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RESUMEN

El hierro es esencial en procesos redox celulares y biosintesis de clorofila, su
biodisponibilidad es reducida en suelos alcalinos. Las estrategias para la
adquisicion de hierro en plantas son insuficientes para aliviar el estrés inducido por
la deficiencia, evidenciado la importancia de los microorganismos rizosféricos.
Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria PGPR que induce mecanismos de
adquisicion de hierro en plantas. Resultados obtenidos en este estudio demostraron
que los compuestos volatiles de la cepa UMCV2 inducen cambios fisiologicos y
morfolégicos en las plantulas de M. truncatula, por lo que resulté interesante
estudiar el tipo de metabolitos que se inducen en respuesta a los compuestos
bacterianos y al estrés por deficiencia de hierro. Se utilizaron las plataformas GC-
MS, DLI-ESI-MS y UPLC-ESI-MS para determinar si los compuestos volatiles de
Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el metaboloma de Medicago truncatula
promoviendo la tolerancia de la planta al estrés por deficiencia de hierro. Se
realizaron andlisis de metabolitos en plantulas de M. truncatula crecidas en
suficiencia y deficiencia de hierro y en interaccion con los compuestos volatiles de
A. agilis UMCV2 durante 10 dias, en un sistema de compartimentos separados. Este
estudio provee evidencia sobre el papel de A. agilis UMCV2 en la modulacién de
compuestos involucrados en la tolerancia al estrés por deficiencia de hierro en
plantas de M. truncatula, esto mediante la alteracion del metabolismo que favorece
el incremento de metabolitos involucrados en la respuesta de defensa, movilizacién

de hierro y comunicacion planta-microorganismo.

Palabras clave: Deficiencia de Fe, Compuestos volatiles bacterianos,

Espectrometria de masas (MS), Arthrobacter agilis UMCV2



ABSTRACT

Iron is essential in cell redox reactions and chlorophyll biosynthesis, its bioavailability
is usually low in alkaline soils. Strategies for the acquisition of iron in plants are
insufficient to alleviate the stress induced by the deficiency, evidencing the
importance of rhizospheric microorganisms. Arthrobacter agilis UMCV2 is a
rhizobacterium PGPR that induces iron acquisition mechanisms in plants. Results
obtained in this study showed that the volatile compounds of the UMCV2 strain
induce physiological and morphological changes in seedlings of Medicago
truncatula, so it was interesting to study the type of metabolites that induced in
response to bacterial compounds and iron deficiency. The GC-MS, DLI-ESI-MS and
UPLC-ESI-MS platforms were used to determine effect of volatile compounds of A.
agilis UMCV2 on modulation the metabolome of M. truncatula promoting the plant's
tolerance to iron deficiency stress. The metabolite analyzes were performed on
seedlings of M. truncatula grown in iron deficiency and deficiency and interacting
with volatile compounds of A. agilis UMCV2 for 10 days, in a separate compartment
system. This study provides evidence on the role of A. agilis UMCV2 in the
modulation of compounds involved in tolerance to iron deficiency stress in M.
truncatula, through changes in metabolism that favors the increase of metabolites
involved in the defense response, iron mobilization and plant-microorganism

communication.

Keywords: Fe deficiency, Volatile microbial compounds, MS, Arthrobacter agilis
UMCV2
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1. INTRODUCCION

En la actualidad la demanda por alimentos y la necesidad de incrementar el
rendimiento y la calidad de los cultivos, ha conducido a la aplicacion de grandes
cantidades de productos quimicos (fertilizantes y fitohormonas) con la finalidad de
incrementar la disponibilidad de nutrimentos y estimular el crecimiento de las plantas
(Zaman et al., 2015). La busqueda de alternativas sustentables para reducir la
aplicacion de compuestos quimicos en los cultivos y producir alimentos libres de
quimicos, ha hecho que los microorganismos de la rizosfera emerjan como

potenciales inductores del crecimiento.

El hierro (Fe) es requerido para procesos que sostienen la vida desde la respiracion
hasta la fotosintesis, donde participa en la transferencia de electrones a través de
reacciones redox reversibles. Entre los nutrimentos minerales esenciales requeridos
por las plantas, el hierro, junto con el P y N, representan las principales limitaciones
para la productividad de los cultivos en todo el mundo (Pii et al.,, 2015; Tsai y
Schmidt, 2017).

La exudaciéon de compuestos a través de las raices es un proceso importante y
determinante en la adaptacion de las plantas a la deficiencia de hierro en el suelo
(Canarini et al., 2019). Asi, las estrategias de crecimiento estan sincronizadas con
la excrecién de sustancias al medio; de tal forma que los exudados radiculares se
consideran como un mecanismo quimico, susceptible de ser modificado con

cambios del entorno de la planta.

A su vez, los microorganismos del suelo juegan un papel importante en la
mineralizacién y transformacién de los nutrimentos en la rizosfera (Marschner et al.,
2011). Al igual que lo hacen las plantas, los microorganismos son capaces de
influenciar la disponibilidad de nutrimentos a través de la secrecién de compuestos

gue solubilizan, quelan, reducen u oxidan.
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Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria PGPR que fue aislada en nuestro
grupo de trabajo y es endofita de plantas de M. truncatula (Aviles-Garcia et al.,
2016). A. agilis UMCV2 promueve el crecimiento vegetal mediante el incremento de
la biodisponibilidad de hierro (Valencia-Cantero et al., 2007), produccién del
compuesto volatil dimetilhexadecilamina (DMHDA) (Velazquez-Becerra et al., 2011)
y por la modulacion de los mecanismos de adquisicion de hierro en plantas
estrategia | y Il (Orozco-Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015;
Herndndez-Calderon et al., 2018; Montejano-Ramirez et al., 2018).

Si bien, los mecanismos moleculares mediante los cuales la UMCV2 promueve la
adquisicién de hierro en las plantas y estimula el crecimiento vegetal han sido
estudiados previamente, aun se desconoce si los compuestos volatiles de A. agilis
UMCV2 inducen la sintesis de metabolitos implicados en la tolerancia al estrés por
deficiencia de hierro en las plantas y si modulan la exudacién radicular. Para ello,
se utilizé como planta modelo a Medicago truncatula y se emplearon técnicas de
espectrometria de masas como GC-MS, DLI-ESI-MS y UPLC-ESI-MS para realizar

el perfilado metabolémico.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del hierro en las plantas

El hierro (Fe) es un microelemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las
plantas. El Fe es de especial importancia para las plantas debido a su capacidad
redox, caracteristica que lo hace un cofactor responsable para el transporte de
electrones y procesos cataliticos (Balk y Schaedler, 2014; Briat et al., 2015). Los
centros hierro-azufre son posiblemente el uso mas abundante del hierro como

cofactor y su participacion es clave en la fotosintesis y respiracion.

El Fe es esencial para las plantas debido a su participaciéon en la fijacion de CO:
que utiliza al hierro como un elemento clave en el trasporte de electrones a través
del complejo PSII-b6f/Rieske-PSI (Briat et al., 2015). En plantas superiores los
niveles del fotosistema | (12 Fe) y el complejo | (22 Fe) se regulan negativamente al
encontrarse en condiciones de deficiencia de hierro (Vigani et al., 2009). Este
microelemento también participa en otros procesos celulares como biosintesis de
clorofila, biogénesis de tilacolides, desarrollo del cloroplasto y trasporte de oxigeno
(Nishio et al., 1985; Kobayashi y Nishizawa, 2012).

Los suelos normalmente contienen altas cantidades de hierro, sin embargo, su
disponibilidad para las plantas se encuentra restringida debido al pH, el estado
redox y la composicion del suelo (Brancadoro et al., 1995). Las plantas requieren
de 10° a 10 M de hierro para su 6ptimo crecimiento, en suelos aireados o alcalinos
apenas excede 101° M (Frossard et al., 2000). Debido a la baja disponibilidad del
hierro en el suelo, su deficiencia se ha convertido en un problema alrededor del
mundo, donde mas de la tercera parte de los suelos arables son potencialmente

deficientes en hierro (Guerinot et al., 2007).

Se ha demostrado que el Fe es un factor limitante para la produccion de biomasa

vegetal, basta mencionar como ejemplos en fitoplancton (Martin y Fitzwater, 1988),



A. agilis UMCV2 modula el metaboloma de M. truncatula | Flores-Cortez, 2020

Arabidopsis thaliana (Ravet et al., 2009), tomate (Jin et al., 2009), espinaca (Jin et
al., 2013) y arroz (Takahashi et al., 2001). La clorosis inducida por la deficiencia de
hierro es un problema serio que conduce a la pérdida de la produccién y a una

calidad reducida en la produccion agricola (Kim y Guerinot, 2007).

El problema de la baja solubilidad del hierro en ambientes aerdbicos o de pH neutro
conlleva a una baja disponibilidad de este elemento para otros organismos, ademas
de las plantas. Este es un problema que concierne directamente a la nutricion
humana, como una consecuencia de una baja ingesta de hierro se tiene anemia, lo
que se manifiesta como fatiga y en los bebés puede presentarse tanto retraso en el

desarrollo como mental (Ilvanov et al., 2012).

Dado que las plantas son una fuente primaria de Fe para los humanos, comprender
los mecanismos por los cuales las plantas adquieren eficientemente Fe del suelo,
particularmente en condiciones deficientes de Fe, permitiria obtener cultivos con
mejor calidad nutricional de Fe, aliviando asi la desnutricion de éste mineral en los

humanos.

2.1.1 Mecanismos para la toma de hierro

En plantas que crecen en deficiencia de hierro, las hojas mas jovenes son las mas
afectadas por la condicion, presentan amarillamiento intervenal o clorosis. Las
plantas difieren en su respuesta al estrés por hierro. La respuesta es adaptativa en
la medida en que se producen cambios metabdlicos en el planta: (i) los iones de
hidrogeno se liberan de las raices, (ii) aumento de acidos organicos (particularmente
citricos) en la raiz, (jii) la tasa de reduccion (Fe3* a Fe?*) aumenta en la raiz, y (iv)
compuestos reductores se liberan en solucion de las raices de algunas plantas
(Brown y Ambler, 1973).

Las raices de las plantas afectadas por la deficiencia acidifican el medio a un pH

tan bajo como 3.7 (Hether et al., 1984), durante el proceso de acidificacion,
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sustancias reductoras de hierro son liberadas y movidas hacia la rizosfera. Tanto el
proceso de acidificacion como el de reduccion incrementan la solubilidad de Fe
aliviando con esto el estrés impuesto por la deficiencia.

2.1.1.1. Estrategias de adquisicion de hierro en plantas

Como fue mencionado con anterioridad, el hierro es un micronutriente esencial para
las plantas. En suelos aireados la mayoria del Fe no se encuentra disponible para
ser absorbido por las plantas debido a que es muy insoluble (Rémheld y Marschner,
1986). Las plantas han evolucionado varios mecanismos de adaptacion que

movilizan el hierro en la rizosfera.

Existen pocas formas de incrementar la solubilidad del hierro en la rizosfera para
incrementar su disponibilidad para las plantas: incremento en la reduccién de Fe3*
a Fe?*, disminucion del pH de la rizosfera y la solubilizacion de hierro mediante la
liberacion de compuestos quelantes producidos por las plantas. Estos mecanismos
adaptativos o inducibles son suprimidos cuando las necesidades de hierro son

satisfechas (Rémheld y Marschner, 1986).

De acuerdo a Rémheld y Marschner (1986) existen diferencias cualitativas en las
plantas entre genotipos para los mecanismos de adaptacion a la deficiencia de
hierro, estas diferencias pueden ser clasificadas en dos estrategias
filogenéticamente distintas. En la actualidad hay trabajos que demuestran la

presencia de componentes de la estrategia | en la estrategia Il.

En el 2018, Herndndez-Calderon et al. identificaron al transportador de hierro IRT,
el cual esta presente en plantas con estrategia | para la adquisicion de hierro, en
plantas de Sorgo (Sorghum bicolor) que pertenece a la estrategia Il. Dentro de los
resultados, se encontraron dos genes correspondientes a SbIRT1 y SbIRT2 los
cuales son inducibles por la deficiencia de hierro asi como los compuestos volatiles

de bacterias benéficas, patdgenas y comensales.
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En un trabajo previo, Castulo-Rubio et al. (2015) observaron que la rizobacteria
Arthrobacter agilis UMCV2 modula la trascripcion de FRO, una férrico quelato
reductasa que es componente de la estregia I, en plantas con estrategia Il mediante
la emision de compuestos organicos volatiles en condiciones de suficiencia y

deficiencia de hierro.

Esto demuestra que existen remanentes de la estrategia | en plantas que sufrieron
especiacion tiempo después, en el orden poales. De manera general, las plantas
pueden clasificarse como Estregas | y Il de acuerdo a su habilidad para la toma de

hierro, a continuacion se detallan estas estrategias.

a) Estrategia |

Las plantas dicotiledéneas y monocotiledéneas no gramineas son clasificadas como
Estrategia |, estas plantas exhiben al menos tres reacciones adaptativas que se
basan en la reduccién de hierro: 1) incremento en la reduccién de Fe3* a Fe?* en la
superficie de la raiz (Chaney et al., 1972), 2) extrusion de protones que promueven
la reduccion de hierro (Rémheld et al. 1984), y 3) la liberacién de sustancias

guelantes por las raices (Hether et al. 1984).

