dimethylhexadecilamine After 3 days,
basteria were carefully harvested, diluted in 1 ml deibnized
water and the absorbance at 595 nm was detemined Bars
represent the meantstandard emor values (n=4). Letters are
used 1o indicate mezans that differ significantiy by a Duncan’s
multiple range test (5<0.05)

promotion of lateral root growth is one of the major
markers by which the beneficial effect of PGPR is
measured (Patten and Glick 2002). Rapid establish
ment of roots, edher by proliferation of lateral or
adventitious roots is advantageous far young seedlings
as it increases their ability to ancher themselves to the
substrate and to obtain water and numents. A better
colomzation of the plant oot system may also provide
an advantage to the bacterium havinyg access to more
root exudates and carbon sources.

Plant hormones control plant growth by affecting
ihe spaiial and temporal expression of genes involved
in cell division, elongation and differentiation. M
sativa phytostimulation by 4. agilis UMCV?Z indicates
that the bacterium may affecl plant growth and
development by direct mechanisms, likely producing
plant growth regulating substances. The potential of
smgle bactenal stams to interfere with plant hommone
levels remains one of the major challenges towards
better understanding, predicting, and possibly con-
wolling plant hormone responses in complex plant-
associated bacterial communities. Classic diffusible
signals such as auxing and cytokining are involved in
growlh promotion by PGPR {Oriz-Castro et al.
2009). However, increased information indicates that
additonal signals may play a role in plant. growth
promaotion including AHLs and VOCs (Lopez-Bucio
et al. 2007; Oriiz-Castro et al. 2008; Ryu el al. 2003).
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Therefore, we focused our study on the VOCs
produced by A agilis UMCV?Z? and their effects in
M. sativa, which is an important crop.

By using divided Petn plates, we found that
bacterial VOCs affected biomass production and root
development in M. sativa seedlings. This effect was
dependent of the amount of bacterial inoculum and
the time of exposure to bacteria (Fig. 2). Regarding
the effects of inoculation thme on plant growth, it is
tempting to speculate the plant development stage at
the moment of inoculation is important for lateral root
formation. Plants inoculated with 4. agilis UMCV2
48 h after germination would have already produced
lateral root primordia, whose further development
enerated increased number of lateral rmots in
response to bactenal VOCs. The roots also showed
a dual response by mcreasing primary root growth
and through proliferation of lateral roots when
exposed to a small ineculum density, but repressing
effects cauld be observed in response to high bacterial
density for the different plant trmts 1nvestigated
(Fig. 3). These results indicate that VOCs produced
by Arthrebacter agifis UMCV2 can affect different
development programs of M. sativa in a dose
dependent way. The differences in VOO concenira-
tion and/or plani exposure time may determine
whether the effects of inoculation are promoting or
repressing upom prmary root growth andior lateral
root formation. Previously, we reported the effects of
a mixture of VOCs produced by B. simplex and B
cereus in Arabidopsis thaliana (Gutiérrez-Luna et al.
2010). Although these rhizobacterial species also
behaved as PGPR, we were unable w determine e
spectfic chemical nature of the compound (5) in-
volved in stimulating lateral root development or
biomass production. In a recent report, Zhang e1 al.
(2009) showed an increase in chlorophyll concentranon
in Arabidopsis scedlings inoculated with B subéilis.
U'is was hkely due to an inerease m Fe reduction and
uptake by the plants and the acidification of the
medium by bacterial volatiles such as glyoxylic acid,
3-methyl-butanoic acid and diethyl acetic acid. In our
experiments, we did not find pH varations in the
growth medium of plants due to volatile emission by
lhe bacteria, although increased iron uptake may
reasonably contribute 10 PGPR effects as previously
reported (Valencia-Canwero et al. 2007).

In the volatile profile of A. agilis UMCV2 grown
in pure culture we detected dimethylhexadecylamine,
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Fig. 6 Effect of dimethylhexadecylaming on A4 sativa growth.
M. sativa seeds were germinatef and grown on the surface of
agar plates supplied with Hoagland medium supplied with
increasing concentrations of dimethylhexadecylamine. FPlant
fresh weight (a), stem length (b}, pomary root length (c), and

a mediwn chained (C16) fatty acid amine (Table 1),
We noted the structural similarity of dimethythexade-
cylamine 1o hacterial AHEs and plant alkamides
(Supplemental fig. S1). which have been shown to
modulaie plant development and root architecture in
A. thafiene (Lopez-Bucio et al. 2006: Ortiz-Castro
et al. 2008). Therefore, we considered dimethylhex-
adecylamine an interesting compound potentially
mediating the growth and developmental effects
elicited by 4. agilis UMCV2 incculation in legumes.
The bacterial compound was unequivoczlly identified
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Dimethylhexadecylamine {pM}

lateral root dersity (d) were plotted ten days after szeds
germination. Bars represent the meantstandan] emor values
(n=24). Letters are used to indicate means that differ
significantly by a Duncan’s multiple range test (p<0.03)

a8 dimethylhexadecyvlamine on the basis of compar-
ison with a pure standard by GC-MS analysis (Fig. 4).
Frogenmis application of dimethvlhexadecylamine to
A. agilis UMCV?2 cultures showed a dose-dependent
effect on bacierial growth (Fig. 3} We propese that
dimethvlhexadecylanyine could be aeting in a hegative
feedback population control system on 4. agilis
UMCV2, similar to that reported for bactenal QS
signals, in which low concentrations of the compounds
induce growth but high concentrations repress growth
(Batcheloret al. 1997; Nilsson et al. 2001). In a parallel
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form to the observed with QS signals, we found that
dimethylhexadecylanine concenmations from .37 to
1.5 uM increased population growth but higher
concentrations from 6 to 12 pM induce the bacterial
staivnary  phase, maintaiung the viability of the
bactenal population but inhibiting the bacterial growth.
As such. it has been reported that high autoinducer
concentrations repress bacterial population growth
(Gray et al. 1996).

Dimethvlhexadecylamine also modulated plant
growth in low micromolar concentrations and n a
dose-dependent manner (Fig. 6). The effect of
dimethythexadecylamine on fateral voot growth is of
particular interest considering that this compound is
produced by rhizobacteria interacting with plants and
that thiz same compound also has activity on the
bacteria that produce it. The concentration interval for
bioactivity in plants and bactena was similar. This
opens the possihility that dimethvlhexadecylamine
constitutes & plant-bacterta communieation signal,
which may provide advantage to the plant increasing
the root exploratory capacity and to bacteria regulat-
ing its growlh hehavior or as a competence signal.
Dimethylhexadecylamine has also been found in the
volatiles produced by B. subtilis Gg that show high
activity against phytopathogenic fungi (L et al.
2008), this opens the possibility that plants could
recognize it as a “desirable” compound in a PGPR
due to 1ts probable contmbution to pathogen control.

In summary, we have shown that 4. agilis UMCV2
produces a range of volatile compounds of which at
least one, dimethylhexadecylomine, may act as a
growth promotion tmgger, atfectmg root developmen-
tal processes in M. sativa. To our knowledge, this is
the first demonstration of the activity of a volatile
signal
signaling pathways by which this compound acts on
plants are unknown and their detailed study at the
molecular level is a perspective of this work. We

m both bactertal and plant growth., The

propose that plant-bacteria communication through
volatiles might represent and additional level of
signaling at the rhizosphere important for Toot system
architecture modulation and bacterial fimess.
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10.RESULTADOS Capitulo Il

LA PLANTA LEGUMINOSA Medicago truncatulay LA RIZOBACTERIA
Arthrobacter agilis SE PERCIBEN MUTUAMENTE POR MEDIO DE SUS
COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
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Arthrobacter agilis SE PERCIBEN MUTUAMENTE POR MEDIO DE SUS
COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
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Resumen

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRs) son bacterias que
colonizan las raices de las plantas e inducen un mayor crecimiento de las mismas,
por lo que la relacién planta-microorganismo que se establece es considerada
benéfica. Para el establecimiento de la de la relacion actualmente se considera que
existe una comunicacion quimica entre plantas y microorganismos. En el presente
trabajo se muestra que la PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 promueve el crecimiento
de la leguminosa Medicago truncatula al tiempo que mejora su estatus nutrimental
por hierro. Un andlisis de los compuestos organicos volatiles (VOCs) producidos por
A. agilis y M. truncatula en sistemas in vitro por separado y en un sistema donde
solamente interaccionan por medio del espacio gaseoso, muestra una produccion
diferencial de VOCs de cada organismo en presencia de su contraparte, de esta
forma M. truncatula deja de emitir VOCs con propiedades antimicrobianas como el
carvol y el eucaliptol, y A. agilis incrementa su produccién de dimetilhexadecilamina,
un compuesto con probado efecto promotor del crecimiento vegetal. Con estos datos
nosotros proponemos que M. truncatula y A. agilis son capaces de reconocerse

mutuamente por medio de la emision de VOCs.
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Palabras clave: Compuestos organicos volatiles, interaccién planta-microorganismo,

dimetilhexadecilamina.

INTRODUCCION

El sistema radicular de las plantas es una estructura que funciona para el anclaje al
suelo, toma de agua y nutrientes, ademas presenta la caracteristica de liberar
diferentes compuestos en diferente area y con diferente intensidad en la zona
denominada rizosfera (Bais y col. 2006). La rizosfera es una espacio entre el suelo y
la raiz que esta influida de manera directa por los exudados de la planta, en esta
zona también se encuentran microorganismos como las rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPRs por sus siglas en ingles) que son capaces de estimular

el crecimiento y desarrollo de las plantas (de la Pefia y col. 2008).

La naturaleza de los exudados vegetales puede ser muy variada, basicamente se
pueden categorizar en 3 tipos: (1) compuestos de bajo peso molecular (aminoacidos,
iones, oxigeno libre, agua, acidos organicos, azucares, fendles, vitaminas y
fitosideroforos), (2) alto peso molecular (mucilagos (polisacaridos) y proteinas) y (3)
compuestos organicos volatiles o (VOCs) (Alcoholes, aldehidos, cetonas y CO; entre
otros). Los VOCs son definidos como todos aquellos compuestos que presentan una
presion de vapor de 0.01 kPa o mas a 293.15 K (20°C) a (Insam y Seewald 2010), lo

que resulta en que se volatilizan a temperatura ambiente.

Los VOCs pueden ser liberados de manera constitutiva o bajo condiciones de estrés
bidtico o abidtico y ser usados por las plantas como mediadores de una
comunicacion entre organismos del mismo o diferente reino. Juega un papel
fundamental en repeler el ataque que organismos deletéreos o para el

establecimiento de una simbiosis (Walker y col. 2003; Bais y col. 2006).

Las PGPRs también participan en el bienestar de las plantas mediante la emisién de
VOCs, ya que se ha visto que la liberacién de compuestos como amonio, cianuro de
hidrogeno, alcoholes y otros tienen una repercusion directa sobre la antibiosis y

biocontrol sobre fitopatdgenos. Ademas, la emisién de volatiles bacterianos también
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tienen un papel participativo en la induccion en las plantas de un fendmeno llamado
resistencia sistémica inducida (RSI) (Rudrappa y col. 2010). Esta aparece cuando el
mecanismo de defensa de las plantas es estimulado y preparado para resistir la
infeccion de patogenos. Ryu y colaboradores (2003b) encontraron que la emisién de
volatiles secretados por B. subtilis GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a mostraron la
capacidad de propiciar una RSI en plantulas de A. thaliana, inducida bajo la

presencia de la bacteria fitopatégena Erwinia canotovora subsp. carotovora.

Para conocer como los VOC de PGPRs pueden generar una promocion del
crecimiento en las plantas, Zhang y colaboradores (2007) examinaron los niveles de
RNAmM en plantulas de A. thaliana expuestas a los volatiles de la bacteria GB03. El
autor observo un incremento de mas de 26 mil transcritos que codifican a proteinas,
muchos de ellos relacionados con modificaciones en la pared celular, metabolismo
primario y secundario y la homeostasis de auxinas, mostrando asi que los VOCs
bacterianos influyen directamente en las rutas metabdlicas involucradas en la
morfogénesis de las plantas. Anteriormente ya habia sido mostrado que la planta
leguminosa Medicago truncatula es capaz de percibir Acilo homoserina lactonas
(AHLs) producidas por bacterias y reaccionar de manera diferencial dependiendo de
si el compuesto es producido por una PGPR o una bacteria fitopatogena (Mathesius
y col, 2003), lo que perfila la posibilidad de un dialogo bioquimico muy extenso entre

bacterias y plantas.

Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria capaz de promover el crecimiento de
las leguminosas frijol (Phaseolus vulgaris) y alfalfa (Medicago sativa) cuando se le
inocula en las raices de estas plantas (Valencia-Cantero y col 2007; Velazquez
Becerra 2007), y un trabajo reciente de nuestro grupo de investigacién mostré que A.
agilis UMCV2 produce dimetilhexadecilamina, un compuesto volatil estructuralmente
relacionado a las AHLs y capaz de promover el crecimiento vegetal de M. sativa

(Velazquez-Becerra y col. 2011).

En el presente trabajo estudiamos la interaccion M. truncatula-A. agilis UMCV2
mediada por la emision de VOCs y mostramos evidencia de un reconocimiento

mutuo entre la planta y la bacteria.
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MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal.

Se usaron semillas de plantas leguminosas de Medicago truncatula A17 Jemalong,
proporcionadas por la Universidad Nacional Auténoma de México - Centro de
Ciencias Gendmicas, Av. Universidad s/n Col. Chamilpa 62210, Cuernavaca, Mor.

Las semillas se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Cepas Bacterianas.

Se utilizé la cepa Arthrobacter agilis UMCV2, aislada de suelo ligeramente acido pH
6.8 (Valencia-Cantero y col. 2007), conservada en glicerol al 40 % a -20 °C hasta su

huso.

Efecto de UMCV2 sobre el crecimiento de Medicago truncatula.

Las semillas de Medicago truncatula se esterilizaron superficialmente con acido
sulfurico concentrado por 8 min, se enjuagaro con agua corriente, se agrego
hipoclorito de sodio por 2 min y se vuelvidé a enjuagar 5 veces con agua estéril. Las
semillas de colocaron en cajas de petri con agar-agua a 4 °C por 48 hrs y después se
colocaron en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs
oscuridad, intensidad de luz 200 pmol m2 s 'a 22-23 °C hasta su germinacion. Los
germinados se colocaron en frascos de vidrio de 18 cm de alto y 9 cm de diametro
con 200 ml de medio nutritivo de Hoagland mas 6 g agar de micropropagacién por
litro. Después de 11 dias a la mitad de los tratamientos frascos se les coloco un plato
de 3 cm de didametro con agar nutritivo (AN) inoculado con la bacteria A. agilis
UMCV2, a la otra mitad de los frascos se les colocé en plato sin inocular. El
experimento se mantiene hasta que las plantas cumplieron 25 dias de edad.
Después de este tiempo, las plantas fueron medidas y pesadas. La concentracién de

clorofila en los brotes de la planta se determind por método espectrofotométrico. Al
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momento de la determinacion, los brotes de las plantas fueron cosechados y
pesados en balanza analitica, e inmediatamente macerados con nitrodgeno liquido y 5
mL de una mezcla de acetona/etanol al 80/20 % (V/V) en un mortero. Las muestras
fueron filtradas con papel filtro Whatman No. 4. Se determiné la absorbancia de las
muestras a 663 y 665 nm para calcular la concentracion de clorofila a y clorofila b
con base en los coeficientes de extinsion de Jeffrey and Humphrey (1975). La

concentracion de clorofila se reportd como la suma de la clorofila a y la clorofila b.