La estrategia | para la adquisicion de hierro comprende tres pasos principales:
solubilizacién de hierro, reduccion de Fe®* a Fe?* y la internalizaciéon del hierro
reducido. En Arabidopsis thaliana, en condiciones de deficiencia de hierro la
solubilizacion es principalmente mediada por una extrusién de protones (H*-
ATPasa) resultando en una acidificacion local de la rizosfera (Santi y Schmidt,
2009).

En la raiz de Arabidopsis, la reduccion de Fe3* a Fe?* es principalmente llevada a
cabo por la enzima Férrico Reductasa Oxidasa 2 (FRO2) de la familia FRO2, este
paso ha sido propuesto como limitante en la adquisicion de hierro (Robinson et al.,

1999). La internalizacion del hierro reducido es llevado a cabo por el transportador
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divalente IRT1 (Iron Regulated Transporter 1) (Vert et al., 2002), el cual pertenece
a la familia de transportadores metélicos ZIP (Zinc-regulated transporter, Iron-
regulated transporter-like Protein) (Maser et al., 2001), es expresado en las células

epidérmicas de las raices y se localiza en la membrana plasmatica.

Una vez que el hierro es internalizado, éste es cargado al xilema y es transportado
hacia la parte aérea de la planta mediante la corriente de transpiracion, el Fe se
mueve a través del xilema acomplejado con el citrato. El citrato es un quelante de
hierro necesario para su distribucion en la planta; FDR3 es un proteina
perteneciente a la familia MATE (Multidrug and Toxin Efflux) que participa en la
carga de citrato al xilema y tiene un papel en la regulacion de la traslocacion del
hierro de las raices a la parte aérea (Green y Rogers, 2004; Durrett et al., 2007).

Regulacioén transcripcional de la adquisicion de hierro en la estrategia |

La regulacion de la reduccién de Fe®* es un paso obligatorio en el mecanismo de
adquisicion de hierro por las plantas no gramineas (Chaney et al., 1972). En
Arabidopsis, un regulador maestro de la toma de hierro es la proteina FIT (Fe-
deficiency Induced Transcription Factor, bHLH29), en condiciones de deficiencia de
hierro se ha observado ser esencial para la induccién de altos niveles de los genes
de AHA2, FRO2 e IRT1 (Colangelo y Guerinot, 2004; Ivanov et al., 2012). La red
reguladora de FIT comprende otros bHLHs del subgrupo Ib, como bHLH38,
bHLH39, bHLH100 y bHLH101, todos ellos tienen funciones redundantes y pueden
interactuar con FIT para formar heterodimeros y activar los genes para la toma de
hierro (Brumbarova et al., 2015). El regulador transcripcional FIT también controla
MYB10 y MIB72, factores transcripcionales esenciales para el crecimiento de la
planta en condiciones de baja disponibilidad de hierro (Palmer et al., 2013;
Zamioudis et al., 2014, 2015).

FIT es regulado postraduccionalmente mediante la interaccién con EIN3 (Ethyelene-
Insensitive 3), EIL1 (Ethylene-Insensitive 3-Like 1) y la subunidad MED16 del
complejo mediador (Yuan et al., 2005; Ivanov et al., 2012; Sivitz et al., 2011; Lingam
etal., 2011; Yang, etal., 2014; Zhang et al., 2014). Otra proteina bHLH47 (POPEYE)
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regula un conjunto de genes relacionados con hierro que no se cruzan con la
ubiquitin ligasa BRUTUS (BTS), ILR3 (IAA-Leucine Resistant 3, bHLH105) Y
bHLH115 (Brumbarova et al., 2015; Long et al., 2010; Selote et al., 2015). BRUTUS
regula negativamente la respuesta a deficiencia de hierro por lo que se sugiere que

actlia como un sensor de hierro (Kobayashi et al., 2013; Selote et al., 2015).

b) Estrategia Il

Las plantas del orden Poales al que pertenecen las gramineas poseen la estrategia
Il que basa su capacidad para absorber hierro en la biosintesis y exudacion de
fitosideréforos (PS), los cuales tienen una alta afinidad de quelacion por Fe3*
(Schaaf et al., 2004). Los PS se liberan en la rizosfera a través del transportador de
la familia del acido mugineico TOM1 (Nozoye et al., 2011). El transporte del
complejo PS-Fe?* se lleva a cabo a través de la membrana plasmaética de la células
epidérmicas, via el transportador YS1 y YSL (Yellow Stripe 1) (Rémheld y
Marschner, 1986; Kobayashi y Nishizawa, 2012). YS1 codifica para un transportador
del complejo PS-Fe?*, un proteina integral de membrana con 12 dominios putativos
transmembranales que pertenece la superfamilia OPT (Oligopeptide transporter)
(Kim y Guerinot, 2007).

Los fitosider6foros son aminoacidos no proteinogénicos, la exudacion de estos
compuestos por los pastos tiene lugar en la punta y zona de elongacion de la raiz
(Romheld 1991). Los PS pertenecen a la familia del &cido mugineico (MAs), se han
identificado nueve tipos de MAs y son sintetizados a través de una ruta conservada
a partir de S-adenosil-L-metionina. Esta ruta incluye tres reacciones enzimaticas
secuenciales mediadas por la nicotianamina sintasa (NAS), nicotianamina
aminotransferasa (NAAT) y acido deoximugineico sintasa (DMAS), generando acido
2’-deoximugineico que es precursor de todos los MAs (Kobayashi y Nishizawa,
2012). Cada especie de graminea produce su propio set de MAs, por lo tanto, la
tolerancia a la deficiencia de hierro esta correlacionado con las cantidades y los

tipos de PS secretados (Marschner, 1995). En la figura 1 se esquematizan los
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componentes de integran las estrategias | y Il presentes en las plantas superiores

para la adquisicion de hierro.

Estrategia | Estrategia ll
TR -
- J H' o .
‘ ° : . YS/YSL
— - Fe (I1)-PS = Fe (II)-PS
Metabolitos g

Secundarios ___
C gDR]ABCé C

Fe () B e ()

<FRO\ Insoluble :}
C Fe (II)

Fe (II)

Fe (u)

| \ 4
RAIZ RIZOSFERA RAiZ

Figura 1. Estrategias de adquisicion de hierro en plantas superiores. Estrategia | en plantas
dicotiledéneas y monocotiledéneas no gramineas (izquierda) y Estrategia Il en plantas gramineas
(derecha). Modificado de Tsai y Schmidt, 2017

2.1.1.2. Produccion de metabolitos secundarios

El hierro sirve como un cofactor para una amplia variedad de procesos en las
plantas y la deficiencia de este elemento afecta el comportamiento de la raiz,
particularmente la exudacién de compuestos organicos. Ademas de la secrecién de
fitosideréforos en las plantas con estrategia Il, la deficiencia de hierro induce la
liberacibn de compuestos reductores y quelantes en plantas con estrategia |,
incluyendo compuestos fendlicos, flavinas y acidos organicos (Jin et al., 2007;

Kobayashi y Nishizawa, 2012).

Hace mas de cuatro décadas que dio inicio el estudio sobre sustancias de bajo peso
molecular liberadas por las raices de las plantas, compuestos considerados que
estan involucrados en la adquisicion de hierro. Uno de los primeros estudios fue
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realizado por Brown y Ambler (1973) donde se analizaron sustancias reductoras
excretadas por las raices, asi como su participacion en la absorcién de hierro por
plantas de soya, en este trabajo se observl que las sustancias reductoras actlan
mejor a pH bajo (3.9 - 4.5) que a pH mas alto (6.4 - 6.8); los compuestos reductores
aumentan la liberacién de Fe?* de los agentes quelantes y pueden mantener el

hierro en estado reducido para que pueda ser transportado hacia la raiz.

Los autores mencionan que esto ultimo podria ser el papel mas importante de las
sustancias reductoras, en la medida en que su funcion reductora per se no facilito
la absorcion de hierro en las plantas de soya, de igual manera dedujeron que dentro
de las sustancias reductoras podrian encontrarse compuestos fendlicos, los cuales
con base en otros antecedentes, se sabe que funcionan como sustancias

solubilizadoras de hierro y parecen no participar en la absorcion de este metal.

Las primeras sustancias liberadas por las plantas identificadas como reductoras de
hierro fueron el &cido cafeico (Olsen et al., 1982) y acido clorogénico (Hether et al.,
1984) en exudados de plantas de tomate. Los compuestos de bajo peso molecular
liberados por las raices de las plantas se han asociado con la adquisicién de hierro
por mas de cuatro décadas.

Los compuestos fendlicos liberados por las raices han sido asociados a las
estrategias | y Il para la adquisicion de hierro. El primer estudio realizado sobre la
importancia de los compuestos fendlicos en la adquisicion de hierro es el realizado
por Jin et al. (2007), donde se demuestra que la remocién de compuestos fendlicos
del medio de crecimiento causa sintomas de deficiencia de hierro en plantas de
trebol, indicando su papel en la movilizacién del Fe. La remocion de los compuestos
fendlicos incrementa la deficiencia de hierro e incrementa otras respuestas como la
extrusion de protones y la reducciéon del Fe3* lo que indica que la produccion y

exudacién de compuestos fendlicos no se puede compensar por otras respuestas.
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La exudacién de compuestos fendlicos no esta restringida a plantas con estrategia
| para la adquisicion de hierro, también se ha documentado la presencia de esta
clase de compuestos en plantas estrategas Il como el arroz (Bashir et al., 2011),
donde su exudacion no se incrementa por efecto de la deficiencia de hierro. Los
cambios en la cantidad de exudacion de compuestos fendlicos entre plantas con
estrategia | y Il puede deberse a una regulacion diferente en cuanto a movilizacion

del carbono en condiciones de estrés.

Las cumarinas son compuestos que han sido reportados que podrian ayudar en la
adquisicién de hierro mediante la quelacién y/o reduccién del hierro férrico. La
exudacion de cumarinas es esencial para la adquisicion de hierro y crecimiento de
Arabidopsis thaliana y Brassica napus en sustratos alcalinos (Fourcroy et al., 2014).
Un estudio méas reciente reportd evidencia de otro grupo de compuestos
involucrados en la adquisicién de hierro. Siso-Terraza et al. (2016) reportaron que

Beta vulgaris exuda flavinas, las cuales puede movilizar hierro mediante reduccion.

Medicago truncatula exuda flavinas y Arabidopsis thaliana cumarinas, dos
compuestos con funcién similar pero de naturaleza quimica diferente. El fenotipo
mutante de Arabidopsis f6'h1 puede ser rescatado tanto por las cumarinas
exudadas por plantas de tipo silvestre como por las flavinas secretadas por
Medicago, indicando que las funciones fisioldgicas de estos dos compuestos son

similares, sin embargo, son mutuamente excluyentes (Rodriguez-Celma, 2013).

La razdn para la produccion de compuestos movilizadores de hierro dependiente de
la especie vegetal no estd clara, sin embargo, los metabolitos secundarios
secretados por la raiz podrian modificarse después en la rizosfera, ya sea por
enzimas derivadas de plantas o microbianas. Las poblaciones bacterianas en la
rizosfera se definen en gran medida por el tipo de suelo y por la interaccién con las
plantas, lo que implican que las plantas huésped determinan la colonizacién de
algunos grupos de microorganismos a través de sefiales metabdlicas exudadas. La

composicion de microorganismos en la rizosfera parece estar sesgada hacia
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especies que promueven el crecimiento, por lo tanto, es concebible que los
compuestos movilizadores de hierro de origen vegetal se modifiquen en la rizosfera

al interactuar con sustancias producidas por microbios del suelo.

2.2. Brasinoesteroides en la tolerancia al estrés

Los brasinoesteoides (BRs) son un grupo de hormonas vegetales de naturaleza
esteroide que fueron aisladas por primera vez del polen de Brassica hace 40 afios.
Los brasinoesteroides son la sexta clase de fitohormonas conocidas hasta ahora,
se conocen 65 BRs libres y 5 BRs conjugados que han sido aislados o detectados
en mas de 100 especies de plantas, que van desde algas hasta angiospermas, lo
que revela su distribucion ubicua en el reino vegetal (Zullo et al., 2002; Bajguz,
2007). Sin embargo, el brasinolido, 24-epibrasinolido y 28-homobrasinolido son los

BRs mas bioactivos (Anwar et al., 2018).

Los brasinoesteroides son derivados hidroxilados del colestano y sus variaciones
estructurales comprenden patrones en los anillos A y B, asi como en el C-17 de la
cadena lateral. Las rutas del metabolismo de brasinoesteroides producen
modificaciones estructurales a los BRs naturales que afectan su actividad, funcion

y transporte en plantas.

Las plantas constantemente se encuentran regulando procesos fisiologicos y del
desarrollo afectados por estimulos externos del medio en el que se desarrollan.
Algunos estudios han indicado que los procesos biolégicos son integrados por
multiples sefiales hormonales y los diferentes tipos de estrés inducen diferentes

rutas de sefalizacion hormonal en la plantas (Teale et al., 2008).

2.2.1. Funciones de los brasinoesteroides en las plantas

Los BRs son hormonas esteroideas que son percibidas por el receptor cinasa BRI1
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1) de la familia de receptores LRR (repetidos
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ricos en leucina), el cual interactia con el co-receptor BAK1 (BRI1 ASSOCIATED
RECEPTOR KINASE 1) y desencadena una serie de eventos de fosforilacion y
desfosforilacion para transmitir informacion hacia el nacleo, informacion que va a
ser traducida en la regulacién de la expresion de varios cientos de genes con

funciones fisioldgicas variadas (Peres et al., 2019).

Los brasinoesteroides son importantes reguladores del crecimiento en diversos
procesos del desarrollo, siendo activos en concentraciones que van desde el orden
nanomolar a micromolar, incluyendo divisién y elongacion celular, diferenciacion
vascular, desarrollo reproductivo y modulacion de expresion de genes. Otros
procesos influenciados por éstas fitohormonas son la germinacion de semillas,
rizogénesis, floracion, senescencia, abscision y maduracion (Bajguz, 2007). Los
BRs controlan el crecimiento de la raiz en una manera dosis dependiente y también

dependiente del tejido del que se trate (Singh y Savaldi-Goldstein, 2015).

Numerosos estudios han demostrado que la aplicaciéon exégena de BRs mediante
varios modos como remojo de semillas (inmersion), tratamientos de raiz (inmersion
0 en medios de cultivo), la aspersion foliar y la inmersion previa a la siembra de
esquejes, podrian mejorar crecimiento y desarrollo de plantas en presencia o
ausencia de estrés en una variedad de especies de plantas. Las respuestas
fisiol6gicas observadas durante la aplicacion de BRs incluyen biosintesis de etileno
a través del incremento en la sintesis del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(Arteca et al., 1988; Schlagnhaufer et al., 1984), hiperporalizacion de la membrana
debido al incremento de la extrusion de protones (Bajguz et al., 1996; Cerana et al.,
1983), incremento de la sintesis de ADN, ARN y proteinas (Bajguz et al., 2000;
Kalinich et al., 1986), incremento en la actividad invertasa (Schilling et al., 1991),
estimulacién de la actividad fotosintética (Bajguz et al., 1998; Braun et al., 1984;

Hayat et al., 2001), y cambios en el balance de otras fitohomonas (Eun et al., 1989).

Algunas observaciones claves en la interaccién de los BRs con otras fitohormonas

respecto a la elongacion del tallo incluyen una respuesta sinérgica con auxinas y un
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efecto aditivo con giberelinas (Mandava et al., 1981; Yopp et al., 1981). Los
brasinoesteroides inhiben a elongacion de la raiz (Roddick et al., 1994), ésta
caracteristica podria ser una consecuencia de la induccion de la sintesis de etileno
(Arteca et al., 1987). Sin embargo, los BRs pueden promover el desarrollo de las
raices de la corona, ramificacion de raices primarias y secundarias, asi como la

extension de la raiz primaria ramificada (Sasse et al., 2003).

Se ha demostrado que la aplicacion exdgena de BRs mejora la tolerancia al estrés
mediante la activacion de la transduccion de sefales y la expresion regulada por

BR de genes relacionados con el estrés (Kagale et al., 2007).

2.2.2. Brasinoesteroides en la tolerancia al estrés por deficiencia de Fe

Las plantas son organismos seésiles y de manera inherente poseen ciertos
mecanismos para percibir los estimulos ambientales y responder acorde a tales
estimulos. El proceso de una planta para responder adecuadamente a las sefales
del medio ambiente primero requiere que la planta detecte el entorno cambiante.
Debido a la naturaleza compleja del estrés, puede predecirse la probable
implicacion de mudltiples sensores para la percepcién de sefiales. Las rutas de
transduccion que son activadas después de la percepcion de sefiales finalmente
activan genes de respuesta a estrés, generando asi la respuesta inicial (Sharma et
al., 2017).

Actualmente se considera que ciertas respuestas de la planta no se rigen por una
sola fitohormona, si no distintas fitohormonas estan orquestadas por una o varias
sefiales ambientales que interactian entre si formando una red de sefializacion.
Fitohormonas como acido abscisico (ABA), etileno (ET), acido salicilico (SA) y BR
actuan como sefiales secundarias iniciando una cascada de sefializacion que puede

seguir con la participacion de diferentes componentes (Xiong et al., 2002).
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Varios estudios se han llevado a cabo sobre el potencial de los BRs para mejorar la
tolerancia al estrés (Zhang et al., 2014; Ahammed et al., 2015; Sharma et al., 2015;
Hegazi et al., 2017; Wang et al., 2017), sin embargo, los mecanismos de accion
siguen siendo esquivos. Esto podria deberse a la integracion de sefiales de los BRs
en muchas otras vias de sefalizacion vinculadas para mitigar el estrés (Divi y
Krishna, 2010; Ahammed et al., 2015; Divi et al.,, 2016). Un ejemplo de la
contribucion de los BRs a la aminoracién de estrés abiodtico es el trabajo de Kagale
et al. (2007), donde aplicaron BRs de manera exdgena y observaron una mejora en
el efecto inhibidor del estrés salino sobre la germinacion de semillas y crecimiento

de plantulas de A. thaliana y B. napus.

Respecto a la participacion de los brasinoesteroides en respuesta a la deficiencia
de nutrimentos, existe poca informacién. Uno de los trabajos realizados en plantas
con estrategia | para la adquisicion de hierro, es el de Wang et al. (2012) donde
evaluaron la funcién fisiol6gica del 24-epibrasinolido (EBR) en la respuesta de
plantulas de pepino a la deficiencia de hierro. Los resultados demostraron que en
condiciones de suficiencia de hierro el EBR incrementd la actividad férrico quelato
reductasa y la acidificacion de la rizosfera, mientras que en deficiencia las suprimio.
Aunado a los resultados anteriores, se sugiere que los BR pueden regular
negativamente el contenido de clorofila en las plantas deficientes de hierro, en
contraste, se observo que el EBR suprimié la proporcion de contenido de Fe en las
raices con respecto a la de los brotes en condiciones tanto de suficiencia como de
deficiencia.

Otro estudio realizado sobre la participacion de BRs en la homeostasis del hierro,
mostro que la aplicacion exdégena de EBR incrementa la sensibilidad de plantas de
arroz (Estrategia Il) a la deficiencia de hierro (incremento en la clorosis de las hojas,
expresion constitutiva de los genes asociados con la toma de hierro y bajo nivel de
Fe en los plastidios). Sin embargo, una linea mutante de arroz (d2-1), que presenta
interrumpida la ruta de biosintesis de BR, presentd una tolerancia incrementada a

la deficiencia de hierro la cual podria ser revertida por la complementacion con el
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EBR (Wang et al., 2015). Estos resultados sugieren que los BRs también se
encuentran involucrados en la respuesta de plantas con estrategia Il para la

adquisicién de hierro.

En el trabajo realizado por Wang et al. (2015), se observo que el tratamiento con
EBR suprimio la expresion de OsYSL2, OsNAS1 y OsNAS2 en la parte aérea,
ademas, disminuyo el contenido de NA en la parte aérea y con esto se inhibio la
traslocacion de hierro desde las raices hacia los brotes. Sin embargo, EBR
incremento significativamente la expresion de OsIRO2, un factor transcripcional que
modula la tomay traslocacion de hierro en arroz, en condiciones de hierro suficiente
y deficiente. Por ultimo en este estudio se encontré que la concentracion de hierro
en la parte aérea fue negativamente regulada por BRS. Wang et al. (2015)
demostraron que los BRs tienen un papel regulador negativo en el control del
transporte y traslocacion del hierro de las raices a los brotes, indirectamente

mediante la modulacion de OsIRO2.

El decremento de la concentracion de hierro en la parte aérea mediada por BRs
incrementa la clorosis de las hojas, la cual puede retroalimentar a la raiz y activar la
expresion de genes relacionados a la homedéstasis del Fe, lo que conduce a la

acumulacién de hierro en las raices

2.3. Interaccion planta-microorganismo para la adquisicion de hierro

Inicialmente se pensaba que las estrategias | y Il para la adquisicién de hierro por
las plantas podian asegurar un crecimiento normal de las plantas en condiciones de
deficiencia de hierro, sin embargo, ha surgido evidencia de que estas estrategias
por si solas son insuficientes para aliviar el estrés en plantas crecidas en deficiencia
de hierro. Un ejemplo es el trabajo de Masalha et al. (2000) donde se demostré que
plantas de girasol crecidas en condiciones estériles presentaron clorosis, un
crecimiento menor y bajo contenido de hierro en comparacion con las plantas

crecidas en suelo no estéril. Resultados similares presentaron plantas de trébol
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crecidas en suelo estéril (Jin et al., 2006). Estos resultados proveen evidencia que
la actividad de los microorganismos del suelo desempefia un papel critico en la
adquisicién de hierro.

Resulta interesante observar que las plantas que experimentan deficiencia de Fe,
ademas de inducir modificaciones morfologicas y fisioldgicas en el sistema radicular,
inducen exudacién de compuestos a través de las raices en respuesta al estrés
nutricional, no exclusivamente en términos de cantidad, sino que también aumentan

la complejidad de las especies moleculares liberadas (Hinsinger et al., 2003).

Se sabe que la composicién de los exudados de una planta se encuentra
influenciada por varios factores como por ejemplo, el estado fisiolégico, la presencia
de microbios (Kamilova et al., 2006b; Meharg y Killham, 1995), la presencia de
compuestos de rizobacterias (fenazinas, 2,4-diacetilfloroglucinol, zearalenona)
(Phillips et al., 2004), y por ultimo el sustrato de crecimiento (Lipton et al., 1987).

Se ha estudiado la composicién quimica de los perfiles de exudados de varias
plantas, sin embargo, el perfil de compuestos mejor conocido es probablemente el
de tomate. La principal fuente de carbono secretada hacia la rizosfera consiste de
acidos organicos (Kamilova et al., 2006a; Kamilova et al., 2006b) seguida de
azucares (Kamilova et al., 2006a; Lugtenberg y Dekkers, 1999; Lugtenberg et al.,
1999) y aminoéacidos (Simons et al., 1997).

Los exudados radiculares influencian el comportamiento de los microorganismos de
la rizosfera, incluidos los hongos patdgenos. Kamilova et al. (2008) observaron que
los exudados de tomate al igual que dos de sus componentes principales (citrato y
malato) permitieron la germinacion de esporas del hongo fitopatdgeno Fusarium

oxysporum f. sp. radicis-lycopersici.

La composicién de los exudados radiculares participa en el reclutamiento de

bacterias hacia la rizosfera de las plantas. En el 2002 De Weert et al. realizaron un
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estudio sobre la quimiotaxis de P. fluorescens WCS365 hacia los exudados
radiculares de tomate, encontrando que los mayores quimioatrayentes son los
aminoacidos (L-leucina) y los &cidos dicarboxilicos (acido malico y el citrico),
ademas, observaron que los azlcares son inactivos para este rasgo importante en
la colonizacién. En los exudados de Arabidopsis thaliana, el malato es el principal
guimioatrayente para la rizobacteria benéfica Bacillus subtilis FB17 (Rudrappa et
al., 2008).

Como se ha mencionado con anterioridad, el hierro es un elemento fundamental
para todos los organismos, incluidos los microorganismos. La biodisponibilidad del
hierro es alrededor de 10 - 1018 M, sin embargo, los microorganismos requieren
una concentracién cerca de 10 M para un éptimo crecimiento y llevar a cabo sus

procesos fisioldgicos y metabdlicos vitales (Neilands, 1995; Raymonds 2003).

Los microorganismos del suelo juegan un papel importante en la mineralizacion y
transformacion de los nutrimentos en la rizosfera (Marschner et al., 2011). Al igual
qgue lo hacen las plantas, los microorganismos son capaces de influenciar la
disponibilidad de nutrimentos a través de la secrecion de compuestos que

solubilizan, quelan, reducen u oxidan.

Los microorganismos benéficos de la rizosfera pueden contribuir para mejorar la
adquisicién de hierro, debido a que algunos de ellos presentan diferente capacidad
para inducir respuestas de deficiencia de hierro como por ejemplo la actividad férrico
guelato reductasa potenciada, acidificacion de la rizosfera, liberacion de
compuestos fendlicos y flavinas, y modificacion del sistema radicular. Estas
respuestas son inducidas de una forma similar a las inducidas por la deficiencia de

hierro.
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2.3.1. Mecanismos de los microorganismos para mejorar la nutricién de hierro

en las plantas

a) Produccién de sideroforos

En suelos calcareos muchos microorganismos sintetizan y liberan sideréforos para
superar la baja disponibilidad de hierro que tienen los hidréxidos de hierro, con esto
se incrementa la solubilidad mediante la quelacion, donde se forman complejos
sideroforo-Fe. La produccion de sideréforos en la rizosfera ha sido propuesta como

la actividad clave que beneficia la adquisicion de hierro por las plantas.

Los sideréforos (acarreadores de hierro) microbianos son compuestos de bajo peso
molecular (<1000 Da) con una alta afinidad por el Fe®*, tienen una constante de
asociacion entre 10%? - 1052 (Neilands, 1982; Glick, 2012) y actian de manera
extracelular como agentes solubilizantes de hierro de compuestos organicos y

minerales en condiciones limitantes.

Entre los microorganismos existe variacion en los tipos de sideréforos que producen
en funcién de la fracciéon que dona ligandos de oxigeno para la coordinacién con el
hierro férrico. De acuerdo a la literatura, los siderdforos son sintetizados tanto por
bacterias gram-positivas como gram-negativas en condiciones de deficiencia de
hierro (Tian et al., 2009; Saharan, 2011).