Analisis de compuestos volatiles.
Para el andlisis cromatografico se montaron los siguientes tratamientos:

1- VOCs de la Bacteria. Cajas de petri con AN nutritivo donde de crecié la cepa
UMCV2 durante 4 dias.

2- VOCs de la planta. Frascos de 1 L de volumen con 200 ml de medio nutritivo
de Hoagland mas 6 g agar de micropropagacion donde creci6é la planta de
Medicago truncatula, tal como se explica en el segmento anterior.

3- VOCs de la interaccion planta-bacteria. Frascos de 1 L de volumen con
200 ml de medio nutritivo de Hoagland mas 6 g agar de micropropagacion
donde crece la planta de Medicago truncatula con bacteria A. agilis UMCV2,
tal como se explica en el segmento anterior.

4- Controles. Ademas se analizaron cada uno de los medios de cultivo por

separado para ser descartados en la tabla final de resultados.

El analisis se realizo con la técnica de microextraccion en fase soélida o SPME (por
sus siglas en inglés), colocando la fibra azul (PDMS/DVB) (Supelco,Inc., Bellafonte,
PA, U.S.A.) por 30 min a 30 °C, posteriormente es desorbido por 30 s en puerto de
inyeccion del cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas (Agilent
6850 Series II; Agilent, Foster City, CA, U.S.A.). La columna capilar es de 25 m x
0.52 mm, grosor de 0.32 um (HP-FFAP, Agilent), se uso helio (1 ml/min) como gas

acarreador. Las rampas de temperatura fueron las siguientes: Tiempo inicial 40 °C,
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tiempo1 3 min, R1 3°C/min, tiempo final 180 °C, tiempo2 5 min, tiempo post-corrida
230 °C/3min, tiempo maximo 240 °C, tiempo de equilibrio 3min. El tiempo de corrida
es de 57 min.

Los tratamientos se muestrearon a los 23 y 25 dias de germinada la semilla de M.

truncatula.

Analisis estadistico.

Todos los experimentos se realizaron en replicas de 4 y cada experimento se realizo
al menos 2 veces cada experimento. Se uso el paquete estadistico STATISTICA de
startsoft, aplicando un analisis de varianza seguida de una prueba de rango multiple

de Duncan (significancia de 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la idea de extender a otra planta leguminosa nuestros resultados previos que
muestran la estimulacién de crecimiento de M. sativa por los VOCs de A. agilis
UMCV2 (Velazquez-Becerra y col.,, 2011) y explorar la hipotesis de un
reconocimiento plantas leguminosas con bacterias mediante la emision de
compuestos volatiles, se efectuaron experimentos de interaccién planta-bacteria
empleando M. truncatula y A. agilis UMCV2. Se empled un sistema consistente en en
francos de 1 L de volumen, donde las plantas no estuvieran sometidas a estrés por
falta de espacio. Cuando las plantas tuvieron 11 dias de edad se introdujo un
pequeno plato de agar nutritivo inoculado (o no inoculado en el caso de los controles)
con A. agilis UMCV2 y el experimento se mantuvo por 25 dias. De esta manera se
evitd el contacto directo entre planta y bacteria pero se logré que los VOCs

producidos por la bacteria interactuaran con la planta y viceversa.
Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre el desarrollo de M. truncatula.

En estas condiciones fue notorio que los VOCs bacterianos causaron un efecto
estimulatorio del crecimiento en los brotes aéreos de las plantas, medido como

longitud de los tallos (Figura 1a, 1d y 1e) y mas claramente como biomasa de las
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plantas, siendo que las plantas crecidas en interaccion con los VOCs bacterianos

tuvieron alrededor de un 30% mas de peso fresco que las plantas control (Figura 1b).

En A. thaliana bacterias como B. subtilis GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a
también promueven el crecimiento vegetal mediante la emision VOCs, tales como el
2,3-butanediol y acetoina (Ryu y col. 2003). La naturaleza de los compuestos y la
variedad de las bacterias que alteran el crecimiento vegetal puede ser muy variada.
Volatiles de P. fluorescens L13-6-12, S. maltophilia R3089 que también alteran el
crecimiento vegetal, en especial el peso fresco de las hojas de A. thaliana
(Vespermann y col. 2007, Tarkka y Piechulla 2007, Kai y col. 2008).

Un trabajo previo realizado en nuestro grupo de investigacion muestra que A. agilis
UMCV2 produce el VOCs capaces de de promover el crecimiento vegetal de M.
sativa medido como produccién de biomasa y que adicionalmente modifica la
estructura de la raiz de esta planta (Velazquez-Becerra y col., 2011). Con el presente
trabajo confirmamos que el efecto promotor del crecimiento producido por los VOCs
de A. agilis UMCV2 puede ser extendido a otras plantas leguminosas como M.

truncatula.

Otra caracteristica que resultd evidente en las plantas crecidas en presencia de las
bacterias fue un aumento en la concentracién de clorofila que fue de practicamente el
doble de la encontrada en las plantas control (Figura 1c). Esto ultimo fue
especialmente interesante, dado que la concentracién de clorofila es considerada
como un indicador del estatus nutrimental del hierro en las plantas (Terry y Abadia
1986; Masalha y col., 2000).
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Figura 1. Efecto de los VOCs de A. agilis sobre el crecimiento de M. truncatula. (a) Longitud de la
parte aérea, (b) Peso fresco, (c) Concentracion de clorofila, (d) imagenes representativas del
tratamiento control y (e) imagenes representativas del tratamiento inoculado con A. agilis. Los
asteriscos muestran diferencias significativas.

Un efecto paralelo fue reportado por Zhang y colaboradores en 2009 pero en plantas
de A. thaliana y empleando la bacteria B. subtilis GB03. No obstante que capa
bacteriana GB03 se caracteriza por promover el crecimiento de Arabidopsis via la
produccion de los VOCs 2,3-butanediol y la acetoina (Ryu y col. 2003), Zhang y
colaboradores (2009) muestran que el aumento en la concentracién de clorofila en
las plantas es debido a un aumento en las expresion de los genes FRO2 e IRT1,
(requeridos para la reduccion y captacion de hierro por parte de las plantas), y que

esta relacionada con una acidificacion del medio por el efecto de compuestos
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volatiles acidos, probablemente acido glioxilico, acido metil butanoico y acido dietil
acético. En un trabajo distinto, se muestra que los VOCs de esta misma cepa
inducen la acumulacion de aceites esenciales y promocién del crecimiento
cuantificada como aumento de area foliar y peso fresco en plantas de Ocimum
basilicum pero sin identificar el compuesto responsable o el mecanismo de accién
involucrados (Banchio y col. 2009). En nuestro caso, fue imposible encontrar una
variacion en el pH del medio debido a la presencia de la bacteria en cualquiera de los

experimentos (natos no mostrados).

Como se menciona a continuacidn en los experimentos en el sistema A. agilis-M.
truncatula se determinaron los VOCs sin encontrarse el acido glioxilico, acido metil
butanoico 6 el acido dietil acético. Sin embargo no se descarta que el aumento en la
concentracion de la clorofila en plantas de M. truncatula sea debida a un variacién en
la expresion de genes relacionados a la toma de Fe por las plantas inducida por
VOCs.

Compuestos voléatiles encontrados en la interaccion planta-bacteria.

Con el analisis cromatografico realizado a los cultivos bacterianos, a la planta en
condiciones axénicas y al sitema de intreraccién M. truncatula — A. agilis UMCV2 se
identificaron una importante gama de VOCs. En la mezcla de compuestos emitidos
por la bacteria A agilis UMCV2 encontramos al acido acético, al octanol, el 2,4-Di-
tertbutil-fenol y la N,N-dimetill-1-Hexadecanamina (Tabla 1), que han sido reportados

previamente como VOCs de origen bacteriano (Xu y col. 2004; Liu y col. 2008).

En especial la N,N-dimetill-1-Hexadecanamina (dimetilhexadecilamina) fue
encontrada dentro del perfil de VOCs producidos por A. agilis UMCV2 en un trabajo
previo y se habia demostrado su actividad como molécula moduladora del

crecimiento de M. sativa (Velazquez-Becerra et al., 2011).
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Tabla 1. VOCs producidos por A. agilis UMCV2, M. truncatula y A. agilis-M. truncatula

Cantidad normalizada de compuesto volatil (%)*

Compuestos A. agilis AN M. truncatula A. agilis x
M. truncatula®
3-Ciclohepten-1-ona 0 2.3 3.3
Dimetil disulfuro 0 0 15.4
3-Heptanona 0 0 1.7
2-Etil hexanal 0 0 1.8
Eucaliptol 0 1.3 0
4-Octanona 0 0 0.6
3-Octanona 0 0 4.1
2-Octanona 0 0 0.5
2,5-Dimetil pirazina 23.57 0 0
Dimetil trisulfuro 0 0 10.5
Nonanal 0 0 1.1
1,4-Dicloro benzeno 0 0 13.2
Acido acético 13.48 34 0.6
1-Octen-3-ol 0 3.8 0.6
1,2,3,4-Tetrahidro naftaleno 0 1.1 0.4
2-Etil 1-hexanol 0 34.8 16.9
1-Octanol 0 3.9 0.3
2-Decenal 0 11.4 0.3
p-Metil-1-en-octenol 0 4.3 0.6
Carvol 0 1.3 0
2-Dodecenal 0 1.9 0
2,6-Di-tert-butil-4-sec-butylfenol 0 0 1.3
Feniletil alcohol 0 0 1.0
1-Dodecanol 0 28.7 1.1
N,N-dimetill-1-Hexadecanamina 2.14 0 8.4
3-Metil quinolina 10.60 0 0
4-Octadecil morfolina 0 0 4.5
1-Hexadecanol 0 1.6 0.2
p-Amino acetofenona 0 0 0.8
1-Metil silatrano 0 0 0.3
2,5-Di-tertbutil fenol 0 0 04
2,4-Di-tertbutil-fenol 50.20 0 0.2
2-Morfolinometil-1,3-difenil-2-propanol 0 co 8.7
2-Hexadecanol 0 co 0.5
Acido benzoico 0 00 0.3

® Cantidad normalizada de compuesto volatil = (area del pico de compuesto volatil) / (total del area del pico
de todos los compuestos volatiles). Los valores representan los porcentajes de 4 replicas.

b

cuantificados a los 22 y 25 dias después de la germinacion de la semilla.

Los valores reportados son la media de los compuestos encontrados en A. agilis-M. truncatula
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Fue en muy interesante observar que la abundancia relativa de Ila
demetilhexadecilamina se pasara de un 2.14% en los cultivos de bacterias axénicas
a 8.4% encontrada en los sistemas de interaccién M. truncatula — A. agilis UMCV2, lo
cual sugiere que la dimetilhexadecilamina es un compuesto de origen bacteriano que
es sobreproducido cuando la bacteria percibe a la planta por medio de los VOCs que

ésta emite.

Por otra parte se encontraron una serie de compuestos atribuibles a la interacciéon
planta-microorganismo, ya que no estan presentes en los tratamientos con cultivos
bacterianos puros o en los tratamientos con M. truncatula sin la presencia de A.
agilis. Entre estos compuestos destacamos el dimetil disulfuro y el trimetil disulfuro
(Tabla 1), ambos reportados como componentes de aceites esenciales de plantas
con efecto antibacteriano (Bendimerab y col. 2005), o con efectos en el control de
fitopatdogenos (Wang y col. 2009), el nonanal, que se sabe es producido por plantas
inoculadas con hongos fue detectado en la interaccion Medicago-Arthrobacter (Jelen
y col. 2005), este compuesto causan inhibicion de bacterias como B. cereus o
Listeria monocytogenes (Bisignano y col. 2001). Otro VOC producto de la interaccion
fue la 3-octanona que es uno de los VOC caracteristico de los hongos pero que al
igual que el 1-octen-3-ol es producido también por plantas, en especial leguminosas
y que pudiera tener efecto como antibacteriano y antifungico (Maksimovi¢ y col.
2008; Boué y col. 2005; Hockelmann y Juttner 2004).

Ese conjunto de VOCs producto de la interaccion parece indicar que M. truncatula
reconoce y reacciona a los VOCs producidos por A. agilis y desencadena una
respuesta defensiva, sin embargo en un sentido opuesto, también encontramos un
grupo de compuestos producidos por M. truncatula entre los cuales esta el eucaliptol
(1,8-Ceneol) y carvol que estan presentes en el perfil de volatiles de las plantas y que
desaparecen en el perfil de volatiles de la interaccién planta-microorganismo (Tabla
1). Tanto el eucaliptol y como el carvol son compuestos con potente actividad
antifungica y antibacteriana, y se ha propuesto que incluso tienen un papel en la
seleccién de las poblaciones de rizobacterias (Karamanoli y col. 2000; Sokovi¢ y van

Griensven 2006; Vokou y col. 2001; Bader y col. 2007). Estos compuestos muestran
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que M. truncatula percibe la presencia de A. agilis UMCV2 y en respuesta, elimina la
emision de algunos VOCs. Dada la actividad antimicrobiana del carvol y el
eucaloptol, cave hipotetizar que la planta percibe a A. agilis UMCV2 como un
organismo benéfico y por tanto al entrar en contacto con los VOCs de la bacteria,
abate la produccion de algunos de sus propios compuestos antimicrobianos como
una manera de posibilitar el establecimiento de una interaccion con este
microorganismo. La aparente contradiccion pudiera resolverse considerando la
siguiente hipotesis: M. truncatula al detectar la presencia de un microorganismo
despliega una respuesta defensiva general contra microorganismos patégenos, pero
al reconocer a A. agilis como PGPR, suspende la liberacién de compuestos capaces
de inhibir a ésta bacteria. Esta hipotesis concuerda con el hecho documentado de la
capacidad de M. truncatula para distinguir diferentes autoinductores provenientes
tanto de microorganismos patdégenos como de PGPRs (de la Pena y col. 2008;

Mathesius y col. 2003), pero su comprobacion requiere de posteriores trabajos.

En sintesis, en el presente trabajo se mostré que los volatiles producidos por A. agilis
son capaces de promover el crecimiento vegetal de M. truncatula, extendiendo a otra
planta leguminosa y tiempos de desarrollo mayores en nuestras observaciones
previas (Velazquez-Becerra y col., 2011), adicionalmente fue manifiesto que los
VOCs de A. agilis UMCV2 son capaces de mejorar el estatus nutrimental del hierro
en plantas de M. truncatula segun pudo observarse por un aumento notable en la
concentracion de clorofila de las plantas, quedando por dilucidar el mecanismo por el
que se produce este efecto. Finalmente se mostr6 que la PGPR A. agilis UMCV2 y la
leguminosa M. truncatula son capaces de percibirse mutuamente por medio de los
VOCs de su contraparte en la interaccidn y reaccionar a esta percepcion modificando
el perfil de sus propios VOCs emitidos. Con base en estos resultados proponemos
que los VOCs son una categoria adicional de moléculas senalizadoras en el

establecimiento de las relaciones benéficas planta-microorganismo.
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11.DISCUSION GENERAL

Arthrobacter agilis UMCV2 fue aislada en una busqueda de cepas promotoras de
crecimiento bajo condiciones de estrés por falta de hierro en la leguminosa P.
vulgaris y en plantas de Z. mays (Valencia-Cantero y col. 2007). Fue seleccionada en
el presente trabajo debido a su efecto en el crecimiento de Medicago sativa en
condiciones de suficiencia de todos los nutrimentos en experimentos de inoculacion

directa sobre la raiz (Velazquez-Becerra 2007).