Existen casi 500 compuestos identificados como sideréforos que pueden ser
clasificados como hidroximatos, catecolatos y acidos hidroxicarboxilicos. Algunos
sideroforos comunes son enterobactina (Streptomyces), viobriobactina (Vibrio
cholera), pioquelina (Pseudomonas aeruginosa), alcaligina (Alcaligenes
denitrificans), estafiloferrina (Staphylococcus spp.), micobactina (Mycobacterium
tuberculosis), petrobactina (Bacillus anthrasis) pioverdina y pioquelina
(Pseudomonas fluorescens) (Saha, 2012).
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Los microorganismos de la rizosfera de plantas en deficiencia de hierro secretan
mas sideroforos que los de plantas crecidas en suficiencia (Jin et al., 2010), por otro
lado, Jin et al. (2008) observaron que ciertos microorganismos rizosféricos
incrementan la produccion de sideréforos cuando son crecidos en presencia de
compuestos fenodlicos exudados por plantas crecidas en deficiencia de hierro,
ademas, el crecimiento de éstos es favorecido por la presencia de los fenoles. Lo
anterior indica que las plantas que crecen en deficiencia de hierro favorecen el
reclutamiento de microorganismos rizosféricos que tengan la capacidad de producir

sideroforos para con ello incrementar la solubilidad de Fe en la rizosfera.

Se han realizado algunos trabajos donde se han observado los efectos benéficos
de los sideréforos microbianos en la nutricion mineral de las plantas. Se ha
demostrado que varios complejos Fe-sideroforo sirven como fuente de hierro para
las plantas, por ejemplo, Fe-ferrioxamina en avena (Crowley et al., 1991), Fe-
pioverdina en Arabidopsis (Vansuyt et al., 2007), Fe-erobactina en soya y avena
(Chen et al., 1998, 2000), and Fe-rizoferrina en tomate y maiz (Yehuda et al., 2000).

El contenido de hierro en las plantas es mucho mas alto cuando la fuente de hierro
es adicionada en forma de un complejo Fe-sider6foro que cuando se adiciona la
misma concentracién pero en forma de Fe-EDTA (Jin et al., 2010). Estos datos
indican que los complejos Fe-sideréforo pueden ser incorporados por las raices de
las plantas con estrategia | de una forma mas eficiente que otras fuentes, sin

embargo, el mecanismo de adquisicion del complejo no es claro.

Existen trabajos recientes que demuestran que el sideréforo pioverdina purificado,
producido por Pseudomonas fluorescens, asi como el sideréforo sintetizado por el
hongo Trichoderma asperellum, acomplejado con Fe®* pueden actuar directamente
como donante de Fe para plantas, restaurando la condicién de deficiencia de hierro

en cultivo hidropdnico (de Santiago et al., 2009; Nagata et al., 2013).
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b) Liberacion de protones

La solubilidad del hierro disminuye 1000 veces por cada unidad que se incrementa
el pH (Guerinot y Yi, 1994) de manera que la acidificacion de la rizosfera tiene un
gran impacto en la solubilidad del Fe. En suelos calcareos los microorganismos
asociados con la nitrificacion pueden incrementar la solubilidad de hierro mediante
la liberacién de protones (H*) y de este modo facilitar la absorcion de Fe por la planta
(Jin et al., 2014), esto de acuerdo a Van Miegroet y Cole (1984) que mencionan que
cuando el amonio y el amoniaco son convertidos a nitrato via nitrificacion se

acompafa de la liberacion de protones.

Por otro lado podemos encontrar que muchas de las bacterias que solubilizan
fosfato (phosphate solubilizing bacteria, PSB) en suelos calcareos también excretan
protones y esto ayuda a la solubilidad del hierro, sin embargo, hay poca informacion
disponible sobre este efecto en la absorciéon de hierro por las plantas. Ademas de
las bacterias que solubilizan fosfato, las micorrizas también excretan H* (Jin et al.,
2014).

c) Produccién de hormonas

En la dltima década los fisi6logos de plantas han realizado esfuerzos para descubrir
las sefales responsables de desencadenar respuestas de deficiencia de hierro en
las raices de las plantas y se han identificado varios compuestos hormonales como
elementos de sefializacion (Jin et al., 2014). Estas fitohormonas incluyen auxinas
(Jin et al., 2008; Chen et al., 2010), 6xido nitrico (NO) (Graziano y Lamattina, 2007),
etileno (Garcia et al., 2011), citocininas (Se'gue’la et al., 2008) y brasinoesteroides
(Wang et al., 2012); dentro de éstas, las auxinas, NO y etileno son de particular
interés para revelar posibles interacciones entre los microorganismos del sueloy la
absorcion de hierro por las plantas debido a que éstos compuestos pueden ser

producidos por microorganismos del suelo.
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El acido indol-3-acético (AlIA) es la auxina mas activa en las plantas, esta
involucrado en procesos de elongacion, division y diferenciacion celular (Zhao et al.,
2010). Algunos microorganismos como Paenibacillus polymyxa, Azospirilla y
Klebsiella pneumoniae producen otros compuestos de tipo auxina como &cido indol-
3-butirico (IBA), indol-3-etanol (TOL), acido indol-3-carboxilico e indol-3-aldehido
que tienen efectos en las plantas (Hayat et al., 2010). Los compuestos fendlicos
producidos por plantas de trébol en deficiencia de hierro, favorecen el crecimiento
de microorganismos que producen auxinas (Jin et al., 2006; 2008), lo que sugiere
que la deficiencia de hierro favorece el reclutamiento de este tipo de

microorganismos, al menos en condiciones in vitro.

La adicion exdgena de auxinas sintéticas incrementa la reduccion de hierro, la
expresion de FRO2 e IRT1, asi como el desarrollo de pelos radiculares y raices
laterales para incrementar el area de absorcion de Fe en el suelo (Jin et al., 2008;
Chen et al., 2010; Wu et al., 2012); de igual manera los microorganismos aislados
del suelo mezclado con compuestos fenolicos de plantas de trébol crecidas en
deficiencia de hierro, incrementaron la actividad férrico quelato reductasa en raices
deficientes de hierro (Jin et al., 2006).

El 6xido nitrico (NO) es una molécula gaseosa pequefia, altamente reactiva y
permeable en las membranas. EI NO ha sido reconocido como una hormona vegetal
debido a sus funciones de sefalizacibn en numerosos procesos celulares y
fisiolégicos (Shapiro, 2005; Palmieri et al., 2008; Baudoin, 2011). EI NO actiia como
una sefial potenciadora en la regulacion de las respuestas inducibles por deficiencia
de hierro. La adicién exdégena de donador de NO, S-nitrosoglutation (GNSO),
promueve la reduccién de Fe3*inducida por la deficiencia de hierro, la expresion de
FRO2 e IRTL, y el desarrollo de pelos radiculares y raices laterales, éstas
respuestas son similares a las inducidas por las auxinas (Graziano y Lamattina,
2007; Chen et al., 2010; Jin et al., 2011; Meiser et al., 2011; Zhang et al., 2012). De

acuerdo a lo anterior, es razonable asumir que la generaciéon de NO por los
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microorganismos del suelo pueden incrementar la adquisicion de hierro en plantas

gue crecen en condiciones limitantes de hierro.

El etileno es un constituyente comuan en la fase gaseosa del suelo, su concentracion
es lo suficientemente alta para ser biolégicamente activo para las plantas (activo
desde 10 nL/L). La evidencia sefiala a los microorganismos como la principal fuente
de etileno en el suelo (Jackel et al., 2004). La acumulacién de etileno en el suelo
depende del nivel de oxigeno presente, bajas concentraciones de O2 favorecen la
acumulacion de etileno (Xu e Inubushi, 2007). En el 2000, Lopez-Millan et al.
reportaron que las raices de plantas que crecen en deficiencia de hierro tienen un
consumo de oxigeno mayor (hasta 3 veces mas), la disminucién de O2 en la
rizosfera de plantas deficientes favorece la generacién de etileno. Otro estudio
reveld que altas concentraciones de Fe?* (>10 mg/kg) pueden inhibir la generacion
de etileno de manera que, bajos niveles de hierro disponible para las plantas
favorece la produccioén de etileno (Arshad y Frankenberger, 1991).

Similar a las auxinas y al NO, el etileno potencia las respuestas inducibles por
deficiencia de hierro. La reduccion de hierro férrico, la expresion de FRO2 e IRT1,
y el desarrollo de pelos radiculares, se incrementan significativamente cuando se
adiciona de manera exdgena &acido l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC,

precursor del etileno) (Garcia et al., 2011; Wu et al., 2011).

d) Interaccion simbidtica

La rizosfera es la capa del suelo que es influenciada por las secreciones de las
raices de las plantas, puede contener hasta 10*! células microbianas por gramo de
raiz (Egamberdieva et al., 2008). En esta zona se encuentra una mayor densidad
de bacterias que en el suelo que la rodea (10-1000 veces mas alta), la mayoria de
ellas se encuentran en un radio de 50um de la raiz incrementando su concentracion
dentro de 10 um (Lugtenberg y Kamilova, 2009; (Pinton et al., 2001); a esto se le

conoce como efecto rizosfera y se origina debido a que un porcentaje del carbono
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fijado por las plantas es secretado por las raices (20-40%) hacia la rizosfera (Badri
y Vivanco, 2009). Los microorganismos no tienen una distribuciéon homogénea en la
rizosfera, estan sujetos a variabilidad temporal y espacial a lo largo de la raiz, dada
principalmente por los gradientes de exudacion (Pii et al., 2016). La caracteristica
mejor estudiada de los microorganismos del suelo es su habilidad para promover el

crecimiento de las plantas mediante el incremento en la absorcion de nutrimentos.

Dos son las interacciones planta-microorganismo mejor estudiadas, leguminosas-
Rhizobium y las micorrizas. La interaccion leguminosas-Rhizobium se lleva a cabo
en condiciones deficientes de nitrégeno para la planta, mientras que la simbiosis
micorricica formada entre las raices de las plantas y un hongo micorricico
incrementa la adquisicion de nutrimentos para las raices de la planta hospedera,

principalmente fosforo (Guinel, 2015; Wang et al., 2017).

La nodulacién de Rhizobium es ubicua en plantas leguminosas y la funcién mas
importante de los nédulos es la fijacion simbiética de N2, un proceso en el cual las
proteinas que contienen hierro juegan papeles muy importantes. Las plantas
leguminosas que se encuentran noduladas tienen una mayor demanda de hierro,
por ello han desarrollado mecanismos para incrementar las respuestas inducidas
por la deficiencia de hierro en las raices. La excrecion de protones y compuestos
reductores de Fe, e incremento en la actividad férrico quelato reductasa son algunos
de los mecanismos observados en plantas noduladas crecidas en deficiencia de
hierro (Terry et al., 1988; Soerensen et al., 1988; Deryl y Skorupska, 1992; Jin et al.,
2007). Slatni et al. (2012) observaron una sobreacumulacion de las proteinas
ATPasa e IRT1 en las células del cortex de los nodulos de plantas de frijol
deficientes de hierro. Estos resultados sugieren que los efectos positivos de la
nodulacién con Rhizobium sobre las respuestas de deficiencia de hierro podrian ser
controladas localmente, probablemente por una sefial derivada de los nédulos (Jin
et al., 2014).
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Existen resultados que demuestran que la nodulacién con Rhizobium mejora
sistematicamente la nutricion con hierro en las plantas mediante la induccion de
respuestas de adquisicion de Fe. Utilizando un isétopo de Fe (°°Fe), Deryl y
Skorupska (1992) encontraron que la nodulacién con Rhizobium promueve el
trasporte de Fe de las raices a la parte aérea de plantas de trébol rojo, en otro
estudio se observo que el contenido de hierro en plantas de chicharo y lenteja se
incrementa con la inoculacion de Rhizobium leguminosarum-PR1 (Mishra et al.,
2011; 2012). La adquisicion de hierro y crecimiento de trébol disminuyé
significativamente cuando las plantas crecieron en suelo calcareo estéril, sin
embargo, fueron restablecidos por la inoculacion con R. leguminosarum bv. trifolii
ACCC18002 (Jin et al., 2006).

La mayoria de las plantas que se desarrollan en condiciones naturales se
encuentran micorrizadas. Es bien sabido que los efectos morfol6gicos son los
mecanismos mas importantes por los cuales las micorrizas incrementan la
adquisicién de nutrimentos en las plantas (Clark y Zeto, 2000). Las hifas de los
hongos micorricicos llegan a medir >100 veces que las propias raices de las plantas,
incrementando con esto el &rea de exploracién y absorcién de nutrimentos (Smith y
Reed, 1997). Las plantas con raices micorrizadas tienen acceso a nutrimentos del
suelo que las plantas no micorrizadas no tiene, esto gracias a la red de hifas que se
forma y que permite la exploracion de volumenes de suelo mayores, dichos efectos
morfologicos presenten en las plantas micorrizadas deberian incrementar la
adquisiciéon de todos los minerales esenciales para la plantas, incluyendo el hierro
(Jin et al., 2014).

Como ya fue mencionado en una seccion anterior, las micorrizas excretan H* y
ademas compuestos organicos quelantes de bajo peso molecular, como acido
citrico, oxalico, y sideroforos (Li et al., 1991; Winkelmann, 2007; Bharadwaj et al.,
2012), que facilitan la movilizacién del hierro en la rizosfera y tedricamente

promueven la adquisicion de hierro por las plantas.
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Varios estudios se han llevado a cabo para investigar el efecto de la simbiosis
micorricica en la absorcidn de hierro por las plantas, en algunos de estos trabajos
se encontrd que las plantas micorrizadas incrementaron la adquisicion de hierro y
en otros que disminuyd. La discrepancia entre los resultados puede deberse
probablemente a las propiedades del suelo y condiciones de crecimiento de las

plantas entre los estudios (Jin et al., 2014).

Adicional a las interacciones arriba mencionadas, en la rizosfera podemos encontrar
microorganismos mutualistas que pueden mejorar la nutricion a través de diferentes
mecanismos como la liberacién de compuestos que solubilizan nutrientes o tienen

la capacidad de modificar la fisiologia y arquitectura de la raiz (Romera et al., 2019).

Recientemente, se ha encontrado que algunos microbios del suelo pueden inducir
respuestas fisioldgicas y morfoldgicas en plantas dico y monocotiledéneas similares
a las inducidas por la deficiencia de hierro (Zhang et al., 2009; Orozco-Mosqueda et
al., 2013; Pieterse et al., 2014; Zamioudis et al., 2014, 2015; Zhao et al., 2014; Pii
et al., 2016b; Zhou et al., 2016; Martinez-Medina et al., 2017; Verbon et al., 2017,
Montejano-Ramirez, et al., 2018; Castulo-Rubio et al., 2015; Hernandez-Calderon,
et al., 2018).

2.4. Compuestos volatiles microbianos en la estimulaciéon del crecimiento

vegetal

Los microorganismos del suelo, tanto hongos como bacterias, son muy diversos y
abundantes en la rizosfera de las plantas (Van Dam y Bouwmeester, 2016). Los
microorganismos habitan la rizosfera debido a que es una zona rica en compuestos
organicos que son exudados por las plantas, los cuales pueden utilizar como fuente
de carbono (metabolitos primarios, metabolitos secundarios, mucilagos, proteinas,
agua, iones y oxigeno), estos exudados se conocen como rizodepositos y pueden
llegar a constituir del 20—40% del carbono fijado por la planta (Philippot et al., 2013;
Venturi y Keel, 2016).
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Los microorganismos secretan diversos metabolitos no volatiles que tienen efectos
positivos sobre el crecimiento de las plantas mediante mecanismos directos e
indirectos (Dotaniya y Meena, 2015). Ryu et al. (2003) reportaron por primera vez
un nuevo mecanismo de promocién del crecimiento en plantas mediado por
compuestos organicos volatiles (VOCs), donde los compuestos volatiles liberados
por Bacillus subtilis GB0O3 indujeron el crecimiento de plantas de Arabidopsis
thaliana, siendo esta la primera evidencia de que los VOCs pueden modular el

crecimiento, estrés y nutricion en las plantas.

Los VOCs microbianos son moléculas sefial de bajo peso molecular (<300 g/mol),
presentan bajo punto de ebullicion, alta presion de vapor (0.01kPa a 20°C) y de
naturaleza lipofilica que les puede facilitar actuar como infoquimicos para la
modulacién de procesos fisiolégicos y dispersarse a través de aire, agua y suelo

(Kanchiswamy et al., 2015). Son de naturaleza quimica muy variada.

Han sido muchos los estudios sobre el efecto de los compuestos volatiles
microbianos realizados desde el primer antecedente de Ryu et al. (2003) a la fecha.
Varios estudios realizados en este aspecto han utilizado el sistema con los mismos
organismos, con variaciones en el tiempo de exposicion pero los resultados son
similares, se obtiene una promocion del crecimiento de A. thaliana por efecto de los
VOCs de la cepa GB03. Zhang et al. (2009) observaron un incremento del 84% en
la concentracion de clorofila en la interaccién antes mencionada, este parametro es
importante debido a que indica el estado nutrimental en el que se encuentra la

planta.

En el 2010, Kwon et al. demostraron que la cepa GBO03 incrementa
significativamente la biomasa de la parte aérea y de la raiz de A. thaliana después
de 6 dias de inoculacion. VOCs de otras especies de Bacillus han sido probados
sobre la promocion del crecimiento. Diferentes especies de Bacillus probadas por
Gutiérrez-Luna et al. (2010) modifican la arquitectura de la raiz, favoreciendo un
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incremento en el peso fresco, longitud de la raiz primaria, numero y longitud de

raices laterales en A. thaliana.

Ademas de Bacillus sp. otras especies gram positivas como Arthrobacter agilis
UMCV2 y Penibacillus polymyxa E681 modulan el crecimiento de plantas mono y
dicotiledoneas (Velaquez-Becerra et al.,, 2011; Orozco-Mosqueda et al., 2013;
Castulo-Rubio et al., 2015; Lee et al., 2012). El efecto de promocion del crecimiento
por volatiles bacterianos no es exclusivo de bacterias gram positivas, géneros de
bacterias gram negativas como Burkholderia, Pandoraea, Serratia vy
Chromobacterium (Blom et al., 2011), Escherichia coli (Bailly et al., 2014),
Pseudomonas fluorescens (Park et al., 2015) y P. simiae (Vaishnav et al., 2015)
tienen efecto promotor del crecimiento en plantas. Ademas de bacterias, ciertos
hongos ha sido reportados que emiten compuestos volatiles que pueden promover

el crecimiento y desarrollo de plantas.

La emisién de compuestos volatiles con perfiles especificos depende de manera
significativa del ambiente en el que el microorganismo crece. Se han realizado
experimentos donde se ha reportado que incluso en condiciones controladas, una
cepa bacteriana puede inducir o inhibir el crecimiento dependiendo del medio en el
que crece (Asari et al., 2016; Blom et al., 2011; Velazquez-Becerra et al., 2011). En
este sentido, A. agilis UMCV2 produce el compuesto dimetilhexadecilamina, cuya
concentracion en el pool de volatiles corresponde al 2.14% cuando la bacteria crece
en agar nutritivo y disminuye a 0.8% cuando la cepa crece en medio Lb (Velazquez-
Becerra et al., 2011).

Los compuestos volatiles microbianos pueden inducir el crecimiento de plantas por
cuatro mecanismos: modulacion de nutrimentos, balance hormonal, metabolismo y
concentraciones de azucares; y a nivel de regulacién genética (estructura celular,

respuesta al estrés y proteinas) (Fincheira y Quiroz, 2018; Zhang et al., 2007).
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2.5. Arthrobacter agilis UMCV2, una rizobacteria endofita que promueve la

adquisicion de hierro en plantas

En nuestro grupo de trabajo se aislo una bacteria que forma colonias de color rosa
oscuro brillante de la rizosfera de maiz (Zea mays) crecido en suelo ligeramente
acido, la cual al secuenciar su gen 16S rRNA, fue clasificada como Arthrobacter
agilis UMCV2 (Valencia-Cantero et al., 2007). Los miembros del género
Arthrobacter son Gram-positivos y pertenecen al phylum Actinobacteria, consisten
principalmente de estirpes procedentes del suelo, y su ciclo biolégico alterna entre
formas bacilares durante el crecimiento exponencial y cocaceas en la fase
estacionaria (Madigan et al., 2004; Singh et al.,, 2016). Dentro del género
Arthrobacter se ha reportado varias especies que ejercen un efecto promotor del
crecimiento vegetal (Manzanera et al., 2015).

Algunas caracteristicas generales de Arthrobacter agilis son las siguientes: su ADN
contiene un contenido de GC de 67-69%, quimioorganotréfica, saprofitica, su
metabolismo es respiratorio, aerobia, no forma esporas, presenta uno o tres flagelos
aunque puede haber cepas que no sean moviles, presenta un buen crecimiento
entre 20 y 30°C, puede habitar agua, suelo y piel humana (Koch et al., 1995).
Ademas posee atributos que la hacen una bacteria promotora del crecimiento
vegetal (PGPR), se ha reportado que podria solubilizar fésforo y zinc, producir &cido
indol acético y amonio, producir enzimas activas en frio como lipasa, amilasa,

proteasa, quitinasa y B-galactosidasa (Singh et al., 2016).

La clasificacion taxondémica de A. agilis UMCV2 se muestra a continuacion (Singh
et al., 2016; Valencia-Cantero et al., 2007).
Dominio: Bacteria
Phylum: Actinobacteria
Clase: Actinobacteria
Orden: Actinomicetales

Familia: Micrococcaceae
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Género: Arthrobacter
Especie: Arthrobacter agilis Ali-Cohen
Cepa: UMCV2

Arthrobacter agilis UMCV2 es una rizobacteria PGPR que coloniza plantas
leguminosas del género Medicago en condiciones 6ptimas de crecimiento, asi como
en deficiencia de hierro y nitrégeno (Onofre-Ortega, 2013; Aviles-Garcia et al.,
2016), de igual manera incrementa el crecimiento de plantas a través de diferentes
mecanismos. La cepa UMCV2 estimula el crecimiento vegetal mediante el
incremento de la biodisponibilidad de hierro (Valencia-Cantero, et al., 2007),
produccién del compuesto volatil dimetilhexadecilamina (DMHDA) (Velazquez-
Becerra etal., 2011) y por la modulacién de los mecanismos de adquisicion de hierro
en plantas estrategia | y Il (Orozco-Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al.,
2015; Hernandez-Calderdn et al., 2018; Montejano-Ramirez et al., 2018).

Se han realizado trabajos con A. agilis UMCV2 en especies con interés forestal
como Pinus devoniana, donde se ha analizado el impacto que tiene sobre la
germinacion y el crecimiento de las plantas. Los resultados muestran que la cepa
UMCV2 promueve el crecimiento de P. devoniana en la primera etapa de desarrollo
(primeros 65 dias) incrementando la talla de la parte aérea y la proliferacién de
raices laterales, ademas incrementa el indice de germinacion (Montejo-Mayo et al.,
2016). En un trabajo previo se mostré la habilidad de A. agilis UMCV2 para mejorar
significativamente la velocidad de crecimiento de P. devoniana en condiciones de
vivero (Valencia-Cantero et al., 2015), las variables promovidas fueron la altura,
grosor del tallo, peso fresco y contenido de clorofila. EI compuesto DMHDA indujo

un incremento en la concentraciéon de clorofila.
El compuesto volatii DMHDA producido por A. agilis UMCV2 tiene una actividad

inhibitoria del crecimiento de organismos fitopatbgenos como Botrytis cinerea vy

Phytophthora cinnamomi (Veldzquez-Becerra, et al.,, 2013), otras aminas
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producidas por la cepa UMCV2 también presentan actividad antifingica contra

hongos xil6fagos (Orozco-Mosqueda et al., 2015).

Las habilidades que presenta A. agilis UMCV2 para promover el crecimiento de
plantas, hace que sea considerada como una rizobacteria PGPR con potencial para
ser utilizada como bioinoculante. Esta rizobacteria fue seleccionada para el
presente estudio con base en su relevancia agricola para contribuir al crecimiento
de plantas y su habilidad para inducir mecanismos de adquisicion de hierro incluso

en condiciones donde no es un elemento limitante.

2.6. Medicago truncatula, una planta modelo en las interacciones planta-

microorganismo

Las leguminosas son el segundo cultivo més importante en el mundo y una de las
fuentes primarias de consumo humano y animales (Cook, 1999; Graham y Vance,
2003). Este tipo de cultivo suele ser popular especificamente porque requieren poca
fertilizacion y usado de una forma apropiada puede servir como fertilizante a otros

cultivos, aportando nitrégeno al suelo (Cafias y Beltran, 2018).

Las plantas leguminosas son un grupo muy utilizado para estudios de biologia
basica y aplicada, particularmente en el éarea de interacciones planta-
microorganismo, donde se tiene la oportunidad de estudiar la fijacién simbiética de
nitrégeno, interacciones micorricicas e interacciones con patégenos. La inusual
capacidad para fijacidbn simbidtica de nitrégeno resalta la importancia de las
leguminosas como una fuente de proteina en la dieta humana y de nitrégeno en
ecosistemas naturales y agricolas, ademas, son reconocidas como una fuente

invaluable de metabolitos secundarios (Choi et al., 2004).

Todos los factores antes mencionados han favorecido el incremento de
investigaciones en plantas leguminosas. Medicago truncatula, es una planta

leguminosa descrita por Joseph Gaertner, un médico, micélogo y botanico aleman.
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M. truncatula es conocida como barril médico y es nativa de la cuenca mediterranea,
su taxonomia es la siguiente:
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Dicotiledonea
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Trifolieae
Género: Medicago

Especie: Medicago truncatula Gaertn

Medicago truncatula es una planta ampliamente utilizada en estudios de genémica
funcional y estructural, gracias a los atributos que presenta incluyendo su genoma
diploide relativamente pequefio (~375 Mpb, 2n=16) se encuentra secuenciado,
autofecundacion, produccion prolifica de semillas, un rapido tiempo de generacion

y facil transformacién (Cook, 1999, Cafas y Beltran, 2018).

Existen diferentes ecotipos (lineas de acceso) de M. truncatula con amplias
variaciones genéticas (Ellwood et al., 2006). Entre los ecotipos de M. truncatula se
pueden mencionar dos que son los mas utilizados, el ecotipo Jemalong Al7 fue
utilizado para el proyecto de secuenciacion del genoma (Choi et al., 2004), mientras
que el ecotipo R108 es frecuentemente utilizado para trasformacion genética esto

debido a que presenta una regeneracion in vitro superior (Hoffmann et al., 1997).