En este trabajo mostramos que plantas de M. sativa crecidas en cajas petri a una
distancia de 3.5 cm de un in6culo de Arthrobacter agilis UMCV2 son afectadas en su
crecimiento de forma importante o significativa. En estas condiciones, las plantas
crecieron significativamente mas que las plantas crecidas en cajas petri en
condiciones axénicas (40% mas), indicando que A. agilis UMCV2 se comparta como
una PGPR. Fue muy interesante darse cuenta que esta promocion del crecimiento se
correlacionaba con una modulacion del desarrollo de la raiz, o que incluyd la
inhibicion del crecimiento de la longitud de la raiz principal, y el incremento del
numero de raices laterales. Otros autores (Ryu y col. 2003) mostraron que
compuestos volatiles producidos por PGPRs son capaces de promover el
crecimiento vegetal, por lo que fue interesante corroborar esta posibilidad para el

sistema A. agilis-M. sativa.

Para este efecto se emplearon cajas Petri divididas para cultivar plantas de M. sativa
en una de las secciones y A. agilis en la otra. Con este sistema se consiguié que las
plantas no estuvieran en contacto directo con las bacterias y que solo el espacio
gaseoso comun entre los dos compartimientos sirviera para el intercambio de

compuestos organicos volatiles (VOCs).

De esta forma, también se logré mostrar que los compuestos volatiles generados por
la PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 afectan el crecimiento de plantas de alfalfa de
manera dependiente de la cantidad del inoculo bacteriano, y que en especial actua

de forma diferencial en la raiz y en la parte aérea de las plantas.

56



]
Andlisis de la comunicacién bioquimica Medicago spp.-Arthrobacter agilis | 2011

Un punto a destacar fue que el efecto de los volatiles bacterianos sobre las plantas
dependid del desarrollo que tenia la planta al momento de ser expuesta a los
volatiles bacterianos. Para mostrar esto se inoculd a A. agilis UMCV2 en cajas
divididas que tenian plantulas con 0, 24, 48, 72 y 96 h de haber germinado, de esta
manera los VOCs de A. agilis UMCV2, entraron en contacto con plantas que tenian

distintas edades.

Los brotes aéreos de la planta tuvieron incremento significativo en su longitud a casi
cualquier tiempo de inoculacién, pero el incremento en la longitud fue
significativamente mayor si las cajas fueron inoculadas cuando las plantulas tenian
24 h de haber germinado. Las inoculaciones mas tempranas o mas tardias tuvieron
efectos menores. Las raices por su parte, tuvieron un efecto muy llamativo, no se
observdé un aumento en la longitud pero si en el numero de raices laterales. Este
efecto en las raices secundarias, fue mas marcado en plantas que tenian creciendo
48 y 72 h en cajas Petri divididas al momento de ser inoculadas, en el resto de los
tratamientos las diferencias fueron menores con los controles no inoculados. Estos
resultados muestran por un lado que los VOCs producidos por Arthrobacter agilis
UMCV2 estan afectando diferentes programas de desarrollo de la M. sativa, de esta
forma, la parte apical de la planta responde de manera independiente a la parte

radicular.

Por otro lado se muestra que el tiempo de inoculacion tiene un efecto sobre la planta,
pudiendo explicarse como un efecto del estado de desarrollo de la planta al ser
expuesta al VOC. En esta hipotesis las raices habrian detenido la elongaciéon de la
raiz primaria cuando empezaron a producir raices secundarias, lo cual sucederia al
momento de ser expuestas a los VOCs de A. agilis UMCV2. Las raices expuestas al
VOC a las 72 h ya habrian producido una zona de diferenciacion necesaria para
generar raices secundarias como respuesta al VOC, mientras que las plantas que

detuvieron su crecimiento a no lo hacen a tiempos mas tempranos.

Otra explicacion probable a las diferencias encontradas estaria dada por un efecto de
la diferencia de concentracion de los VOCs y/o un efecto del tiempo de exposicion de

las plantas a los VOCs.
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Explorando el efecto de la concentracion de los VOCs en plantas de M. sativa, se
disefié un experimento en el que se modifico la cantidad de inoculd inicial de A. agilis
UMCV2 en uno de los compartimientos de la caja, como una manera de modificar la
biomasa bacteriana productora de VOCs. Fue muy claro que la cantidad de bacterias
tuvo un fuerte impacto en el desarrollo de las plantas, in6culos pequenos (50 uL)
tuvieron efecto sobre la biomasa de la parte aérea de la planta, mientras que un
in6culo mayor (100, 200 y 500 pL) provocé una disminuciéon en la biomasa pero no la

longitud de los brotes.

En cuanto a la arquitectura de la raiz, también se encontré un fuerte efecto en la
densidad de raices laterales, con una densidad de inéculo de 50 uL pero indculos
superiores provocaron densidades de raices laterales inferiores al control no

inoculado.

En general en los ensayos hechos en M. sativa a tiempos cortos (10 dias) y en
espacios limitados, fue posible observar tratamientos que mostraron una tendencia a
estimular el crecimiento de los brotes no significativos en todos los casos. Como
hemos mencionado ya anteriormente Ryu y colaboradores (2003) reportaron que
Bacillus subtilis GB03 fue capaz de promover el crecimiento vegetal en Arabidopsis
via la produccién del VOC 2,3-butanediol, en un sistema de compartimientos
separados comparable al nuestro, en el que dosis bajas del compuesto inducen un
aumento en el area foliar de las plantas mientras que dosis altas producen una ligera
reduccion del area foliar. Otros efectos de inhibicién del crecimiento de las plantas
via VOCs bacterianos han sido reportados en sistemas que emplean A. thaliana y
diversas bacterias (Vespermann y col. 2007; Kai y col. 2008) sin que pueda
conocerse cual es el efecto de la concentracion los VOCs bacterianos en el

crecimiento vegetal.

En otro de nuestros experimentos, fue realizado con un sistema de compartimientos
separados en frascos de 1 L con A. agilis UMCV2 y la planta M. truncatula pero a
tiempos de crecimiento de 25 dias. En estas condiciones se reporta un efecto
estimulador del crecimiento vegetal también en los brotes de las plantas medido

como longitud y biomasa de los brotes aéreos asi como de la concentracion de
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clorofila de los mismos, concluyéndose que los VOCs de A. agilis UMCV2 habian

promovido dichos cambios.

Un efecto paralelo fue reportado por Zhang y colaboradores en 2009 pero en plantas
de Arabidopsis thaliana y empleando la bacteria Bacillus subtilis GB03. No obstante
que ésta cepa bacteriana se caracteriza por promover el crecimiento de Arabidopsis
via la produccion de los VOCs 2,3-butanediol y la acetoina (Ryu y col. 2003), Zhang
nos muestra que el aumento en la concentracion de clorofila en las plantas es debido
a un aumento en las expresion de los genes FRO2 e IRT1, (requeridos para la
reduccion y captacion de Fe por parte de las plantas), y que esta relacionada con
una acidificacion del medio por el efecto de compuestos volatiles &acidos,
probablemente acido glioxlico, acido 3-metil butanoico y acido acético dietil. En un
trabajo reciente, se muestra que los VOCs de esta misma cepa inducen la
acumulacion de aceites esenciales y promocion del crecimiento medida como
aumento de area foliar y peso fresco en plantas de Ocimum basilicum pero sin
identificar el compuesto responsable o el mecanismo de accién involucrado (Banchio
y col. 2009). En nuestro caso, fue imposible encontrar una variaciéon en el pH del

medio debido a la presencia de la bacteria en cualquiera de los experimentos.

En el presente trabajo se analizaron por cromatografia de gases los VOCs
producidos por A. agilis UMCV2 en dos medios de cultivo distintos (agar nutritivo y
medio LB) sin encontrarse el acido glioxilico, acido 3-metilbutanoico ¢ acido
dietilacético, sin embargo no se descarta que el aumento en la concentracién de la
clorofila en plantas de M. truncatula sea debida a un variacion en la expresion de

genes relacionados a la toma de Fe por las plantas.

Dentro del perfil de volatiles de A. agilis en cultivo puro tanto en AN como en LB,
encontramos la dimetilhexadecilamina. Este compuesto Illamé mucho nuestra
atencion ya que en los experimentos de interaccion planta-microorganismo aumenté
mucho su abundancia relativa pasando de un promedio de 1 % en cultivo puro a 8.4
% en tratamientos de interaccion planta-bacteria. Este resultado apunta a un
reconocimiento de la planta por parte de la bacteria que en respuesta modifica su

perfil de compuestos volatiles incrementando la emision de dimetilhexadecilamina
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que en este sentido actua como una molécula sefal para la comunicacién planta
bacteria, mas aun, la semejanza estructural relativa de la dimetilhexadecilamina con
las N-acilo homoserina lactonas y las alcamidas también fue interesante, ya que
estos ultimos compuestos han mostrado tener un efecto en el desarrollo vegetal
semejante al observado en el presente trabajo (Ortiz-Castro y col. 2008; Lopez-Bucio
y col. 2006). Debido a lo anterior consideramos a la dimetilhexadecilamina un
candidato natural a ser responsable del efecto que causaron los VOCs de A. agilis

sobre las plantas y se probé como compuesto puro.

Por otro lado, los métodos de analisis de volatiles que empleamos en los ensayos de
interaccion planta-bacteria no permiten detectar la presencia de CO, que
seguramente genera la bacteria, y no descartamos que este CO, pudiera tener algun
efecto en la planta, sin embargo los efectos inhibitorios que encontramos en el
desarrollo de la raiz y el follaje de la planta en ensayos con in6culos elevados de A.
agilis, no son compatibles con los efectos que se esperarian de un aumento en la
concentracion de CO,. De cualquier forma los ensayos realizados con
Dimetilhexadecilamina en forma pura, permiten separar el posible efecto que tuviera

el CO, generado por las bacterias sobre las plantas.

Las concentraciones de dimetilhexadecilamina probadas en ensayos con M. sativa (1
a 64 pM) lograron capturar curvas de comportamiento dosis respuesta tipo gaussiano
para los parametros medidos de longitud de los brotes, longitud de la raiz primaria y
biomasa total (en base a peso fresco), siendo que tanto las concentraciones
cercanas a 1 UM tuvieron efectos promotores del crecimiento sobre todo en la raiz

primaria y en la biomasa total, y concentraciones arriba de 16 yM fueron inhibitorias.

El incremento en la concentracion de clorofila, promovido por el perfil completo de
VOCs de A. agilis en plantas de M. trucatula no fue consistentemente observado en
los ensayos realizados con dimetilhexadecilamina como compuesto puro en nuestro
sistema M. sativa-A. agilis UMCV2. Aunado a esto la concentracion de
dimetilhexadecilamina que produjo una proliferacion de raices laterales en M. sativa
comparable a la proliferacion observada en los experimentos con la gama completa

de VOCs de A. agilis generada en los experimentos de cajas petri divididas e
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inoculada con 50 pL de indculo, fue demasiado elevada (16 uM) como para esperar

que se alcanzara de forma natural en dichos experimentos.

Estas ultimas observaciones nos indican que probablemente existe uno o mas VOCs
producidos por A. agilis que estan induciendo los efectos no observados en los
experimentos con dimetilhexadecilamina como compuesto puro y que no fuimos

capaces de detectar con nuestra metodologia analitica.

Como ya hemos mencionado anteriormente, Ryu y colaboradores (2003) reportaron
que Bacillus subtilis GB03 fue capaz de promover el crecimiento vegetal en
Arabidopsis via la produccion del VOCs 2,3-butanediol, en un sistema de
compartimientos separados comparable al nuestro, en el que dosis bajas del
compuesto inducen un aumento en el area foliar de las plantas mientras que dosis
altas producen una ligera reduccién del area foliar. Otros efectos de inhibicion del
crecimiento de las plantas via VOCs bacterianos han sido reportados en sistemas
que emplean A. thaliana y diversas bacterias (Vespermann y col. 2007; Kai y col.
2008). Sin embargo en estos sistemas no se reporta el efecto de los compuestos
definidos 0 no sobre la biomasa de la planta y su desarrollo en general y menos aun
en programas de desarrollo en particular como el de la arquitectura de la raiz. En
este sentido el presente trabajo no solo extiende efectos de los VOCs bacterianos en
plantas a nuevos sistemas planta- microorganismo y nuevos VOCs en si, sino que
profundiza en el estudio de la interaccion planta microorganismo via sefalizacion

bioquimica y representa un avance cualitativo en este tipo de estudios.

Una perspectiva de este trabajo es el estudio de las vias de sefalizacion por medio
de las cuales la dimetilhexadecilamina actua en plantas. Para este propdsito debiera
evaluarse la conveniencia en un cambio del modelo de estudio (M. sativa-A. agilis
UMCV2) por otro mejor estudiado, que ofrezca mas herramientas metodologicas
como son las lineas de plantas mutadas en genes conocidos, una proposicion seria a

emplear el modelo Arabidopsis-A. agilis UMCV2 (Ver Resultados Adicionales ).

La dimetilhexadecilamina produce efectos tanto inhibitorios como promotores del

crecimiento en plantas y en un intervalo de concentraciones (1 a 8 uM) tipico de las
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fitohormonas (Ortiz-Castro y col. 2008; Lopez-Bucio y col. 2006), mas aun, la
dimetilhexadecilamina muestra tener un efecto preponderantemente en la raiz,
situacion especialmente interesante si se considera que este compuesto es
producido por una rizobacteria en interaccion con una planta y que el mismo

compuesto también tiene actividad sobre la bacteria que lo produce.

Independientemente de que la dimetilhexadecilamina no tiene semejanza estructural
con los compuestos autoiductores que se conoce son funcionales en bacterias gram
positivas tales como las furanonas halogenadas y los péptidos (Williams y col. 2007),
la dimetilhexadecilamina podria estar funcionando en un sistema de control
poblacional de retroalimentacién negativa sobre la A. agilis, ya que concentraciones
arriba de 3.0 yM también inhiben fuertemente el crecimiento de la bacteria, al menos
cuando el compuesto puro es agregado al medio de cultivo de la bacteria. Es muy
interesante que el intervalo de concentraciones de promociéon del crecimiento y de
inhibicion de la dimetilhexadecilamina sea el mismo para las plantas y para la
bacteria. Esto abre la posibilidad de que la dimetilhexadecilamina constituya una via
de comunicacion planta-bacteria y que ademas proporcione una ventaja competitiva
a la rizobacteria al expandir la superficie de la raiz que constituye su nicho ecolégico
y a la planta al promover su crecimiento. La dimetilhexadecilamina forma parte de un
perfil de volatiles producido por B. subtilis Gg con alta actividad contra hongos
fitopatéogenos (Liu y col. 2008) por lo que es posible que las plantas lo reconozcan
como un compuesto “deseable” en una PGPR por su probable contribucion al control

de patogenos.