Existen reportes que muestran que A17 y R108 difieren en sus fenotipos asi como
en sus respuestas a estrés bidtico y abiotico. El metil jasmonato y el etileno inducen
una resistencia parcial en el ecotipo Jemalong Al7 contra Macrophomina
phaseolina, respuesta que no fue observada en R108 de acuerdo a lo reportado por
Gaige et al. (2012). M. truncatula A17 es mas tolerantes al estrés salino que R108,

genes potencialmente asociados con la respuesta celular a este tipo de estrés
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fueron expresados en el genotipo mas tolerante incluso en ausencia del estimulo
(de Lorenzo et al., 2007).

En otro estudio, se compar¢ la tolerancia de los ecotipos Jemalong A17 y R108 al
estrés hidrico donde se observo que A17 tiene una mayor respuesta de adaptacion
mediante varios mecanismos, por ejemplo, Al7 tiene una mayor sensibilidad al
acido abscisico que se manifestd por un mayor cierre estomatico y una pérdida de
agua mas lenta, se observo una menor marchitez y un mayor contenido de agua en
estrés hidrico (Luo et al., 2016).

Li et al. (2014) realizaron un estudio comparativo entre los ecotipos A17 y R108 de
M. truncatula en condiciones de deficiencia de hierro. Los resultados muestran que
las plantas A17 presentan una mayor actividad de FRO que R108, mientras que la
expresion de gen fue similar entre los dos ecotipos. Ademas, la expresion del MtIRT
y MtFRD3 incrementd significativamente en el ecotipo A17 en comparaciéon con
R108. Estos resultados sugieren que M. truncatula A17 y R108 difieren en su
respuesta y adaptacion a la deficiencia de hierro, donde el etileno puede jugar un
papel importante en el incremento en la tolerancia del ecotipo Jemalong Al7 a la

deficiencia de Fe.

Ademas de los estudios arriba mencionados M. truncatula produce una gran
variedad de productos naturales que tienen impacto en el mutualismo asi como en
la defensa contra enfermedades. Esta leguminosa ha sido utilizada para estudiar
las rutas de fenilpropanoides, isoflavonoides y flavonoides (Farag et al., 2008;
Mouradov y Spangenberg, 2014), respuestas de defensa (Yang et al., 2008), y

arquitectura de la raiz (Gonzalez-Rizzo et al., 2006).
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2.7. Espectrometria de masas, una plataforma analitica para el perfilado

metabolémico.

El papel de la espectrometria de masas en el analisis de biomoléculas se ha
convertido importante en las Ultimas décadas. La enorme diversidad quimica y el
amplio rango de metabolitos son los principales desafios analiticos en la actualidad.
Si bien no existe una plataforma que pueda capturar todos los metabolitos en las
diversas muestras biologicas, la metabolomica basada en la espectrometria de
masas (MS) proporciona la mejor herramienta. Un enfoque analitico compresivo
deberia ser llevado cabo para separar y cuantificar componentes del metaboloma
entero. El uso combinado de multiples enfoques incrementa la cobertura del

metaboloma, proveyendo caracteristicas sensibles y confiables de los metabolitos.

El principal objetivo de la metabolémica es analizar tantos compuestos como sea
posible en una sola corrida, sin embargo, la plataforma analitica elegida determina
la clase de compuestos que pueden ser detectados (Sumner et al., 2015).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (GC-MS) es una
de las técnicas mas comunmente usadas para la determinacién de metabolitos
volatiles y no polares. Los metabolitos a analizar podrian ser separados por
gradientes de temperatura en una columna capilar, dichos compuestos son
detectados y medidos por una serie de analizadores de masas incluidos cuadrupolo
sencillo (SQ), triple cuadrupolo (QQQ), tiempo de vuelo (TOF) y orbitrap. GC-MS
presenta una ventaja, la ionizacién por impacto electrénico cuenta con una gran
libreria de espectros de masas, ademas las condiciones de ionizacion son faciles

de estabilizar y tienen buena reproducibilidad (Luan et al., 2017).

Un estudio de metabolémica no dirigida en exudados radiculares con GC-MS fue el

realizado por Watson et al. (2015), donde gracias a esta plataforma encontraron que
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existe un metabolismo especializado en las células border de la raiz de M.
truncatula, detectando aminoacidos, acidos organicos, azucares, beta alanina y

urea.

Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) ha sido
ampliamente utilizada en estudios metaboldémicos. Los principales analitos para LC-
MS incluyen compuestos polares, compuestos no volatiles y compuestos
termoestables. De acuerdo a la polaridad de los compuestos de interés puede
utilizarse cromatografia liquida de fase reversa o cromatografia de interaccion
hidrofilica. En esta plataforma pueden utilizarse los siguientes analizadores: QQQ-
MS, LTQ-MS, TOF-MS, QTOF-MS y Orbitrap-MS. Para las reacciones en tandem
(MS/MS) suele utilizarse Orbitrap 0 QTOF-MS (Luan et al., 2017).

El listado de estudios realizados con esta plataforma para el andlisis de exudados
es muy amplio al igual que las especies sobre las que se ha trabajado. Se han
analizado exudados de Arabidopsis thaliana (Strehmel et al., 2014), Beta vulgaris
(Khorassani et al.,, 2011), Eperua falcata (Michalet et al., 2013), Heracleum
mantegazzianum (Jandova et al., 2015), Medicago truncatula (Watson et al., 2015),
Solanum lycopersicum (Escudero et al., 2014), Zea mays (Matrti et al., 2013).

Espectrometria de masas por imagen

Espectrometria de masas por imagen (IMS) ha sido desarrollada y aplicada para
analizar la distribucion espacial de composiciones quimicas con sus masas
moleculares, esta plataforma ha emergido como una herramienta metabolomica
atractiva. La aplicacion de IMS no necesita conocimiento previo de las muestras a
analizar y proporciona alto rendimiento en los metabolitos con precision en la masa,
la cual diferente de las técnicas de imagen tradicionales como la radioquimica e

inmunoquimica (Luan et al., 2017).
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En adicion al uso extensivo de las técnicas de MS anteriormente mencionadas,
algunas plataformas han hecho avances significativos como por ejemplo insercion

de liquidos directa y electroforesis capilar (CE-MS) (Ramautar et al., 2017).
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3. JUSTIFICACION

La actividad microbiana del suelo juega un papel importante en la absorcién de
hierro por las plantas. Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria que se aislo en
nuestro grupo de trabajo, tiene la capacidad de reducir hierro y sus compuestos
organicos volatiles inducen mecanismos de adquisicion de este elemento en
plantas, sin embargo, se desconoce si estos compuestos volatiles bacterianos
modulan el metabolismo de las plantas en respuesta al estrés por deficiencia de

hierro.

Este estudio tiene la finalidad de determinar si los compuestos volatiles de A. agilis
UMCV2 pueden modular el metaboloma de M. truncatula crecida en deficiencia de
hierro y promover la tolerancia de la planta al estrés, ademas, analizar el efecto de

los cambios metabolémicos sobre el perfil quimico de los exudados radiculares.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos volatiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el metaboloma de

Medicago truncatula contribuyendo a la tolerancia de la planta al estrés por la
deficiencia de hierro.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Determinar si los compuestos volatiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el
metaboloma de Medicago truncatula promoviendo la tolerancia de la planta al estrés
por deficiencia de hierro.

5.2. Particulares

1. Determinar el efecto de la deficiencia de hierro y de los compuestos volatiles
de A. agilis UMCV2 sobre el crecimiento y desarrollo de M. truncatula.

2. Analizar el perfil quimico de metabolitos de plantas crecidas en deficiencia

de hierro y expuestas a los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2.
3. Determinar si los compuestos voléatiles de emitidos por la bacteria A. agilis

UMCV2 modulan la exudacion radicular en plantas de M. truncatula crecida

en estrés por deficiencia de hierro.
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6. RESULTADOS

6.1. Capitulo |
Los compuestos volatiles de Arthrobacter agilis UMCV2 promueven el crecimiento
y desarrollo en plantulas de Medicago truncatula en suficiencia y deficiencia de

hierro

6.2. Capitulo Il
A Mass Spectrometry-Based Study Shows that Volatiles Emitted by Arthrobacter
agilis UMCV2 Increase the Content of Brassinosteroids in Medicago truncatula in

Response to Iron Deficiency Stress.
6.3. Capitulo 1l

Los compuestos volatiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modifican el perfil quimico

de exudacion de Medicago truncatula en suficiencia y deficiencia de hierro
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6.1. Capitulo |

LOS COMPUESTOS VOLATILES DE Arthrobacter agilis UMCV2 PROMUEVEN
EL CRECIMIENTO Y DESARROLLO EN PLANTULAS DE Medicago truncatula
EN SUFICIENCIA Y DEFICIENCIA DE HIERRO

RESUMEN

El hierro es un microelemento esencial para el adecuado crecimiento y desarrollo
de las plantas. La deficiencia de hierro produce clorosis férrica, limita el crecimiento
vegetal y disminuye la produccion de los cultivos. Los microorganismos benéficos
del suelo facilitan la adquisicion de hierro en las plantas; tal es el caso de la
rizobacteria Arthrobacter agilis UMCV2 gque modula los mecanismos de toma de
hierro en plantas de Medicago truncatula en suficiencia y deficiencia de este
nutriente. El objetivo de este estudio fue determinar si los compuestos volatiles de
A. agilis UMCV2 promueven el crecimiento y desarrollo de plantulas de M. truncatula
crecidas en deficiencia de hierro. La carencia del nutriente afecté negativamente el
crecimiento y de desarrollo de las plantulas; sin embargo los voléatiles de la cepa
UMCV2 contribuyeron al incremento de la biomasa en la condicion de suficiencia y
modularon en forma positiva pardmetros asociados a la estructura de la raiz en las
plantulas crecidas en deficiencia de Fe. Por lo tanto, los volatiles de A. agilis UMCV2
promueven el crecimiento y desarrollo vegetal ain en condiciones adversas de

crecimiento como lo es la deficiencia de hierro.
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INTRODUCCION

El hierro (Fe) es un micronutriente esencial para crecimiento y desarrollo de las
plantas, este elemento esta involucrado en varios procesos metabolicos como
fotosintesis, respiracion, fijacion de nitrégeno, sintesis de ADN, produccion de
hormonas y biosintesis de clorofila (Guerinot y Yi, 1994). El Fe es un microelemento
abundante en los suelos, sin embargo, en condiciones alcalinas su biodisponibilidad
es limitada lo que resulta en una clorosis férrica que se manifiesta como un
amarillamiento de las hojas mas jovenes, una clorosis intervenal y la reduccion en
el crecimiento y produccion vegetal (Prasad, 2003). Esto se debe a que la forma
predominante en estas condiciones es la férrica (Fe*®) mientras la forma asimilable
por las plantas es la ferrosa (Fe*?). Los sintomas de la deficiencia de hierro en soya
son tan pronunciados que la mayoria de los estudios publicados sobre la clorosis

férrica son referidos a esta especie.

La principal reaccion de las plantas dicotiledéneas para contrarrestar la deficiencia
de hierro es llevar a cabo una estrategia basada en la reduccién del metal y asi
incrementar su disponibilidad. Esta estrategia es conocida como estrategia | y es
llevada a cabo por todas las plantas dicotiledoneas y monocotiledoneas no
gramineas y consta de tres pasos, i) acidificacion de la rizosfera por proteinas H*-
ATPasa, ii) reduccion de Fe*3 a Fe*? por una férrico quelato reductasa (FRO) v iii)

absorcion de Fe*? por el trasportador IRT1 (Kobayashi y Nishizawa, 2012).

Se ha reportado que rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPRS)
mediante sus compuestos volatiles bacterianos pueden modular tanto el crecimiento
como el desarrollo de plantas (Ryu et al., 2003). Ademas, en condiciones de
carencia de hierro, los volatiles bacterianos pueden regular mecanismos de

adquisicion de hierro en plantas de Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2009).

Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria rizosférica que fue aislada por nuestro
grupo de trabajo (Valencia-Cantero et al., 2007). A. agilis UMCV2 presenta ciertas
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caracteristicas que la hacen un buen modelo de estudio, en trabajos previos se ha
observado que mediante sus compuestos volatiles promueve el crecimiento de
plantas con estrategia | y Il para la adquisicion de hierro (Velazquez-Becerra et al.,
2011; Orozco-Mosqueda et al., 2013; Castulo-Rubio et al., 2015).

En el caso patrticular de la interaccion de A. agilis UMCV2 con M. truncatula se ha
observado un incremento en la expresion de genes MtFRO (férrico quelato
reductasa) (Montejano-Ramirez et al., 2018). Cuando la interaccion es mediada por
compuestos volatiles de UMCV2 y las plantas son crecidas en suficiencia y
transplantadas a un medio con baja disponibilidad de hierro, se ha documentado
que el contenido de hierro y la actividad reductasa se incrementan, al igual que la
acidificacion de la rizosfera (Orozco-Mosqueda et al., 2013). Por lo que resulta
interesante esclarecer si los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 promueven
el crecimiento y desarrollo vegetal en plantas crecidas de forma permanente en
condiciones de deficiencia de hierro.

MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico y condiciones de crecimiento

Para este estudio, las semillas de M. truncatula fueron escarificadas con &cido
sulftrico durante 8 min, desinfectadas superficialmente con hipoclorito de sodio al
12% por 2 min y enjuagadas varias veces con agua desionizada estéril. Las semillas
estériles fueron vernalizadas durante 4 dias a 4°C en placas de agar con 0.6% de

agar (Agar Plant, grado micropropagacion) y 0.6% de sacarosa.

Las semillas vernalizadas fueron llevadas a una camara de crecimiento a 22°C con
fotoperiodo de 16h luz/ 8h oscuridad y 6100 Ix para su germinacion. Para el montaje
del experimento se utilizaron plantulas de tres dias de germinadas, las cuales fueron
colocadas en frascos de vidrio con 35 ml de medio Hoagland solidificado con 0.6%

de agar y pH 6.5. En todos los tratamientos se colocaron tres plantas por frasco.
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El medio Hoagland base fue preparado con las siguientes concentraciones de sales:
1020 ppm KNOs, 492 ppm Ca(NOs3)2x4H20, 230 ppm NH4H2(PO4), 490 ppm
MgSO04x7H20, 2.80 ppm HzBOs, 1.81 ppm MnCl2x2H20, 0.08 ppm CuSO4x5H20,
0.22 ppm ZnS0O4x5H20 y 0.09 ppm Na2MoOsxH20. La adicion de FeSO4 a una
concentracion final de 20 uM correspondié al tratamiento +Fe y su ausencia al
tratamiento -Fe. Las plantas se dejaron crecer en camara de crecimiento (Percival)
durante 21 dias en condiciones controladas de luz y temperatura (22°C, 16h luz / 8h
oscuridad y 6100 Ix).

Arthrobacter agilis UMCV2 (CECT_7743) fue crecida en agar nutritivo (3 g/L de
extracto de carne, 5 g/L de peptona y 15 g/L de agar bacteriologico) a 22°C. La
rizobacteria comensal Bacillus sp L264 fue utilizada como control (Gutiérrez-Luna
et al.,, 2010; Hernandez-Calderdén et al., 2018). La cepa L264 fue crecida en

condiciones similares a A. agilis UMCV2.

Sistema de interaccién M. truncatula - A. agilis UMCV2

El sistema de interaccion utilizado fue de compartimentos separados de acuerdo a
lo reportado por Orozco-Mosqueda et al., (2013), para lo cual se empled un vial de
vidrio de 4 mL donde se agregaron 2 mL de agar nutritivo. Posteriormente, el vial
fue introducido a un frasco con medio Hoagland, previo al trasplante de las
plantulas. Tres plantulas fueron transferidas a cada frasco, se dejaron crecer
durante dos dias y se adicionaron 50 uL del inéculo bacteriano al vial. Las plantas
crecieron en interaccion con los volatiles bacterianos durante 10 dias en camara de
crecimiento con las condiciones controladas previamente mencionadas y al finalizar
ese tiempo se registraron las variables de acumulacion de biomasa, longitud de la
raiz principal, nUmero de raices laterales, altura y contenido de clorofila con un
medidor CCM-200.
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RESULTADOS

Efecto de la deficiencia de hierro sobre el crecimiento y desarrollo de

plantulas de M. truncatula

Las Figs. 1a y b muestran fotografias representativas de plantulas de M. truncatula
de 21 dias de crecimiento. El desarrollo de las plantas no mostr6 cambios en la
parte aérea, se presentaron tres hojas trifoliadas bien desarrolladas con suficiencia
(+Fe) y deficiencia de hierro (-Fe). El fenotipo clorético fue evidente en las plantas
del tratamiento -Fe. Adicionalmente, la deficiencia de hierro afect6 de manera

significativa el sistema radicular (Figs. 2c, d).

+ Fe
a) j b)

tf\k |

.)?'n y

]

Figura 1. Plantulas de Medicago truncatula crecidas 21 dias en diferente disponibilidad de hierro en
el medio. a) Plantulas crecidas en suficiencia de hierro (+Fe) y b) deficiencia de hierro (-Fe). c) Raiz
desarrollada en +Fe y raiz de 21 dias en -Fe (d).
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La clorosis es un indicativo de deficiencia de hierro y la variable mas comudn para
medir este parametro es el contenido de clorofila, un pigmento importante
involucrado en el proceso de fotosintesis. En la Fig. 2f se muestra el contenido de
clorofila medido en la ultima hoja bien desarrollada de las plantulas de M. truncatula,
donde se observa una disminucion significativa del 25.8% en el contenido de este

pigmento en las plantas crecidas en deficiencia de hierro (-Fe).

Algunos parametros de crecimiento como la biomasa y la altura, se suelen afectar
cuando una planta se encuentra sometida a algun tipo de estrés. En este estudio la
deficiencia de hierro disminuyé significativamente la biomasa del follaje y de las
raices de las plantas (Figs. 2a, b), de igual manera la altura se afecté negativamente
(Fig. 2e). El sistema radicular fue afectado en cuanto a la cantidad de raices
laterales (Fig. 2d), la longitud de la raiz primaria fue similar entre las dos condiciones

de disponibilidad de hierro (Fig. 2c).
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Figura 2. ParAmetros de crecimiento y desarrollo de plantulas de M. truncatula crecida 21 dias con
diferente disponibilidad de hierro en el medio. Los datos representan la media de 10 plantas * error
estandar, letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05) por ANOVA seguida
de la prueba de medias Tukey HSD.
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Efecto de los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 en plantulas de M.

truncatula crecidas en deficiencia de hierro

Las plantulas de M. truncatula crecidas en condiciones de suficiencia y deficiencia
de hierro se desarrollaron en interaccion con los volatiles bacterianos de las cepas
UMCV2 y L264 durante 10 dias. Debido a que a los 10 dias de crecimiento las
plantas mostraron evidencia visual del efecto del estrés por deficiencia de hierro, el

registro de las variables de crecimiento y desarrollo se realiz6 en ese tiempo.

Para la condicién control, es decir, sin exposicidon a volatiles bacterianos, los
resultados indicaron que el peso fresco de la parte aérea tiende a disminuir en el
tratamiento -Fe (Fig. 3a), pero el peso de la raiz no se afect6 en plantas de esa edad
(Fig. 2b). Por otro lado, se observo una diferencia significativa en la altura de la
planta (Fig. 4a), la longitud de la raiz principal (Fig. 4b) y el nUmero de raices
laterales (Fig. 4c). En plantulas de M. truncatula crecidas durante 10 dias en
deficiencia de hierro se observaron efectos similares a las plantas de 21 dias en

esta condicion.
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Figura 3. Efecto de los volatiles bacterianos de A. agilis UMCV2 y Bacillus sp. L264 en la biomasa
de plantulas de M. truncatula en suficiencia y deficiencia de hierro a los 10 dias de interaccion. Barras
blancas indican suficiencia de hierro y barras negras deficiencia. Los datos representan la media de
20 plantas = error estandar, letras distintas indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05) por
ANOVA factorial seguida de Tukey HSD.
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En cuanto a la condicién de suficiencia (+Fe) se observé que la exposicion de las
plantulas a los compuestos volatiles de la cepa UMCV2 incrementd la biomasa
aérea y radicular de manera significativa (Figs. 3a, b). Los compuestos volatiles de

la cepa L264 no tuvieron efecto sobre el peso del follaje ni de la raiz.

Por otro lado, los volatiles de UMCV2 no promovieron la altura ni la longitud de la
raiz principal, pero se observo una tendencia al incremento en el nimero de raices
laterales (Figs. 3a, b, ¢) en la condicion de suficiencia de hierro. Interesantemente,
los compuestos de la cepa L264, tienden a disminuir la longitud de la raiz principal

en la condicién de suficiencia de hierro (Fig 3b).

En cuanto a la condicién de deficiencia de hierro, la exposicion de las plantas a los
volatiles bacterianos aminor6 el efecto de la carencia nutrimental sobre el peso
fresco de la parte aérea (Fig. 3a), la altura de la planta (Fig. 4a) y especificamente
en el caso de la UMCV2, el numero de raices laterales (Fig. 4c).
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Figura 4. Efecto de los volatiles bacterianos producidos por A. agilis UMCV2 y Bacillus sp L264 sobre
distintos pardmetros de desarrollo de M. truncatula crecida suficiencia y deficiencia de. Plantas de
10 dias de interaccion. Barras blancas indican suficiencia de hierro y barras negras deficiencia. Los
datos representan la media de 20 plantas * error estandar, las letras indican diferencia estadistica
significativa (p < 0.05) por ANOVA factorial seguida de Tukey HSD.

DISCUSION

El hierro (Fe) es un metal abundante en la corteza terrestre pero en condiciones
alcalinas su biodisponibilidad disminuye, debido a esto su carencia se ha convertido
en un problema alrededor del mundo, donde més de la tercera parte de los suelos

arables son potencialmente deficientes en hierro (Guerinot et al., 2007).
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En este estudio la carencia de hierro en el medio de cultivo de las plantas de M.
truncatula a los 10 y 21 dias del tratamiento tuvo un impacto negativo en el
crecimiento y desarrollo de la plantas. Se ha demostrado que el hierro es un factor
limitante para la produccion de biomasa y semillas en plantas de Arabidopsis
thaliana (Ravet et al., 2012) asi como en cultivos de tomate (Jin et al., 2009),

espinaca (Jin et al., 2013) y arroz (Takahashi et al., 2001).

Las raices de las plantas son el érgano que perciben las deficiencias nutrimentales
y responden con modificaciones en su estructura para adaptarse a las nuevas
condiciones. Los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 incrementaron el nUmero
de raices laterales (Fig. 4c) contribuyendo con esto a aminorar el estrés impuesto

por la deficiencia de hierro, favoreciendo el area de exploracion de la raiz.

En plantas control de 10 dias de estrés (-Fe), la longitud de la raiz primaria
disminuyo significativamente (Fig. 4b). Lo mencionado anteriormente indica que la
longitud de la raiz primaria se altera por efecto de la carencia de hierro en el medio
en los primeros estadios de desarrollo de la planta, posteriormente, como un
mecanismo de adaptacion al estrés ésta se desarrolla para incrementar la

exploracién en busqueda del nutrimento (Fig. 2c).

Es importante mencionar que la cepa Bacillus sp. L264 ha sido reportada con
anterioridad por Hernandez-Calderén et al. (2018) como una cepa neutra en cuanto
a su efecto sobre la exudacion en plantas de Sorgo (Sorghum bicolor, planta
estratega Il para la adquisicion de hierro); con los resultados obtenidos en este
trabajo se observa que la cepa L264 no tiene una contribucion significativa sobre la
tolerancia al estrés por hierro, proveyendo datos similares al control negativo

utilizado (agua) para el caso del estudio de interaccion.

Arthrobacter agilis UMCV2 modula positivamente algunos parametros de

crecimiento en las plantulas del género Medicago, efecto ya reportado con
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anterioridad. Veldzquez-Becerra et al. (2011) crecieron plantulas de Medicago
sativa en interaccion con los compuestos volatiles de UMCV2 en condiciones de
suficiencia de hierro, en este estudio se evalué el efecto de la presencia de los
volatiles en la planta sobre el tiempo. Los resultados mostraron que a las 48 h de
exposicion, parametros como biomasa, longitud de la raiz y longitud del tallo se

incrementaron significativamente con respecto a las plantas control.

Ademas, Orozco-Mosqueda et al. (2013) crecieron plantulas de M. truncatula en
condiciones o6ptimas de crecimiento (medio MS completo y 100 uM de Fe) y
posteriormente fueron transferidas a medio con baja disponibilidad de Fe (1uM) y
con la presencia de los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 durante 48 h. Los
resultados reportados fueron un incremento significativo en la biomasa de la plantula
en condiciones de suficiencia y baja disponibilidad de hierro, asi como en otros
parametros asociados a la toma de hierro por la planta en comparacién con las
plantas control.

Es importante mencionar con base en los trabajos previos realizados sobre el efecto
de los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 en plantulas de Medicago sp., que
las plantas estuvieron expuestas a los volatiles microbianos por un periodo corto de
tiempo (48 h) y en este estudio la presencia de los compuestos volatiles fue por un
tiempo mas prolongado (10 dias) y ademas las plantulas estuvieron expuestas a las
dos condiciones de disponibilidad de hierro a partir de la germinacion. Entonces, los
resultados generados en este estudio demuestran que los compuestos volatiles de
A. agilis UMCV2 inducen cambios fisiologicos en las plantulas de M. truncatula que
aminoran el efecto de la deficiencia de hierro aiin cuando las plantas se encuentran
crecidas de forma permanente en condiciones de deficiencia de hierro, por lo que
resultaria interesante estudiar el tipo de metabolitos que se inducen en respuesta a

los compuestos bacterianos y al estrés por deficiencia de hierro.
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Abstract: Iron is an essential plant micronutrient. It is a component of numerous proteins and
participates in cell redox reactions; iron deficiency results in a reduction in nutritional quality and
crop yields. Volatiles from the rhizobacterium Arthrobacter agilis UMCV2 induce iron acquisition
mechanisms in plants. However, it is not known whether microbial volatiles modulate other metabolic
plant stress responses to reduce the negative effect of iron deficiency. Mass spectrometry has great
potential to analyze metabolite alterations in plants exposed to biotic and abiotic factors. Direct
liquid introduction-electrospray-mass spectrometry was used to study the metabolite profile in
Medicago truncatula due to iron deficiency, and in response to microbial volatiles. The putatively
identified compounds belonged to different classes, including pigments, terpenes, flavonoids, and
brassinosteroids, which have been associated with defense responses against abiotic stress. Notably,
the levels of these compounds increased in the presence of the rhizobacterium. In particular, the
analysis of brassinolide by gas chromatography in tandem with mass spectrometry showed that
the phytohormone increased ten times in plants grown under iron-deficient growth conditions and
exposed to microbial volatiles. In this mass spectrometry-based study, we provide new evidence on
the role of A. agilis UMCV2 in the modulation of certain compounds involved in stress tolerance in
M. truncatula.