El control biolégico en nuestro pais y en el mundo esta resultando ser una mejor
alternativa que los fungicidas comerciales y convencionalmente usados, ya que
sabemos que provocan diversas consecuencias perjudiciales en el suelo y otros
microorganismos no patdgenos que se encuentren circundando a la planta, no asi los

agentes biologicos.

La existencia y el uso de compuestos de origen microbiolégico y en particular de
origen bacteriano para la represion de otros microbios indeseables no son nuevos.

Pseudomonas spp. producen metabolitos secundarios tales como antibidticos o
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siderdforos que suprimen el crecimiento de patégenos de plantas. Entre el amplio
rango de compuestos producidos por esta bacteria tenemos fenazinas, pirrolnitrina,
oomicina A, geldanamicina, pioluteorina, piocianina y 2-4 diacetilfloroglucinol
(Dilantha y col. 2005; Garbeva y col. 2011).

La bacteria A. agilis UMCV2 produce dimetilhexadecilamina y a diferencia de lo
anteriormente mencionado éste se trata de un compuesto volatil, pero también en la
literatura ya se han reportado compuestos volatiles con actividad antimicrobiana, ya
que en 1994 Dilantha y Linderman reportan que Pseudomonas spp. producen un
compuesto volatil (sin caracterizar) con naturaleza antifungica contra Phytophthora
vignae. Los compuestos volatiles producidos por los microorganismos y en especial
por las bacterias estan resultando ser una buena alternativa para el biocontrol de
cuerpos patdégenos que atacan a nuestros cultivos, mas tarde el mismo autor lo
demuestra (Dilantha y col. 2005), en donde nos presenta una serie de aislados de
Pseudomonas spp. provenientes de plantas de canola y garbanzo en donde
encuentra que volatiles de cierta naturaleza como aldehidos, alcoholes y cetonas, y
especificamente el n-decanal mostré tener una fuerte inhibicion sobre el crecimiento
de Sclerotinia sclerotiorum. Los autores también mencionan que los volatiles de
estas bacterias reprimen el crecimiento del hongo en tres niveles, esclerocio, el
micelio y abate el desarrollo de las estructuras de reproduccion como lo son las

ascosporas.

Otra perspectiva del trabajo es analizar los efectos de la dimetilhexadecilamina en
otros microorganismos incluyendo hongos fitopatdégenos. Resultados preliminares no
publicados muestran un potente efecto de la dimetilhexadecilamina sobre los
fitopatogenos Botrytis cinerea y Phythopthora cinnamomi (Ver Resultados
adicionales IlI). Demostrar un efecto de la dimetilhexadecilamina sobre fitopatdgenos
abre la puerta para analizar el empleo de la sustancia para control de plagas, o0 mas

directamente emplear a la PGPR A. agilis UMCV2 como agente de control bioldgico.

Se desconoce con precision como es que la dimetilhexadecilamina reprime el
crecimiento del B. cinerea y de P. cinnamomi. Ya hemos mencionado que la

dimetilhexadecilamina es una amina terciaria que presenta propiedades antifungicas,
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pero no es la unica molécula con esta naturaleza quimica, ya que Robinson y
colaboradores en 1989 reportan que el compuesto volatil denominado trimetilamina
(una amina terciaria) inhibe la germinacion (1ug), el crecimiento hifal y la formacion
de antrosporas en el hongo fitopatogeno Geotrichum candidum en cantidades de
micro-gramos de trimetilamina, experimento analizado por cromatografia de de
gas/espectrometria de masas. Sumandose a esta lista compuestos como el alil
alcohol, cianuro de hidrégeno, amonio y algunos aldehidos alifaticos con

caracteristicas antifungicas.

Hasta el momento no existe una explicacion clara sobre como es que la
dimetilhexadecilamina ademas de presentar fuertes afectos antifungicos también es
capaz de promover el crecimiento vegetal, ya que las moléculas conocidas con este
potencial presentan diferente naturaleza y estructura quimica. Ryu y colaboradores
en otro de sus trabajos nos muestran como los volatiles de Bacillus spp. Ademas de
promover el crecimiento de Arabidopsis thaliana también inhiben el crecimiento de
Erwinia carotovora (Ryu y col. 2003b), siendo la dimetilhexadecilamina la segunda

molécula reportada con éste doble propdsito.

A. agilis UMCV2 produce una gama de compuestos volatiles de los cuales al menos
uno, la dimetilhexadecilamina, modifica el desarrollo radicular y de los brotes de
plantas y que lo hace en concentraciones micromolares, pudiendo promover o inhibir
el crecimiento de las plantas dependiendo de la concentracion, de esta forma
extendemos conocimientos previos a cerca del efecto de los VOCs de rizobacterias

principalmente sobre Arabidopsis.

En sintesis: en el presente trabajo se muestra que A. agilis UMCV2 produce un
conjunto de compuestos organicos volatiles, de los cuales al menos uno, la
dimetilhexadecilamina puede actuar como disparador de un efecto promotor del
crecimiento vegetal en plantas de M. sativa. En nuestro conocimiento es la primera
vez que se demuestra que un compuesto organico volatil es capaz de actuar como
sefal tanto en la modulacion del crecimiento de plantas como de bacterias. Las rutas
de senalizacion por medio de las cuales actua el compuesto son desconocidas y el

estudio de las mismas a nivel molecular es una perspectiva de este trabajo, otra
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perspectiva es el estudio del efecto de loa dimetilhexadecilamina sobre otros
microorganismos, en especial los fitopatdgenos. Este trabajo propone que la
comunicacion planta-bacteria a travées de compuestos volatiles el cual
probablemente se lleve en la rizosfera, comunicacion importante tanto para modular
la arquitectura de la raiz de las plantas asi como la dinamica de las poblaciones

bacterianas.
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13.RESULTADOS ADICIONALES (1)

LA DIMETILHEXADECILAMINA MODULA EL CRECIMIENTO DE Arabidopsis
thaliana POR MEDIO DE UN MECANISMO RELACIONADO A LA VIA DE
SENALIZACION DEL JASMONATO
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SENALIZACION DEL JASMONATO
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Resumen

El crecimiento y desarrollo de las plantas, esta regulado por sustancias quimicas que
en conjunto ejercen una compleja interaccion para cubrir las necesidades de la
planta, se trata de las hormonas vegetales. Estas hormonas, median la comunicacion
intercelular en las plantas. Se han establecido diversos grupos de hormonas
vegetales en las que tenemos a las auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico
y el etileno. Las amidas son otro grupo de compuestos naturales de las plantas y se
ha visto que ejercen un efecto sobre el desarrollo de la raiz por vias de sefalizacion
en donde se involucran las hormonas vegetales. La dimetilhexadecilamina es una
amina terciaria unida a una cadena hidrocarbonada saturada de 16 atomos, ademas
es un compuesto organico volatil (VOCs) producido por la rizobacteria A. agilis
UMCV2, este compuesto presenta semejanza quimica con las alcamidas. En nuestro
modelo de estudio con A. thaliana en un sistema de compartimentos separados en
cajas de Petri pudimos observar que los VOCs emitidos por la rizobacteria UMCV2
aumentaban la biomasa de plantas de A. thaliana de manera significativa en relacion
a un tratamiento sin bacteria y a otro tratamiento en presencia de la bacteria E. coli
DH5a (control: 0.14 mg, UMCV2: 0.27 mg y DH5a: 0.22 mg), ademas aumentaban la

concentracion de clorofila en las plantas de A. thaliana. Usando concentraciones
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micromolares se pudo apreciar como las concentraciones mas bajas del compuesto
(0,75 y 1,5 pM) incrementan la longitud de la raiz primaria y el peso fresco de la
planta y a partir de una concentraciéon de 3 uM (3,6 y 12 yM) la longitud de la raiz
primaria se ve disminuida de manera casi exponencial, lo mismo ocurre con el peso
fresco de A. thaliana. Por la semejanza estructural con compuestos como las
alcamidas y ademas por los efectos observados son muy parecidos a los producidos
por éstas, decidimos usar A. thaliana AM8 (drrl), mutantes resistentes a alcamidas
(N-isobutil decanamida). Observamos en éste experimento que presentan resistencia
al compuesto en concentraciones de 0.75, 1.5y 3 uM en comparacion al control WS.
Al aumentar la concentracién a 6 yM se observa una notable disminucion de la raiz
primaria en A. thaliana AM8 y el genotipo silvestre WS por igual. Ya que nosotros
pudimos observar un claro incremento de la longitud y densidad de los pelos
radicales, decidimos usar A. thaliana Jar1 (jasmonic acid resistant 1), mutantes
afectadas en el paso de catalizacién por la conjugasa JAR1 (Shan y col. 2007), paso
de la ruta biosintética del AJ. A. thaliana Jar1 en presencia de la
dimetilhexadecilamina mostraron resistencia a la promocion del crecimiento de la
longitud de la raiz primaria, no asi las plantas control, en donde una concentracion de
1.5 uM de la amina incremento la talla de la raiz en al menos un 20%. Al probar 3
diferentes aminas que difieren en la longitud de atomos de la cadena
hidrocarbonada: dimetiloctilamina C8, dimetildecilamina C10 y dimetilhexadecilamina
C16, observamos que la dimetiloctilamina en presencia de las plantas de A. thaliana
col-0 generd un alargamiento de la raiz primaria a una concentracion de 0.6 a 2.5
MM. La dimetildecilamina por su parte no generd una promocion del crecimiento de la
raiz primaria en las concentraciones usadas y se observé una disminucion de la raiz
al aumentar la concentracion. De la misma forma la dimetilhexadecilamina genero un
aumento en el crecimiento en la raiz primaria de plantas de A. thaliana a una
concentracion de 1.2 uM, que posteriormente el crecimiento se ve disminuido al
aumentar la concentracion. En sintesis, el presente trabajo muestra que la
dimetilhexadecilamina es un VOC producido por A. agilis UMCV2 y actua de forma
similar a un fitorregulador en A. thaliana, promoviendo el aumento de biomasa y

crecimiento de la raiz de plantas de A. thaliana a concentraciones bajas, pero
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inhibiendo dicho crecimiento a concentraciones altas, y ademas la longitud del de la
cadena hidrocarbonada de la dimetilhexadecilamina afecta la intensidad de la
respuesta de la planta al compuesto y que probablemente el mecanismo de
sefalizacion en la planta que opera esta promocion del crecimiento esta relacionada

con la via de sefializacion del acido jasmonico.

Palabras clave: Compuestos organicos volatiles, Arthrobacter agilis, amina, acido

jasmonico.

INTRODUCCION

El crecimiento y desarrollo de las plantas, esta regulado por cierto numero de
sustancias quimicas que en conjunto, ejercen una compleja interaccion para cubrir
las necesidades de la planta, se trata de las hormonas vegetales.

Se denomina hormona a cualquier sustancia organica especifica, efectiva a bajas
concentraciones, y que es elaborada por las células en una parte del organismo vy
transportada a otra parte del mismo, donde ejerce su accion produciendo un efecto
fisiologico especifico (Solomon y col. 1987).

El comportamiento de ciertas sustancias vegetales parecia ser lo suficientemente
similar a las hormonas animales como para justificar el uso del término hormona
vegetal o fitohormona. Numerosos fisidlogos vegetales prefieren la denominacion
‘reguladores de crecimiento” o “fitorregulador” a manera de incluir tanto los
compuestos naturales de origen enddgeno o exégeno como los sintéticos, que
modifican el crecimiento y desarrollo vegetal (Aloni 2007).

Las hormonas median la comunicacion intercelular en las plantas, para ello las
células poseen receptores, que son proteinas especificas. EI complejo hormona-
receptor es la forma activa de una hormona. Todas las hormonas vegetales son de
pequefio tamanfo, -entre 28 y 346 Da- comparadas con las animales que las animales
pueden llegar a pesar 25.000 Da (Solomon y col. 1987).

Se han establecido diversos grupos de hormonas vegetales en las que tenemos a las
auxinas, giberelinas, citocininas, acido abscisico (y sus derivados) y el etileno
(Sokolova y col. 2011).
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El primero de ellos, las auxinas son sustancias estimulantes del crecimiento, fueron
estudiadas por primera vez en 1931 por investigadores holandeses que aislaron dos
acidos reguladores del crecimiento (auxina—a y auxina—b, obtenidas de la orina
humana y de cereales, respectivamente). Posteriormente notaron que las
mencionadas sustancias poseian propiedades similares al acido indol-3—acético
(AIA), compuesto que actualmente se considera como la auxina principal de las
plantas y encontrando sobre todo en tejidos en crecimiento activo. Todos estos
compuestos derivan en los vegetales del aminoacido triptéfano (Aloni 2007).

Las giberelinas son otro grupo de reguladores del crecimiento de las plantas, fue
descubierto por investigadores japoneses en relacion con la enfermedad, del arroz
denominada "Bakanae" (Semillas bobas) (Kurosawa 1926). En esta enfermedad las
plantas afectadas se hacen excesivamente altas y son incapaces de sostenerse por
si mismas, la combinaciéon de la subsiguiente debilidad y el dafo del parasito,
provocan eventualmente la muerte de la planta. El organismo causante de la
enfermedad es la Gibberella fugikuroi, y en 1926, se observé que los extractos del
hongo, eran capaces de iniciar los sintomas de la enfermedad cuando se aplicaban a
las plantas de arroz sanas. Posteriormente se aislé una sustancia cristalizada, a la
que se llamé "Giberilina". En la actualidad se han detectado varias clases de
giberilinas de las que la mitad proceden del hongo citado y la otra mitad de plantas
superiores (Pérez-Barraza y col 2008).

En las citocininas (causantes de citoquinesis), la actividad de éstas, no se reduce tan
solo a la divisién celular en un tejido per se., también regulan el tipo y la frecuencia
de produccioén de 6rganos, asi como su posicion y forma, proceso de senescencia y
rejuvenecimiento, efectos sobre los cotiledones, organogénesis entre otras funciones
(Solomon y col. 1987).

El etileno desde hace muchos afios se sabe que induce respuestas de crecimiento
en las plantas; en 1932, se demostr6 que manzanas almacenadas inhibian el
crecimiento de brotes de patatas almacenadas con ellas. El etileno es un gas que
generalmente se produce como resultado del metabolismo celular, que se encuentra

en frutos maduros. Todas las partes de una planta son potenciales productoras, pero

74



]
Andlisis de la comunicacién bioquimica Medicago spp.-Arthrobacter agilis | 2011

especialmente es liberado desde raices, apices de tallo, nudos, flores senescentes y
frutos maduros (Takahashi 1986).

El etileno reune propiedades que nos permiten considerarlo como un regulador del
crecimiento vegetal, ya que interviene directamente sobre la maduracion de frutos,
floracién, abscision, expresidn sexual, crecimiento de la plantula, sintesis en
condiciones de estrés y ademas estimula el crecimiento de pelos radicales entre
otras funciones (Aloni 2007).

Existen ademas de éstos reguladores de crecimiento otro grupo de compuestos que
han llamado la atencion en los ultimos afios 10 afos por su efecto sobre las plantas,
tal es el caso de las amidas. Las amidas son compuestos naturales de las plantas y
no son tan abundantes. Un ejemplo interesante de este grupo de compuestos es el
de las alquilamidas o alcamidas que comprenden un grupo de aproximadamente 70
estructuras conocidas y distribuidas a lo largo del reino vegetal. Desde el punto de
vista biogénico, las alcamidas representan una clase distinta de productos naturales
que se forma al combinar dos diferentes rutas metabdlicas (Molina-Torres y col.
2004).

Estan constituidas por la union de un acido graso, de longitud de cadena de mediana
a larga que puede ser de ocho a dieciocho carbonos generalmente alifatica o lineal,
unida a una amina proveniente de algun aminoacido por descarboxilacion al
momento de condensacion. Dependiendo del numero de enlaces o ligaduras dobles
que presenten, las alcamidas se han dividido en dos grupos principales: alcamidas
alifaticas, que tienen solo dobles ligaduras, y alcamidas acetilénicas, con al menos
una triple ligadura, y las que presentan anillos homo o heterociclicos que se
observan principalmente en la familia Piperaceae (Molina-Torres y col. 1999).

Las alcamidas alifaticas son las mas importantes para el metabolismo secundario y
de aquellas utilizadas mayoritariamente por el hombre. Las alcamidas son
consideradas como compuestos bioactivos, esto es, una pequefa cantidad de estos
compuestos presenta una respuesta notable en las células receptoras. Se
manifiestan en unos cuantos grupos de plantas, de los cuales los mas importantes
estan presentes en las familias Asteraceae, y Solanaceae, mas especificamente en

las especies de Capsicum (chiles) y en la familia Piperaceae (familia de la pimienta).
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Cada una de ellas tiene caracteristicas individuales pero es interesante que sus
moléculas bioactivas presenten estructuras quimicas relacionadas. Las alcamidas
alifaticas han demostrado su eficacia como compuestos medicinales, saborizantes e
incluso en control biolégico, por o que son un grupo de metabolitos de gran interés
actual (Molina-Torres y col. 1999).

Sin embargo, se desconocia si estan implicadas en la regulacion de procesos
morfogénicos de las plantas. Sus efectos en los programas del desarrollo vegetal se
han estudiado mediante la aplicacion exdogena de alcamidas purificadas o
sintetizadas a cultivos in vitro de Arabidopsis thaliana. Entre los procesos regulados
por las alcamidas estan la alteracion de la estructura meristematica en la raiz
primaria, la estimulacion de la division y diferenciacion celular, evidenciadas por la
formacion de érganos de novo en tejidos foliares y radiculares, y por la presencia de
tricoblastos, que son células diferenciadas en la epidermis de la raiz, conocidas
como pelos radiculares (Lopez-Bucio y col. 2007). Ademas inducen la proliferacion
de raices adventicias en explantes de tallos de Arabidopsis (Campos-Cuevas y col.
2008).

La N,N-Dimetilhexadecilamina es una amina terciaria unida a una cadena
hidrocarbonada saturada de 16 carbonos, ademas es un compuesto organico volatil
(VOC) producido por la rizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2, este compuesto
presenta semejanza quimica con las alcamidas, mostrando su actividad promotora
del crecimiento vegetal sobre plantulas de Medicago sativa (Velazquez-Becerra y col.
2011). Por esta razén decidimos en este trabajo analizar los efectos que produce
sobre el desarrollo en general en plantas modelo como A. thaliana y encontrar la via

de senalizacion que pudiera estar tomando para generar dichos efectos.

MATERIALES Y METODOS

-Material Vegetal.

Se usaron semillas de plantas de Arabidopsis thaliana de la linea Columbia-0 y WS

(genotipos silvestres), AM8 (decanamide resistant root [drr1]) y Jar1 (Jasmonic acid
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resistant) proporcionadas por el laboratorio de biologia del desarrollo vegetal del IQB

de la UMSNHI. Las semillas se almacenaron a 4 °C hasta su uso.
-Cepa Bacteriana.

La cepa usada fue Arthrobacter agilis UMCV?2, aislada de suelo ligeramente acido pH

6.8 (Valencia-Cantero y col. 2007). Y la gram negativa E. coli DH5a.
-Efecto de A. agilis UMCV2 sobre A. thaliana.

Las semillas de A. thaliana se esterilizaron superficialmente con alcohol al 70 % por 8
min, se lava con agua estéril y se pasa a hipoclorito de sodio al 20 % por 2 min,
posteriormente se enjuaga con agua estéril 5 veces. De esta manera las semillas se
colocan en cajas de Petri divididas estériles, 25 por caja en medio nutritivo Murashige
& Skoog (MS) mas 10 g de agar, la mescla se homogeniza a pH 7 y se esteriliza en
una autoclave a 120 °C/15 min. El medio de vierte en un lado de la caja de Petri. En
la otra mitad de la caja se agrega agar nutritivo (AN) y se inocula con la rizobacteria
UMCV2, se colocan en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz/8 h
oscuridad, intensidad de luz 200 umol m? s™ a 22 + 1°C, el experimento se mantiene

durante 10 dias.

-Efecto de Dimetilhexadecilamina el crecimiento de A. thaliana.

El compuesto dimetilhexadecilamina se adquirié de la compania SIGMA-ALDRICH
(CAS: 112-69-6), el cual se mezclé en medio nutritivo MS mas agar 10 g por litro en
cajas de Perti, adicionado con dimetilhexadecilamina. Como ya mencionamos con
anterioridad, las semillas de A. thaliana se esterilizan y colocan 10 semillas en estas
cajas petri por 10 dias en camara de crecimiento. Cuando se emplearon semillas de
A. thaliana Col-0 las concentraciones de dimetilhexadecilamina usadas fueron de 0,
0.75, 1.5, 3, 6 y 12 uM. Para A. thaliana AM8 fueron de 0, 0.75, 1.5, 3, y 6 uM y para
A. thaliana Jar1 fueron de 0, 1.5, 3, 4.5, 6, 7.5 y 9 uM de dimetilhexadecilamina.
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-Efecto de diversas aminas sobre el crecimiento de A. thaliana.

Las aminas dimetiloctilamina (CAS: 7378-99-6), dimetildecilamina (CAS: 1120-24-7)
y dimetilhexadecilamina (CAS: 112-69-6), se adquirieron de la compafia SIGMA-
ALDRICHRr. En medio nutritvo MS adicionado con agar/10 g por litro pH 7
(esterilizado) se colocaron estas aminas en cajas de Perti, las concentraciones
usadas fueron de 0, 0.6, 1.2, 2.5, 5 y 10 uM para cada una de ellas. Como ya
mencionamos con anterioridad, las semillas de A. thaliana Col-0 se esterilizan y

colocan en estas cajas petri por 10 dias en camara de crecimiento.

-Analisis estadistico.
Todos los experimentos se realizaron en replicas de 4, al menos 2 veces cada
experimento. Se uso el paquete estadistico STATISTICA de startsoft, aplicando una

ANOVA y una prueba de Duncan (significancia de 0.05).

RESULTADOS

Arabidopsis thaliana es un importante organismo modelo para el estudio en la
biologia de la planta, ya que actua como una especie modelo en los estudios de
fisiologia vegetal, biologia molecular y la genética. Su uso como especie modelo se
facilita por su corto tiempo de generacion en el laboratorio, por
la produccion de grandes cantidades de semillas y por su reproduccion que
principalmente se realiza por la autofecundacion (Franczois y col. 2008). Por esta
razon decidimos utilizar esta planta para nuestro trabajo.

La rizobacteria A. agilis UMCV2 produce un compuesto volatil Illamado
dimetilhexadecilamina, el cual produce cambios morfoldgicos en la arquitectura de la
raiz y la parte aérea de plantas de M. sativa (Velazquez-Becerra y col. 2011). Por
esta razon decidimos probar de primera instancia el efecto que genera la presencia
de los VOCs de A. agilis UMCV2 en plantas de A. thaliana.
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Figura 1. Crecimiento de A. thaliana por los VOCs producidos por A. agilis UMCV2. Empleando cajas
petri divididas, se sembrd en un lado de la caja un A. thaliana y del otro la bacteria A. agilis UMCV2.
Diez dias de exposicion. Control (a), A. agilis UMCV2 (b), E. coli DH5a (c), peso fresco de 30 plantas
(d) y concentracion de clorofila (e). Diez dias de exposicion. Los resultados se analizaron mediante un
analisis de varianza seguido de una prueba de rango multiple de Ducncan (p < 0.05; n = 4), las letras
denota significancia estadistica entre tratamientos.

En un sistema de compartimentos separados en cajas de Petri pudimos observar que
los VOCs emitidos por la rizobacteria UMCV2 aumentaban la biomasa de plantas de
A. thaliana de manera significativa en relacion a un tratamiento sin bacteria y a otro
tratamiento en presencia de la bacteria E. coli DH5a (control: 0.14 mg, UMCV2: 0.27
mg y DH5a: 0.22 mg) (Figura 1a-d). Ademas de esto, también se pudo observar que
también mediante los VOCs de la rizobacteria UMCV2 aumentaban la concentracién

de clorofila en las plantas de A. thaliana (Figura 1e), fendmeno visto con anterioridad
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en el sitema experimental M. truncatula-A. agilis UMCV2 (Velazquez-Becerra y col.
2008).

Con estos resultados hasta el momento, nos dimos a la tarea de probar los efectos
de la dimetilhexadecilamina en el medio de cultivo sobre A. thaliana Col-0. Usamos
concentraciones micromolares, ya que los compuestos de elevada actividad biolégica
como las amidas se manejan en estos rangos. Pudimos apreciar como las
concentraciones mas bajas del compuesto (0,75 y 1,5 uM) incrementan la longitud de
la raiz primaria y el peso fresco de la planta (Figura 2a-c), y a partir de una
concentracion de 3 uM (3,6 y 12 uM) la longitud de la raiz primaria se ve disminuida
de manera casi exponencial, lo mismo ocurre con el peso fresco de A. thaliana
(Figura 2b y 2c).

Con estos ultimos resultados mostrados nos surgid el interés por descubrir cual
podria ser la manera por la cual la dimetilhaxadecilamina estuviera actuando en
plantas a las cuales ha alterado su desarrollo. Por la semejanza estructural con
compuestos como las alcamidas y ademas por los efectos observados son muy
parecidos a los producidos por éstas, decidimos usar A. thaliana AM8 (drrl)
(Morquecho-Contreras y col. 2010) mutantes resistentes a alcamidas (N-isobutil
decanamida).

Al analizar los efectos generados por la dimetilhexadecilamina en la raiz primaria de
plantas de A. thaliana AMS8, se vio que presentan resistencia al compuesto en
concentraciones de 0.75, 1.5 y 3 yM.en comparacion al control WS. Al aumentar la
concentracion a 6 uM se observa una notable disminucién de la raiz primaria en A.
thaliana AM8 vy el genotipo silvestre WS por igual (Figura 3a).

Por los efectos vistos sobre los pelos radiculares (PR) en la planta de A. thaliana,
otra de las posibilidades que tenemos es que la dimetilhexadecilamina esté
trabajando por vias de sefalizacion alternas a las de las alcamidas, pudiera estarse
tratando de via del acido jasmonico (AJ), ya que nosotros pudimos observar un claro
incremento de la longitud y densidad de los PR. Por eso decidimos usar A. thaliana
Jar1 (jasmonic acid resistant 1), mutantes afectadas en el paso de catalizacién por la
conjugasa JAR1 (Shan y col. 2007), paso de la ruta biosintética del AJ.
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Figura 2. Crecimiento de A. thaliana por dimetilhehadecilamina (C16) en concentraciones uM. El
panel ‘@’ muestra fotografias representativas del crecimiento de A. thaliana, Longitud de la raiz
primaria (b) y peso fresco (c). Diez dias de exposicion. Los resultados se analizaron mediante la
prueba de ANOVA seguida de una prueba de Duncan (p < 0.05; n = 10), las letras denota
significancia estadistica entre tratamientos.

En nuestro trabajo pudimos observar que las plantas de A. thaliana Jar1 en
presencia de la dimetilhexadecilamina mostraron resistencia a la promocion del
crecimiento de la longitud de la raiz primaria. No asi las plantas control Col-0 (Figura
3c), en donde una concentracion de 1.5 uM de la amina incremento la talla de la raiz
en al menos un 20%, sin embargo al aumentar la concentracion de la amina (3, 4.5,

6, 7.5y 9 uM) la planta Col-0 disminuye notablemente la longitud de la raiz primaria,
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mientras que las plantas mutantes de A. thaliana Jar1 presentan cierta resistencia a

la dimetilhexadecanamina (Figura 3b).
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Figura 3. Efecto de dimetilhexadecilamina sobre el crecimiento de A. thaliana. La
dimetilhexadecilamina se uso a diversas concentraciones en pM. El panel (a) muestra longitud
de la raiz primaria de A. thaliana Ws y su mutante AM8, (b) longitud de la raiz primaria de A.
thaliana Col-0 y su mutante Jar1. Las barras representan errores estandar. Los asteriscos
representan diferencia significativa con base en una prueba det a < 0.05 (n=10).

Las plantas también tienen la capacidad de percibir diferencialmente moléculas
sefal. Existen compuestos que ademas de las alcamidas presentan una similitud con
la dimetilhexadacanamina, se trata de las acil homoserina lactonas (AHLs). Son
moléculas producidas por las bacterias gram negativas y utilizadas para una
comunicacion bacteria-bacteria. Las AHLs pueden variar la longitud de su grupo acilo

de 4-18 atomos de carbono (Reading y Sperandio 2006).
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Control 0.6uM 1.2 uM 2.5uM 5uM 10uM

Figura 4. Efecto en el crecimiento de A. thaliana por diversas aminas a concentraciones uM.
Crecimiento de A. thaliana en presencia de dimetiloctilamina (a), Crecimiento de A. thaliana en
presencia de dimetildecilamina (b) y Crecimiento de A. thaliana en presencia de
dimetilhexadecilamina (c), 10 dias de exposicion. Esto es una imagen representativa del
experimento.

Ya se ha visto también que las plantas de A. thaliana pueden detectar esos cambios
en las AHLs y responder de manera diversa a estas variaciones tan sutiles (Ortiz-
Castro y col. 2008). Por eso, decidimos probar 3 diferentes aminas que difieren en la
longitud de atomos de la cadena hidrocarbonada: dimetiloctilamina C8,
dimetildecilamina C10 y dimetilhexadecilamina C16.

Los resultados fueron muy claros, la dimetiloctilamina en presencia de las plantas de
A. thaliana col-0 generd un alargamiento de la raiz primaria a una concentracion de
0.6 a 2.5 uM (Figura 4a y Figura 5a), después de esta concentracion se presenta una
represion del crecimiento. Sin embargo, en este mismo tratamiento se observa un
aumento en la densidad de las raices laterales a partir de una concentracién de 1.2
MM, reflejandose también estos efectos de crecimiento en el peso fresco de la planta
(Figura 4a 'y Figura 5b y c).
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La dimetildecilamina no gener6 una promocioén del crecimiento de la raiz primaria en
las concentraciones usadas y se observo una disminucion de la raiz al aumentar la
concentracion (Figura 4b y Figura 5d). Si se aprecia de manera clara un aumento en
la densidad de raices laterales en las concentraciones de 1.2, 2.5, 5y 10 yM de

dimetildecilamina (Figura 5e).
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Figura 5. Efecto en el crecimiento de A. thaliana por diversas aminas a concentraciones uM. Panel a,
d, g, longitud de la raiz primaria de A. thaliana expuesta a dimetiloctilamina, dimetildecilamina y
dimetilhexadecilamina respectivamente. Panel b, e, h, densidad de raices laterales en A. thaliana
expuesta a dimetiloctilamina, dimetildecilamina y dimetilhexadecilamina respectivamente y panel ¢, f, i,
peso fresco total de A. thaliana expuesta a dimetiloctiiamina, dimetildecilamina vy
dimetilhexadecilamina respectivamente. 10 dias de exposicién. Los resultados se analizaron mediante
la prueba de ANOVA seguida de una prueba de Duncan (p < 0.05; n = 10), las letras denota
significancia estadistica entre tratamientos.

De la misma forma la dimetilhexadecilamina generé un aumento en el crecimiento en
la raiz primaria de plantas de A. thaliana a una concentracion de 1.2 uM, que
posteriormente el crecimiento se ve disminuido al aumentar la concentracion (Figura
4c y Figura 5g). De la misma forma que en los casos con la dimetiloctilamina y la
dimetildecilamina, se vio aumentado la densidad de raices laterales a una
concentracion de 1.2 y 2.5 uM de dimetilhexadecilamina (Figura 4c y Figura 5h), y

también una aumento de peso fresco a estas mismas concentraciones (Figura 5i).
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Algo muy importante a destacar, es que el potencial del efecto generado por las
aminas incrementa al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada del acido
graso, ya que para generar una represion en el crecimiento de la raiz primaria con la
dimetiloctilamina se requiere una concentracion de 5 pM, en cambio para la

dimetildecilamina se requieren 2.5 yM (Figura 4).

DISCUSION

La rizobacteria A. agilis UMCV2 fue aislada de la rizosfera de maiz y destaca su
capacidad para solubilizar hierro para la planta (Velazquez-Becerra 2007). En un
perfil de compuestos volatiles emitidos por la bacteria, encontramos la presencia de
la dimetilhexadecilamina, es una amina terciaria con una cadena de 16 atomos de
carbono y dos radicales metilo préximos al grupo amino. Tanto la bacteria como la
amina que produce se ha visto tiener la propiedad de incrementar la biomasa en
plantas de P. vulgaris, M. sativa y M. truncatula (Valencia-Cantero y col. 2007,
Velazquez-Becerra y col. 2008; Velazquez-Becerra y col. 2011). Existia la posibilidad
que la emision de los volatiles de la bacteria también alteraran el desarrollo de la
planta de A. thaliana, ya que como habiamos visto con anterioridad, ejerce un efecto

sobre diversos vegetales.

La concentracion de tanto de la bacteria como la de compuesto son menores para
ejercer un efecto promotor y uno represor, esto debido que la planta de A. thaliana es
de menor talla que las plantas de P. vulgaris, M. sativa y M. truncatula en las cuales
ya que habia probado los efectos. Las hormonas (reguladores de crecimiento
vegetal) integran el crecimiento, desarrollo y actividades metabdlicas en los distintos

tejidos de una planta y son tipicamente activas en cantidades muy pequefias.

Como las auxinas, giberelinas y citocininas tienen una forma muy especial de actuar,
por ejemplo la auxina como el AIA en concentraciones bajas promueven el
crecimiento de las raices secundarias y de las raices adventicias. En
concentraciones mas altas, inhiben el crecimiento del sistema principal de raices, y
de manera similar otras fitohormonas actuan. La dimetilhexadecilamina es un

compuesto que presenta caracteristicas como las anteriormente mencionamos, ya
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que también tiene un efecto contrario si se encuentra a una concentracion baja o

alta.

A concentraciones bajas la dimetilhexadecilamina promueve el crecimiento de la raiz
primaria y promueve el desarrollo de raices laterales de A. thaliana y a
concentraciones altas la reprimen (Figura 2a, Figura 4a-c). Con esto no se sugiere
que la dimetilhexadecilamina pudiera ser un fitorregulador, en este sentido, un
aspecto muy interesante a corroborar, es la presencia de este compuesto de forma
endogena en la planta. Quizds mas probablemente la dimetilhexadecilamina pudiera

estar mimetizando los efectos de algun otro fitorregulador.

La alcamidas son metabolitos secundarios de las plantas y se encuentran en al
menos 10 familias (Ramirez-Chavez y col. 2004). Otro aspecto muy relevante es que
las alcamidas pueden influenciar el desarrollo de las plantas de manera muy
parecida a la vista por la dimetilhexadecilamina. La afinina es una alcamida que a
concentraciones bajas aumenta el desarrollo de la raiz primaria y proliferacion de
raices laterales y pelos radicales, mientras que altas concentraciones de afinina
ejercen un efecto represor (Ramirez-Chavez y col. 2004; Morquecho-Contreras y col.
2010). A. thaliana AM8 es una planta mutante resistente a los efectos producidos por
alcamidas como la N-isobutil decanamida, pero en nuestro trabajo no mostro una
resistencia a la dimetilhexadecilamina, teniendo un comportamiento practicamente
indistinguible de su linea parental A. thaliana WS. Fue muy claro que a una
concentracion elevada de 6 uM la dimetilhexadecilamina produjo una considerable

reduccion de la raiz primaria para ambas lineas de plantas.

Existe evidencia genética que indica que las alcamidas pueden ser percibidas por las
plantas para modular la arquitectura de las raices y los procesos relacionados con la
senescencia, posiblemente mediante la interaccion con la via de senalizacion del
acido jasmoénico (Méndez-Bravo y col. 2010a y 2010b, Morquecho-Contreras y col.
2010). El acido jasmonico esta implicado en diversos procesos como la germinacion,
crecimiento de la raiz, fertilidad y senescencia. Por eso también resulté necesario
usar plantas de A. thaliana Jar1 y analizar el comportamiento con la

dimetilhexadecilamina, encontrando que las plantas Jar1 mostraron una resistencia a
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las concentraciones bajas de dimetilhexadecilamina (Figura 3c y d). El metil
jasmonato enciende mecanismos de defensa en plantas de A. thaliana en presencia
de organismos patégenos, que en muchos casos se refleja en la promocién del

crecimiento vegetal (Cheong y Yang 2003; Jung y col. 2007).

Las plantas en general pueden diferenciar entre moléculas de igual naturaleza, como
el caso de las AHLs. Mathesius y colaboradores en el 2003 reportan que plantas de
trebol pueden diferenciar entre una AHL proveniente de Sinorhizobium meliloti y una
proveniente de P. aeruoginosa y reaccionar de manera diferente. A thaliana también
puede reaccionar a diferentes AHLs, en un trabajo realizado en el 2008 se vio que la
N-decanoil-HL es mas bioactiva que otras AHLs que variaban de 4-16 atomos de
carbono el grupo acilo (Ortiz-Castro y col. 2008), por eso usamos en este trabajo 3
diferentes aminas, sabiendo que moléculas de similar naturaleza pueden presentar

actividad diferente o nula.

En nuestros experimentos la molécula mas bioactiva fue la dimetilhexadecanamina,
por encima de la dimetiloctilamina y la dimetildecilamina, ya que a menores
concentraciones se produce un efecto promotor y a la misma concentracién la
represion es mayor (Figura a, b y c). No sabemos cual sea la relacion por el cual al
aumentar la longitud de atomos de carbono del acido graso también aumenta la
actividad de la molécula pero nos resulta muy interesante y estamos trabajando en
responder ésta y otras interrogantes que surgieron en el desarrollo del trabajo.
Regresandonos un poco al trabajo de Ortiz-Castro y colaboradores, han demostrado
que organismos procariontes pueden reaccionar a compuestos de origen bacteriano
y encontraron que plantulas de A. thaliana reaccionaban de manera diferencial a la
presencia de acilo homoserina lactonas (AHLs) con una longitud del grupo acilo de 4-
14 atomos de carbono. Encontrando que las AHLs de cadena corta (C4 y C6) no
presentaban actividad alguna en las plantulas, pero las AHLs de mayor longitud si
presentaron una elevada actividad dosis dependiente sobre la longitud de la raiz
primaria, densidad de raices laterales y pelos radiculares en las plantulas de A.

thaliana, dejando en claro que la longitud del grupo acilo puede determinar una baja
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o elevada bioactividad tal y como ha sucedido con las aminas que nosotros

probamos también plantulas de A. thaliana.

En sintesis, el presente trabajo muestra que la dimetilhexadecilamina un compuesto
volatil organico producido por A. agilis UMCV2, actua de forma similar a un
fitorregulador en A. thaliana, promoviendo el aumento de biomasa y crecimiento de la
raiz de plantas de A. thaliana a concentraciones bajas (0.75 y 2.5 pM), pero
inhibiendo dicho crecimiento a concentraciones mayores, que la longitud del grupo
acilo de la dimetilhexadecilamina afecta la intensidad de la respuesta de la planta al
compuesto y que probablemente el mecanismo de sefalizacion en la planta que
opera esta promocion del crecimiento esta relacionada con la via de senalizacion del

acido jasmonico.
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14.RESULTADOS ADICIONALES (II)

EL COMPUESTO VOLATIL DIMETILHEXADECILAMINA PRODUCIDO POR LA
RIZOBACTERIA Arthrobacter agilis INHIBE EL CRECIMIENTO DE LOS
MICROORGANISMOS PATOGENOS Botrytis cinerea Y Phytophthora

cinnamomi
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Resumen

Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos como Botrytis cinerea y los
oomicetos como Phytophthora cinnamomi limitan fuertemente la produccién agricola.
El control de estas plagas se realiza empleando fungicidas como el Captan, cuyos
efectos en la salud humana son controversiales. En el presente trabajo se encontrd
que la rizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2 produce compuestos organicos
volatiles (VOCs) que inhiben el crecimiento de B. cinerea. Se conoce que uno de los
VOCs producidos por A. agilis es la dimetilhexadecilamina (DMHDA), y que
compuestos de semejante naturaleza quimica como las alcamidas presentan una
actividad antimicrobiana. Como compuesto puro, la DMHDA inhibié dramaticamente
el crecimiento de B. cinerea y P. cinnamomi a partir de concentraciones de 50 uM,
mostrando una actividad inhibitoria superior a la del Captan. La DMHDA también
inhibié el crecimiento de Trichoderma virens y T. atroviride pero de forma discreta.
Aminas de origen lipidico de 4, 8, 10, 12 y 14 carbonos en su cadena hidrocarbonada
fueron probados en su actividad inhibitoria mostrando que una fuerte actividad

inhibitoria esta relacionada a una longitud de cadena de al menos 12 carbonos.
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Palabras clave: Compuestos organicos volatiles, dimetilhexadecilamina,

Arthrobacter agilis, compuesto antifungico.

INTRODUCCION

Uno de los factores que limitan mas fuertemente la produccién agricola son las
enfermedades producidas por hongos y oomicetos fitopatdégenos. En el mundo las
pérdidas anuales en los cultivos agricolas debido a enfermedades causadas por
hongos fitopatdgenos van del 10 al 15%. Dentro de los agentes fitopatdgenos que
causan mayor afectacion a los cultivos tenemos a los géneros de hongos Botrytis y
de oomicetos Phytophthora (Elad et al., 2007).

Una alternativa para combatir a las enfermedades causadas por hongos
fitopatogenos es emplear microorganismos promotores del crecimiento vegetal que
antagonicen a los agentes infecciosos. Dentro de los mas empleados estan los
hongos del género Trichoderma, que antagonizan a otros hongos mediante procesos
de micoparasitismo (parasitar a los otros hongos) y la produccién de toxinas
antifungicas (Howell 2003). Adicionalmente, existen una amplia variedad de bacterias
capaces de antagonizar hongos por mecanismos diversos, como son la produccion
de sideréforos (Santoyo et al., 2010) produccién de antibiéticos (Valencia-Cantero et
al., 2005) y competencia por espacios de colonizacién en las raices (Handelsman vy
Stabb 1996). Recientemente se ha demostrado que algunas bacterias producen
compuestos organicos volatiles (VOCs) con un fuerte efecto antifungico (Xu et al.,
2004; Zou et al., 2007), sin embargo la identificacién de dichos VOCs y el estudio de
su actividad antifungica como compuestos puros no ha sido siempre posible (Kai et
al., 2007; Liu et al., 2008).

Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria que fue aislada de la rizésfera de plantas
de maiz, su efecto promotor del crecimiento vegetal ha sido caracterizado en plantas
de frijol y de alfalfa (Valencia-Cantero et al., 2007; Veldzquez Becerra el al., 2007) ya
sea por su capacidad para solubilizar hierro en condiciones de escasez de este metal
0 por su capacidad para producir compuestos organicos volatiles que estimulan el
crecimiento vegetal (Velazquez-Becerra et al., 2011). En el presente trabajo

caracterizamos la actividad antifungica de la dimetilhexadecilamina (DMHDA), una
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amina terciaria unida a una cadena hidrocarbonada saturada de 16 carbonos, que es
un VOC producido por A. agilis UMCV2, mostrando su actividad supresora de
hongos fitopatdégenos B. cinerea y P. cinnamoni y su ligero efecto sobre los hongos
promotores del crecimiento T. virens y T. atroviride, comparandola con la actividad de

otros agentes antifungicos y otras aminas hidrocarbonadas.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos usados

Se utiliz6 el hongo fitopatdgeno de B. cinerea, el oomyceto fitopatdbgeno P.
cinnamomi (Damian-Badillo et al., 2010), el hongo promotor del crecimiento vegetal
T. virens Gv 29-8 y T. atroviride (Contreras-Cornejo et al., 2009) y la rizobacteria A.
agilis UMCV2 (Valencia Cantero et al., 2007). Los hongos y el protozoario se
mantuvieron en medio papa dextrosa agar (PDA), para ser propagados o inoculados,
un fragmento cuadrado de 0.25 cm de lado de un cultivo ya establecido fue cortado y
colocados sobre nuevas placas de PDA e incubados a 25 °C en obscuridad. A. agilis
UMCV2 fue mantenida en agar nutritivo (AN), resembrada por estriado e incubada a
25 °C en obscuridad.

Efecto de los VOCs de Arthrobacter agilis UMCV2 en el crecimiento de Botrytis
cinérea.

Para la determinacion del efecto de los volatiles de A. agilis sobre B. cinerea se
emplearon cajas de Petri divididas de manera que se evité el contacto de ambos
microorganismos y de sus metabolitos no volatiles. En una mitad de la caja con
medio PDA se inocul6 un fragmento de un cultivo de B. cinerea, en la otra mitad de la
caja con AN se estri¢ a la bacteria A. agilis UMCV2 o se dejo sin inocular (condicion
control). Las cajas fueron incubadas por cinco dias después de los cuales se midio el

diametro mayor de las colonias de B. cinerea.
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Extraccion de dimetilhexadecilamina en Arthrobacter agilis UMCV2.

Con la finalidad de saber si A. agilis UMCV2 almacena DMHDA dentro y en qué
cantidad se producia en la bacteria realizamos una extraccion enfocada al
compuesto haciendo una adaptacion de los métodos descritos por Burkhardt et al.
2001 y Gonzalez-Gomez et al. 2009. En breve: 35 mg (aprox) de células bacterianas
previamente crecidas 3 o 5 d en AN fueron colectadas, el paquete celular fue
adicionado con 1 ml de buffer de fosfatos (fosfato de potasio monobasico 0,05 M pH
8,0) y sonicado por 15min: La mezcla fue centrifugada a 7 mil rpm por 5 min y
posteriormente fueron tomados 500 ul de sobrenadante a los cuales se les
adicionaron 500 pL de buffer de fosfatos, 300 ul de cloroformo y 25 yl de KOH 1M.
La mezcla se agitd por 5 min, y posteriormente se adicion6é con 700 ul de acetato de
etilo y agité por 10 min. La mezcla produjo 2 fases, se extrajo la fase organica,
misma que fue evaporada a temperatura ambiente en un chorro de Ny, la pastilla
resultante fue resuspendida en 50 ul de diclorometano, de los cuales 2 uL fueron
inyectados en cromatégrafo de gases acoplado a un detector de masas (GC-MS)
empleando una columna columna HP-5 MS de 30m x 0,25mm (ID) y 0,25 uym de
espesor de fase. Las rampas de temperatura fueron las siguientes: la temperatura
inicial del horno fue de 150°C 3 min, con incrementos de de 5°C/min min hasta llegar
a una temperatura final de 278°C por 5 min. La temperatura del inyector y detector
fueron de 270 y 300°C respectivamente.

Las extracciones se realizaron a las 24, 48 y 72hrs de crecimiento de la bacteria. La
concentracion de DMHDA se cuantific6 empleando una curva de calibracion
elaborada con un estandar comercial de DMHDA y determinando la densidad
bacteriana por centrifugacion 5 min a 3 mil rpm para luego medir el volumen y la

masa bacteriana.

Efecto de dimetilhexadecilamina sobre foliolos de Fragaria xananassa.

Se usaron plantas de Fragaria spp de 3 meses de edad a las cuales se le cortaron
cuidadosamente los foliolos para esterilizarlos superficialmente en alcohol al 70% por
6min, mas hipoclorito de sodio al 20% por 8 min, posteriormente se enjuagan con

agua estéril 5 veces. Una vez desinfectados, los foliolos se colocaron en cajas de
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Petri que contenia medio MS estableciendo los siguientes tratamientos: 1solo el
foliolo, 2 el foliolo mas DMHDA 100 uM, 3 el foliolo mas B. cinerea mas DMHDA
100u M, y 4 el foliolo mas B. cinerea. Después de 8 dias de exposicion de midié el
diametro mayor de la colonia de hongos y se cuantificaron los puntos de necrosis

presentes en los foliolos.

Efecto de dimetilhexadecilamina y del captan sobre el crecimiento de Botrytis
cinerea, Phytophthora cinnamomi, Trichoderma virens y atroviride.

B. cinerea, P. cinnamomi, T. virens y atroviride se crecieron en medio papa dextrosa
agar (PDA) por un periodo de 5 dias a 25°C en la oscuridad. Posteriormente se tomé
un fragmento cuadrado de este cultivo de 0.25 cm de lado y se resembro
nuevamente en medio PDA adicionado con DMHDA, Metil-palmitato (MP),
butanamina (C4), dimetiloctilamina (C8), dimetildecilamina (C10), dimetildodecilamina
(C12), dimetiltetradecilamina (C14), dimetilhexadecilamina (C16) o el fungicida
Captan [N-(triclorometiltio) ciclohex-4-en-1,2—dicarboximida] en concentraciones de
0, 12, 25, 50 y 100 yuM por un periodo de 5 dias en la obscuridad. Después de este
tiempo se midid el diametro mayor de la colonia del hongo u oomiceto cémo
parametro de inhibicién del desarrollo de los microorganismos a consecuencia de los

compuestos usados.

Andlisis estadistico.

Todos los experimentos se repitieron de forma independiente dos veces y tuvieron 4
réplicas cada vez. Los resultados se analizaron mediante una prueba de t de Student
en el caso de comparacion de dos medias, o una prueba de ANOVA y una
separacion de medias por prueba de Duncan para comparaciones multiples (p <
0.05).

RESULTADOS
Efecto de los VOCs de A. agilis UMCV2 sobre B. cinerea.
En anos recientes se ha mostrado que algunos VOCs bacterianos tienen efecto

antifungico, con esto en mente en el presente trabajo, probamos el efecto fungistatico
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de los VOCs de Arthrobacter agilis UMCV2 sobre el fitopatégeno B. cinerea. A. agilis
UMCV?2 es una bacteria aislada de la rizosfera de maiz que ha mostrado promover el
crecimiento vegetal de frijol (Valencia-Cantero et al., 2007) y alfalfa por medio de la
emision de volatiles (Velazquez-Becerra et al., 2011).

Se realizd un coocultivo de A. agilis UMCV2 y B. cinerea en cajas divididas de forma
que se evitd el contacto fisico entre los dos microorganismos y sus metabolitos no
volatiles, al tiempo que compartieron el espacio de cabeza del sistema. Después de
5 dias de incubacion fue claro que las colonias de B. cinerea crecidas en coocultivo
con A. agilis UMCV2 tuvieron un crecimiento en el diametro de la colonia
aproximadamente 25 % menor que aquellas colonias del hongo crecidas en ausencia
de la bacteria, mostrandose que los VOCs de A. agilis producen una considerable
inhibicion en B. cinerea (Figura 1). Lo anterior prueba que A. agilis produce al menos
un VOC con propiedades fungistaticas, si bien probablemente en concentraciones
menores a las requeridas para efectuar una inhibicion total.

El analisis cromatografico realizado en un trabajo previo (Velazquez-Becerra et al.,
2011), mostro la presencia de DMHDA (formalmente N,N,-dimetilhexadecanamina)
en el perfil de VOCs producidos por A. agilis UMCV2, la DMHDA es un lipido
aminado con una cadena hidrocarbonada saturada de 16 carbonos, dado que existen
reportes que sefialan que lipidos aminados como la butanamina y Ia
dimetiloctalamina tienen efectos fungistaticos (Zou et al., 2007; Xu et al., 2004) se
hipotetizé que la actividad antifungica de los VOCs de A. agilis UMCV2 podria
deberse DMHDA.

Extraccion de DMHDA en A. agilis UMCV2

La presencia de la DMHDA fue corroborada en el presente trabajo. Se realizé una
extraccion de los lipidos de colonias de A. agilis UMCV2 crecidas 3 y 5 dias en AN.
El contenido de DMHDA en A. agilis significé un 4.8 £ 0.73 (EE) % de los lipidos
encontrados en colonias de 3 dias de crecimiento y un 2.5 + 0.12 % de los lipidos
encontrados en colonias de 5 dias de crecimiento. En términos de concentracion se
encontraron 5.15 £ 0.06 y 5.96 £ 0.10 yM de DMHDA en las colonias de 3 y 5 dias de

crecimiento respectivamente. También se detectdé la presencia de Ila
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dimetildodecadecilamina en las colonias de 3 y 5 dias de crecimiento, si bien en

cantidades traza (datos no mostrados).

Diametro mayor de la colonia (cm)

Cultivo axénico de B. cinerea Coocultivo de B. cinerea v A. agilis

Figura 1. Inhibiciéon del crecimiento de B. cinerea por los VOCs producidos por A. agilis UMCV2.
Empleando cajas petri divididas, se sembrd en un lado de la caja un fragmento de 0.25 cm de lado de
un cultivo en crecimiento de B. cinerea y en el otro se estrié a la bacteria A. agilis UMCV2. Después
de cinco dias de incubacién se midi6 el diametro mayor de las colonias de B. cinerea. Los paneles a 'y
b muestran imagenes representativas del crecimiento del hongo. El panel ¢ muestra el valor numérico
del diametro mayor de las colonias del hongo al finalizar el experimento. Los resultados se analizaron
mediante la prueba t de Student (p < 0.05; n = 4), el asterisco denota significancia estadistica entre
tratamientos.

Efecto de la DMHDA en el crecimiento de B. cinerea, y P. cinnamomi

Se analizé el efecto un estandar comercial de DMHDA a concentraciones de (0, 12,
25 50 y 100 uM) sobre el crecimiento de los fitopatégenos B. cinerea, y P.
cinnamomi. Como punto de referencia con los productos antifungicos usados en las
practicas agricolas, se probaron las mismas concentraciones de Captan, que es un

fungicida comercial ampliamente utilizado (Mullin et al., 2010) (Figuras 2 Ay 2B).
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Se encontré que la DMHDA inhibe fuertemente el crecimiento tanto de B. cinerea
como de P. cinnamoni. En caso de P. cinnamoni la inhibicion fue superior al 35% en
una concentraciéon de 12.5 yM mientras que concentraciones superiores mostraron
inhibiciones del crecimiento cercanas al 90% (Figura 2 C). En el caso de B. cinerea la
inhibicion fue muy parecida, una concentracion de 12 pyM inhibié fuertemente el
crecimiento de B. cinerea (27 %) y éste efecto incrementé al aumentar la
concentracion de la DMHDA hasta alcanzar una inhibicion superior al 70% (Figura
2D).

La DMHDA probo6 tener una actividad inhibitoria superior a la ejercida por el Captan,
tanto para B. cinerea como P. cinamommi, y en cada una de las concentraciones
ejercié una inhibicidn superior. Las colonias de B. cinerea crecidas en presencia de
DMHDA crecieron entre un 15 y un 30 % menos que las colonias de los hongos
crecidas en presencia de captan, dependiendo de la concentracién particular (Fig. 2C
y 2E), mientras que las colonias crecieron entre un 15y un 60 % menos en DMHDA
que en Captan (Fig. 2d y 2F). Lo anterior muestra que la DMHDA tiene un potencial
de inhibicion de patdégenos comparable favorablemente con uno de los compuestos

antifungicos mas usados.

Efecto de la DMHDA en el crecimiento de T.virens, y T. atroviride
Posteriormente, como una forma de determinar el efecto de la DMHDA sobre hongos
considerados como benéficos para el crecimiento vegetal, se probd su efecto sobre
T. virens y T. atroviride. Fue notorio que el efecto de la amina DMHDA fue menor
sobre T. virens que sobre los microorganismos fitopatégenos.

Una concentracion de 12 yM de DMHDA que caus6 una fuerte inhibicion del
crecimiento de P. cinnamoni y B. cinerea (de alrededor del 30 %), no gener6 una
inhibicion alguna de T. virens a la misma concentracion, y fue solo a 50 uM que se
produjo un ligero retraso en el crecimiento (7 %) comparada con los controles sin el
compuesto (Figura 3), mientras que la concentracion mas alta probada (100 pM)

generd una inhibicion de apenas alrededor del 15% sobre T. virens (Fig. 3C).
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Figura 2. Inhibicion del crecimiento de B. cinerea y P. cinnamomi por DMHDA y el Captan a
diversas concentraciones micromolares. Después de cinco dias de incubacién se capturaron las
imagenes y se midié el diametro mayor de las colonias. Los paneles A y B muestran imagenes
representativas de 4 cajas con B. cinerea y P. cinanamomi (respectivamente) sometidos a
concentraciones crecientes de DMHDA y Captan. Las graficas muestran el crecimiento del
diametro mayor de las colonias de B. cinerea sometidas a distintas concentraciones de DMHDA (C)
y Captan (E) y de P. ciannamomi expuesta a esos mismos compuestos (D y F respectivamente).
Las barras representan las medias +* error estandar (n = 4). Las letras son usadas para indicar que
las medias difieren estadisticamente segun la prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05).
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Para el caso de T. atroviride el efecto ocurri6 de manera similar, ya que las primeras
2 concentraciones probadas (12 y 25 pM) no inhibieron el crecimiento del hongo, y
solo a partir de 50 pM se produjo un retraso en el crecimiento de este
microorganismo cercano al 20%, pero a concentracion de 100 uM la inhibicidn llego
al 45 % (Fig. 3D).

El efecto que el Captan produjo en T. virens y T. atroviride fue mas efectivo que el de
la DMHDA sobre estos hongos. Se pudo observar que a diferencia de lo ocurrido con
la DMHDA, aun las bajas concentraciones de Captan (12 y 25 yM) reprimen el
crecimiento de éstos dos hongos si bien de manera discreta (entre 12 y 30 %), y
como era de esperarse las concentraciones mas elevadas causan una inhibicion
mayor que fue cercana al 50% (Fig. 3E y 3F). Lo anterior mostré que la DMHDA no
tiene un efecto general sobre todos los microorganismos y que si bien pudiera estar

actuando como sustancia toxica, no es un téxico con un efecto general.

Efecto de la DMHDA sobre la infeccion de F. anannasa por B. cinerea.

Para observar el efecto in vitro de la aplicacion de DMHDA sobre B. cinerea en
interaccion con uno de sus hospederos tipicos, foliolos de F. ananassa fueron
colocados en cajas petri con medio MS adicionados (0 no) con DMHDA a una
concentracion de 100 uM los cuales fueron infectados (o no) con B. cinérea.

Se encontrd que en las cajas Petri con los foliolos incluidos en medio con DMHDA, B.
cinerea fue incapaz de crecer sobre el medio de cultivo (MS) o sobre la lamina del
foliolo, y no produjo por tanto ninguna lesion sobre la lamina, sin embargo los foliolos
colocados encajas Petri con medio de cultivo sin DMHDA pero expuestos a B.
cinerea, crecieron tanto sobre el medio de cultivo como sobre la lamina del foliolo,
infectandolo y produciendo numerosos puntos necréticos sobre la lamina (Fig. 4D-F).
Estos datos muestran que la DMHDA in vitro es capaz de prevenir la infeccion de
plantas de F. ananassa por B. cinerea, y en este sentido actua como un fungicida en

el sentido agricola.
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Figura 3. Inhibicion del crecimiento de T. virens y T. atroviride por DMHDA y el Captan a diversas
concentraciones micromolares. Después de cinco dias de incubacion se capturaron las imagenes y se
midié el diametro mayor de las colonias. Los paneles A y B muestran imagenes representativas de 4
cajas con T. virens y T. atroviride (respectivamente) sometidos a concentraciones crecientes de
DMHDA y Captan. Las graficas muestran el crecimiento del diametro mayor de las colonias de T.
virens sometidas a distintas concentraciones de DMHDA (C) y Captan (E) y de T. atroviride expuesta
a esos mismos compuestos (D y F respectivamente). Bars represent the meantstandard error values
(n = 4) Letters are used to indicate means that differ significantly by a Duncan’s multiple range test
(p<0.05).
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Efecto del grupo amino y la cadena hidrocarbonada en la actividad antifungica
de los aminolipidos

Si bien hay algunos reportes que indican que compuestos como la butanamina vy la
dimetiloctalamina tienen efectos antifungicos, (Zou et al., 2007; Xu et al., 2004). No
esta claro el mecanismo por el que se ejerce este efecto, pero se ha sugerido que un
cambio en el pH del suelo causado por el grupo amino como posible explicacion
(Liebman y Epstein, 1994; Xu et al., 2004).

Con la finalidad de probar si el grupo amino, la cadena hidrocarbonada o ambos
elementos son necesarios para ejercer la fungistasis, se probaron diversas aminas
con una longitud de la cadena hidrocarbonada de 4 a 16 atomos de carbono, y al
metil palmitato como lipido no aminado sobre B. cinerea, P. cinnamomi, T. virens y T.

atroviride a una concentracion de 100 uM.
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Figura 4. Inhibicion del crecimiento de B. cinerea por DMHDA a 100uM. El panel A-Control (solo el
foliolo) B-Control positivo (el foliolo mas DMHDA) C-Tratamiento 1 (el foliolo infectado con B. cinerea
mas DMHDA) D-Tratamiento 2 (el foliolo infectado con B. cinerea) E- Diametro mayor de la colonia
(cm) y F-Numero de puntos necroéticos generados por B. cinerea. 8 dias de exposicion. Los resultados
se analizaron mediante la prueba de ANOVA seguida de una prueba de Duncan (p < 0.05; n = 4), las
letras denota significancia estadistica entre tratamientos.
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En B. cinerea y P. cinnamomi se vio tanto el MP como los aminolipidos C4, C8 y C10
inhibieron de forma muy discreta el crecimiento de estos microorganismos, pero al
incrementar la longitud de la cadena hidrocarbonada de la amina, también
incrementaba la inhibicion sobre B. cinerea y P. cinnamomi (Tabla 1). En P.
cinnamomi la represion fue mayor por efecto de las aminas con cadenas
hidrocarbonadas de C12 y C14 las cuales de hecho produjeron una represion total
del crecimiento. Lo anterior muestra que el grupo amino terciario no es suficiente
para causar un efecto represor del crecimiento y que una longitud de la cadena
hidrocarbonada entre C12 y C16 es fundamental. Por otro lado la adicion de metil
palmitato (con cadena hidrocarbonada C16) al medio, no produjo ningun efecto
inhibitorio en los hongos, y solo un efecto inhibitorio muy discreto en el oomiceto, lo
que sefala que ni la cadena hidrocarbonada larga ni el grupo amino por si mismos
son capaces de producir la inhibicion del crecimiento causada por la DMHDA (Tabla
1).

En los hongos del género Trichoderma el comportamiento fue muy interesante, en el
sentido de que las aminas hidrocarbonadas de cadena larga (C12, C14 y C16) que
causaron una fuerte represion en fitopatégenos, en T. virens y atroviride provocaron

una inhibicién considerablemente menor (Tabla 1).

Tabla 1. Crecimiento del diametro (cm) de colonias de B. cinerea, P. cinnamomi, T. virens y T.
atroviride en medio PDA adicionado con diversos I|’pidosT

Microorganismo Control MP Cc4 C8 C10 C12 Cl4 C16
B. cinerea 7,1a 6,1a 6,5a 6,1a 5,6a 3,8b 2,4b 2,7b
P. cinnamomi 7,6a 6,5¢c 6,9b 5,3e 5,9d Og Og 2,4f
T. virens 7,9a 7,6a 7,2b 4,8d 5,7c 5,7c 5,3cd 5,4c
T. atroviride 7,9a 8a 7,8a 6c 6,9b 4,2d 2,8e 5,4c

"Metil-palmitato (MP), Butanamina (C4), Dimetiloctilamina (C8), Dimetildecilamina (C10),
Dimetildodecilamina (C12), Dimetiltetradecilamina (C14) y DMHDA (C16). A una concentracion
represora de 100uM. Después de 5 dias de incubacion se midi6 el diametro mayor de las colonias en
centimetros. Los resultados se analizaron mediante prueba de ANOVA y separacion de medias por
prueba de (p < 0.05; n = 4), las letras denotan significancia estadistica entre tratamientos.
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DISCUSION

El estudio de las propiedades fungistaticas de los VOCs bacterianos es un area en
desarrollo. Existen algunos trabajos pioneros que muestran que las bacterias del
suelo en su conjunto (Xu el al., 2004) y algunos aislados bacterianos en particular
(Liu et al., 2008; Zou et al., 2007) son capaces de producir VOCs con actividades
supresoras contra los hongos nematéfagos Paecilomyces lilacinus, Pochonia
chlamydospora y Clonostachys rosea.

En nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que A. agilis UMCV2 es una PGPR,
y que ademas es capaz de promover el crecimiento de Medicago sativa mediamente
la emision de VOCs (Velazquez-Becerra et al.,, 2011), ademas de haberse
demostrado su capacidad para vivir como enddfita colonizando la raiz y los tejidos
aeéreos de varias leguminosas sin ser deletéreo (Avilés-Garcia et al., 2010). Por lo
que en este trabajo decidimos explorar su capacidad para inhibir el crecimiento de
microorganismos fitopatdégenos.

Nuestros resultados de experimentos de coocultivo en cajas Petri de
compartimientos separados, muestran que los VOCs producidos por A. agilis UMCV2
ejercen una inhibicion moderada, cercana al 25 % medida como crecimiento en
diametro de la colonia de B. cinerea y 45 % medida como superficie de la colonia del
hongo, que resulté ser muy consistente.

El analisis cromatografico realizado en un trabajo previo (Velazquez-Becerra et al.,
2011), mostré la presencia de 2,5-Dimethyl pirazina en proporciones elevadas dentro
del perfil de los VOCs de A. agilis, asi como cantidades menores de DMHDA (N,N,-
dimetilhexadecilamina octalamina). La 2,5-Dimethyl pirazina es producida por una
gran cantidad de bacterias del suelo, sin embargo no ha mostrado actividad
fungistatica. Xu et al. (2004) encontraron que la trimetilamina y la N,N,-
dimetiloctalamina estuvieron presentes en 30 suelos con fuerte actividad fungistatica
y que en forma pura, estas mismas substancias, también inhibieron la germinacién
de las esporas y el crecimiento del micelio de los hongos nematdéfagos P. lilacinus, P.
chlamydospora y C. rosea. En un trabajo posterior Zou et al. (2007) probaron los
VOCs dominantes de 32 aislados bacterianos con actividad inhibitoria sobre esporas

y micelio de esos mismos hongos, determinando que la 1-butanamina, causa una
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inhibicion total de P. lilacinus, y P. chlamydospora a concentraciones de 43 y 60 uM
respectivamente.

La misma DMHDA ha sido reportada como parte de la mezcla de VOCs producida
por Bacillus subtilis G8, una rizobacteria capaz de inhibir el crecimiento micelial de
diversos hongos fitopatdgenos, si bien no se habia atribuido papel alguno a la
DMHDA en esta actividad antifungica (Liu et al., 2008).

En el presente trabajo corroboramos la presencia de la DMHDA en las colonias de A.
agilis UMCV2 crecidas en AN de 3 a 5 dias, encontrando que constituyen entre el 2.5
y 4.8 % de los lipidos de A. agilis UMCV2 y que alcanzan concentraciones cercanas
a 6 uM en la colonia. No fue sorprendente encontrar concentraciones relativamente
bajas de DMHDA en las colonias bacterianas ya que un trabajo previo mostré que la
DMHDA adicionado al AN en concentraciones de 1.5 uyM estimulé el crecimiento de
A. agilis UMCV2, pero en concentraciones de 6 yM o mayores (sin cuantificar la
DMHDA enddgena) inhibié el crecimiento de la bacteria, lo que nos llevé a proponer
que la DMHDA actua de manera semejante a un autoinductor que a concentraciones
bajas dispara el crecimiento poblacional y a altas concentraciones lo detiene
(Velazquez-Becerra et al., 2011). De cualquier forma, no es de esperarse que en los
experimentos de cocultivo en cajas Petri de compartimientos separados, la
concentracion de DMHDA producido por A. agilis UMCV2 presente en el espacio de
cabeza haya sido superior a 6 pM, y la inhibicion causada que los VOCs bacterianos
en B. cinerea, fue una inhibicibn moderada (colonias con un crecimiento en el
diametro 25 % menor al del control). No obstante lo anterior no puede descartarse la
presencia de otros compuestos volatiles aun no determinados y que tengan efectos
antifungicos, nuestro analisis de las colonias bacterianas reportaron concentraciones
menores que no pudieron ser cuantificadas con precisiéon de dimetildodecilamina,
VOC que en el presente trabajo mostré tener una actividad fungistatica aun mayor
que la DMHDA.

Sin embargo, los experimentos realizados con P. cinnamomi y B. cinerea a
concentraciones conocidas de DMHDA permitieron ver efectos claros de este

compuesto sobre el crecimiento de los fitopatégenos. Concentraciones de 50 y 100
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MM  produjeron fuertes inhibiciones en el crecimiento de los fitopatdgeneos,
especialmente en P. cinnamomi.

En nuestras condiciones experimentales, la DMHDA mostré un potencial mayor que
el fungicida comercial Captan, ya que todas las concentraciones de DMHDA
generaron una inhibicién superior a la del Captan sobre el crecimiento micelial de B.
cinerea y P. cinnamomi (hasta 90% de inhibicion aproximadamente) (figura 2). Estos
resultados abren la posibilidad del empleo de la DMHDA como alternativa al uso de
fungicidas como el Captan, cuyas efectos carcinogénicos en mamiferos ha sido
demostrada y su efecto en seres humanos es controversial (Arce et al., 2010; Cohen
et al., 2010).

El género Trichoderma es ampliamente usado como agente de biocontrol por estar
formado por microorganismos micoparasitos (Howell 2003). Desde el punto de vista
biotecnolégico, fue muy interesante constatar que el efecto inhibitorio de la DMHDA
fue sensiblemente menor sobre los hongos promotores del crecimiento vegetal T.
virens y T. atroviride. Una concentracion de DMHDA de 50 uM, inhibe fuertemente a
los fitopatogenos de B. cinerea y P. cinnamomi, sin embargo produjo un efecto muy
discreto sobre T. virens y atroviride. Esta circunstancia si bien fue inesperada y
muestra que la DMHDA no es igualmente activa contra todos los hogos, también
puede ser ventajosa, ya que es posible considerar el uso de la DMHDA en
estrategias multifactoriales de control de pestes, que también contemplen a hogos
benéficos como los del género Trichoderma.

Foliolos de F. ananassa mantenidos en cajas Petri con medio MS adicionado con
DMHDA fueron completamente protegidos de la infeccion por B. cinerea mientras
que los foliolos en medio sin DMHDA fueron invadidos por el hongo mostrando
multiples puntos de necrosamiento. Este hecho aunado a que los foliolos de F.
ananassa no hayan sufrido dafo alguno al estar en contacto con medio con DMHDA,
nos hace pensar que la DMHDA podria usarse como un compuesto fungicida en el
sentido agricola, situacion aun por demostrarse en invernadero y campo.

Otra alternativa a explorar, es emplear no a la DMHDA directamente, sino a la
bacteria que la produce como una estrategia de control biolégico. Los experimentos

de cocultivo de B. cinerea y A. agilis UMCV2, muestran que la concentracion de los
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VOCs producidos por A. agilis no es suficientemente elevada para provocar una
inhibicion total sobre el hongo in vitro, sin embargo in vivo pudiera ser diferente. Por
un lado, seria esperable que en la rizésfera la bacteria y el hongo entraran en
contacto fisico, lo que pudiera incrementar el efecto de la DMHDA sobre el hongo.
Por otro lado, se ha demostrado que la inhibicion bacteriana de hongos fitopatégenos
es mas fuerte cuando las bacterias se establecen con antelacién al hongo en un
cultivo, teniendo tiempo para producir sus metabolitos antes que el patdégeno
(Valencia-Cantero et al., 2005). En el caso de A. agilis UMCV2, esto también es una
ventaja potencial, ya que ésta bacteria ademas de ser rizosférica es endofitica
(Avilés-Garcia et al., 2010) y podria inocularse preventivamente en una planta antes
de que fuera infectada. Es claro que los puntos anteriores son hipétesis de trabajo,
mismas que actualmente estamos sometiendo a prueba.

El mecanismo por medio del cual la DMHDA ejerce su accion inhibitoria sobre los
microorganismos fitopatdégenos, permanece inexplicado. Se ha correlacionado un pH
alcalino en el pH de suelo con la capacidad fungistatica del mismo y asi se ha
propuesto que en suelos con concentraciones elevadas de aminolipidos, el grupo
amino puede conducir a la produccién de amonio y a una elevacién del pH y que esto
explicaria la inhibicion de los hongos fitopatdogenos (Liebman y Epstein, 1994; Xu et
al., 2004). Nuestros resultados sin embargo no apuntan en esa direccidon ya que
iguales concentraciones molares de aminolipidos no tuvieron el mismo efecto
inhibitorio sobre los fitopatogenos y en cambio la longitud de la cadena
hidrocarbonada del aminolipido si tuvo un fuerte efecto. Longitudes de la cadena
hidrocarbonada entre 12 y 16 C tuvieron el mayor efecto en los hongos y el oomiceto
probados, si bien la presencia del grupo amino terciario fue muy importante para que
el compuesto tuviera un efecto inhibitorio. EIl MP con cadena hidrocarbonada de 16 C
tuvo un efecto inhibitorio aunque muy discreto sobre los microorganismos probados.
Una posibilidad mas acorde con nuestros resultados es que la DNHDA y los
aminoilipidos C10 y C14 ejerzan inhibicion interfiriendo con la sintesis de acidos
grasos en los microorganismos actuando como analogos de los sustratos naturales
de esta via. Una situacion semejante se ha descrito en bacterias, donde los acidos

grasos insaturados de cadena larga, pero no los saturados, bloquean la enoil-acil
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proteina reductasa (Fabl) que es un componente esencial en la ruta de sintesis de
los acidos grasos bacterianos (Zheng et al, 2005).

Kai y col. (2007) sefalan que un mismo compuesto puede tener actividad fungistatica
diferencial en distintos organismos debido a que los sitios de reaccion de un
compuesto pueden ser distintos o inexistentes en otros hongos o bien debidos a
diferentes habilidades para detoxificar compuestos supresores en cada hongo.
Considerando la conocida versatilidad metabdlica del género Trichoderma, nosotros
proponemos la hipotesis de que T. virens y T. artroviride tienen mayor capacidad de
evadir el efecto inhibitorio de las aminas hidrocarbonadas de cadena larga, que de
otro modo tendria un efecto inhibitorio general sobre los hongos y el oomiceto.

En conclusion, en el presente trabajo hemos identificado a la DMHDA como un VOC
producido por la rizobacteria A. agilis UMCV2 capaz de inhibir fuertemente y a dosis
bajas el crecimiento de B. cinerea uno de los hongos fitopatdgenos mas ampliamente
distribuido y a P. cinnamomi, un oomiceto igualmente importante como fitopatégeno.
El mecanismo por medio del cual causa esta inhibicion no esta claro, pero la
evidencia apunta a un efecto toxico dependiente de la longitud de la cadena
hidrocarbonada y la presencia del grupo amino terciario. EI hecho de que la DMHDA
tenga efectos discretos sobre T. virens y T. atroviride, y sea producida por una
bacteria endofitica, sugiere que podria ser utilizada en estrategias integrales de
control de plagas que involucre el uso de bioinculantes, hipdtesis que actualmente

esta siendo probada.
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