Keywords: legumes; microbial volatiles; Fe cleficiency; DLI-ESI-MS

1. Introduction

Mass spectrometry (MS) is gaining considerable popularity for profiling metabolites in complex
biological samples. The increased applications have led to the improvement of MS technology
in sample introduction, ionization source, mass analyzer, ion detection, and data acquisition and
processing. Direct liquid introduction-electrospray ionization-mass spectrometry (DLI-ESI-MS, the
acronym recommended by the Analytical Methods Committee [1]) is a rapid and high-throughput
analytical tool that has been successfully applied in medicine and food and biological sciences [2-5].
DLI-ESI-MS does not require preliminary sample separation, and it can be applied to multiple biclogical

Molecules 2019, 24, 3011; doi:10.3390/molecules24163011 wiww.mdpi.comfjournal/molecules
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matrices. The straightforward sample introduction allows for simultaneous fingerprinting of a vast
number of metabolites from different samples within a single period. In addition, different studies
support the repeatability of DLI-ESI-MS data, and the quantification of the intensity of the ion signals
(in/z) with a larger variance in plants because of environment, physiological state, or the genotype
can also be performed [5-7]. High analytical performance (sensitivity, selectivity) allows it to be
used for untargeted metabolomics screening approaches for different plant extracts; thus it offers an
excellent cost-benefit ratio compared to other analytical platforms such as near-infrared reflectance
spectroscopy (NIRS), ultra-performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS), gas
chromatography with flame ionization detection (GC-FID), and GC-MS, which are slow and expensive
to use for routine plant biochemistry studies [2]. Due to the various benefits reported for DLI-ESI-MS,
we decided to conduct a study to determine its usefulness in microbial ecology research, as DLI-ESI-MS
provides robust chemical information, is bioinformatically easy to handle, and could help us understand
the chemical response of plants to abiotic or biotic factors.

[ron (Fe) is an essential micronutrient for plant growth and crop productivity. Plants acquire Fe
mainly from the rhizosphere; therefore, the mechanisms that regulate Fe acquisition and homeostasis
in the plant are of interest. The role of specific metabolites such as nitric oxide, ferritin, phenolic
compounds, and brassinosteroids (BRs) have been highlighted in Fe-deficient growth conditions,
indicating that plants undergo significant metabolic changes during Fe-adaptive processes [8-17].

In an attempt to make agriculture a viable component of a healthy and pleasant ecosystem, the
application of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) to enhance Fe uptake and transport in
plants is an excellent biotechnology strategy. PGPR are soil bacteria that colonize the rhizosphere
of plants, stimulating plant growth and health through different mechanisms, such as phosphorus
solubilization or nitrogen-fixation, and the production of phytohormones or siderophores to capture Fe
from the environment in biologically useful forms [18]. In 2003, Ryu et al. reported that some PGPR can
modulate the growth and development of plants without physical contact with them. This mechanism
involves the production of volatile compounds such as, acetoin and 2,3-butanediol, which modulate
the mechanisms of phytohormone signaling and therefore stimulate morphogenesis programs in
plants [19]. Six-years later, Zhang et al. (2009) noted, that the same microbial volatiles can modulate Fe
uptake in Arabidopsis via deficiency-inducible mechanisms [20].

The rhizobacterium Arthrobacter agilis UMCV2 used in this study, was isolated from the rhizosphere
of maize (Zea mays) [21]. Tt emits a pool of volatiles that promotes the growth of leguminous and
monocotyledonous plants with different levels of available Fe [22-24]. Notably, in Medicago truncatula,
the UMCV?2 strain increased the expression of genes involved in Fe uptake (MtFRO1, MtFRO2, MIFRO3,
MUFRO4, and MtFROS5) under Fe-sufficient and -deficient conditions [25]. Nevertheless, those studies
focused on elucidating the molecular mechanisms involved in the modulation of Fe acquisition
responses. Thus, one question remaining is whether microbial volatiles modulate the production of
other primary or secondary metabolites in plants to ameliorate Fe-deficiency stress.

Here, we used a DLI-ESI-MS method as an untargeted mass spectrometry strategy to study the
metabolic profiles of M. truncatula seedlings grown under Fe-sufficient and -deficient conditions. We
focused on the detection of significant differences among MS profiles to determine whether volatiles
emitted by A. agilis UMCV2 alleviate plant stress and stimulate the accumulation of metabolites
involved in abiotic stress tolerance; in addition, we used a complementary GC-MS method to confirm
the identification of brassinolide, which is involved in Fe-adaptive processes in plants.

2. Results

2.1. DLI-ESI-MS in the Analysis of Fe Deficiency in Medicago truncatula Seedlings and Response to
Bacterial Volatiles

Under conditions of Fe deficiency, plants adjust their metabolism to maintain cellular Fe
homeostasis. Some visual symptoms of Fe deficiency, such as leaf yellowing (Figure 1d-f) and
decreased plant size (Figure 1g) were observed in our experiments in comparison to plants grown
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under Fe sufficiency (Figure 1la—c). Additionally, we studied plants exposed to volatiles from A. agilis
UMCV2, a rhizobacterium that induces Fe acquisition in plants (Figure 1¢,f), and plants exposed to
volatiles from Bacillus sp. L264, a commensal rhizobacterium (Figure 1b,e). As we expected, volatiles
from the UMCV2 strain, had a stimulatory effect on plant growth under Fe-sufficient and -deficient
growth conditions (Figure 1g).
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Figure 1. Interaction between Medicago truncatula and rhizobacteria through the emission of volatile
compounds. A 4 mL glass vial with 2 mL nutritive agar medium was inserted in each system; in the
control system, 20 uL water was added into the vial instead of the bacterial inoculum. The interaction
lasted for 10 days. Uninoculated 12-day-old plants grown under conditions of iron (Fe) sufficiency
(a) and deficiency (d). (b) Plants were inoculated with the commensal strain Bacillus sp. L264 grown
under Fe-sufficient and -deficient conditions (e). Inoculated plants exposed to volatiles from A. agilis
UMCV2 and under Fe-sufficient (¢) and -deficient conditions (f). (g) Dry weights of control plants and
plants during interactions with bacterial volatile compounds. Data shown are means + standard error
(n = 15). White and black bars indicate Fe-sufficient and -deficient growth conditions, respectively.
Different letters indicate significant differences (p < 0.05) among treatments determined with two-way
ANOVA and Tukey’s test.

These plants were further analyzed by DLI-ESI-MS. The quadrupole analyzer allowed the
collection of MS data with satisfactory spectral quality. Typical mass spectra of the broad range of
molecular weights of compounds that are produced when plants undergo Fe stress, and microbial
volatiles exposure are shown in Figure 2a,b, respectively. In total, 737 ions were obtained, mainly
within the range 55.90-1592.52 m/z. All metabolite signals were extracted from a database with the
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MALDIquant package in the RStudio interface. Following purification, alignment, and normalization,
a principal component analysis (PCA) was performed (Figure 3). The PCA (highly significant results
p < 0.001, by permutational multivariate analysis of variance, PERMANOVA) showed that control
plants grown under conditions of Fe sufficiency and those exposed to volatiles from 1264 had similar
mass spectra, since treatments were grouped together. Similarly, plants grown under Fe-deficiency
stress and those exposed to volatiles from L264 had the same metabolic fingerprinting, and both
treatments presented an overlap, indicating that only the absence of Fe affected the metabolic profile of
the plants. The ion profiles of plants grown under conditions of Fe sufficiency and deficiency, and
following exposure to UMCV2 volatiles were similar, indicating that UMCV2 promotes metabolic
changes in plants under both growing conditions.
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Figure 2. Non-targeted metabolomic profiling normalized from leaves of Medicago fruncatula obtained
by DLI-ESI-MS. (a) Control plants grown under Fe-sufficient (green) and -deficient conditions (orange).
(b) Plants exposed to volatile compounds from A. agilis UMCV2 for 10 days and grown under
iron-sufficient (green) and -deficient conditions (orange).
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Figure 3. Principal component analysis (PCA) obtained from DLI-ESI mass spectra of Medicago
truncatula leaves under Fe-sufficient and -deficient conditions and following exposure to microbial
volatiles. Blue indicates control plants, orange represents plants exposed to volatiles emitted by L264
strain, and red shows the plants exposed to volatiles from A. agilis UMCVZ2. Circles (O) and triangles
(A) indicate Fe sufficiency and deficiency, respectively. The ellipses represent 95% confidence intervals.
Differences between groups were compared with a PERMANOVA test (p < 0.001).

2.2. Classification of Random Forest Model for Differentiating Plants Grown under Two Different Fe Conditions
and Rhizobacterial Inoculation

In order to reduce data complexity, the Random Forest (RF) algorithm was used to generate
decision trees and extract the 30 most important ions, defining whether seedling samples were
Fe-sufficient or -deficient (Figure 4a). lons with the greatest mean decrease in Gini index were
putatively identified using the PlantCyc database and SpiderMass software. The m/z from each ion was
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compared to the monoisotopic mass (Da) of metabolites previously reported for M. truncatula,
which provided knowledge about participating metabolites in response to Fe-deficiency stress.
Among, the most important ions, we identified compounds involved in riboflavin metabolism at
185.22 mi/z (1-deoxy-L-glycero-tetrulose 4-phosphate), 299.18 m/z [5-amino-6-(p-ribitylamino) uracil],
and 808.38 m/z (flavin adenine dinucleotide, FAD); lipid metabolism at 797.49 m/z (1-18:3-2-18:3-
monogalactosyldiacylglycerol), 859.98 m/z (butanoyl-CoA); and chlorophyll metabolism at 222.07 m/z
(phosphonothreonine), 613.36 m/z (protochlorophyllide a) [11,26,27]. In addition, compounds that
alleviate abiotic stresses in plants were also identified at 189.26 m/z (norspermine), 269.06 mi/z
((+)-marmesin), 300.18 m/z ((S)-N-methylcoclaurine), 314.26 m/z (9,10-epoxy-18-hydroxystearate),
351.23 m/z (crocetin), and 371.07 m/z (chelerythrine) (Table 1). Of these ions, 185.22, 189.26, 222.07,
269.06, 299.18, and 351.23 m/z (Figure 5a) were detected at a higher intensity under Fe deficiency
conditions. The remaining 17 ions selected by the RF algorithm for the Fe condition could not
be identified.

The RF model also helped to identify the 30 most important ions including those that differentiated
uninoculated seedlings, and those inoculated with L264 or UMCV2 strains (Figure 4b). Twenty
ions were identified (Table 2). Six of these, 87.41 m/z (3-pentanone), 88.08 ni/z (pyruvate), 88.33 m/z
(4-aminobutanal), 97.83 m/z (glycolate), 98.04 m/z (N-monomethylethanolamine), and 287.19 m/z
(kaempferol) showed stronger detectable signal intensities under UMCV2 treatment (Figure 5b),
suggesting that these ions are responsible for the discrimination between the sample groups, and
revealing the associated chemical modulations made by the UMCV2 strain. Thus, DLI-ESI-MS
displays great potential for determining whether volatiles emitted from other rhizobacteria are
able to modulate the production of primary or secondary metabolites in plants. According to
previously reported literature, the increased signals have different roles in alleviating Fe deficiency
stress in plants [12,28-33]. Other identified compounds included those involved in plant primary
metabolism, at 88.08 m/z (pyruvate), 97.83 m/z (glycolate), 790.06 m/z (coenzyme A) [34]; brassinosteroid
metabolism, at 397.20 m/z (5-dehydroepisterol), 419.15 m/z (6-deoxocathasterone), and 467.07 ni/z
(6-alpha-hydroxycastasterone) [35-38]; compounds with antioxidant roles in plants, at 266.20 m/z
(thiamine), 366.17 ni/z (galactinol), and 933.53 mi/z (notoginsenoside R1) [39-41], and some flavonoids
with antioxidant capacity, which act as chemotactic signals for symbiotic nitrogen-fixing bacteria of
legumes, at 275.13 m/z (fustin), 287.19 m/z (kaempferol), and 291.15 m/z (formononetin) [10,42-45]

(Table 1).
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Figure 4. lon importance ranking obtained by Random Forest model for differentiating between
sample treatments with DLI-ESI mass spectra data. The thirty most important ions are shown for
discriminating between Fe growth conditions (a) and the effect of microbial volatiles (b). Ntrees = 500,

OOB error = 0% for Fe growth conditions and 43.75% for volatiles.
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Table 1. The most important compounds detected in Medicago truncatula seedlings by DLI-ESI-MS and

putatively identified by the SpiderMass software, which were able to differentiate between samples

grown under Fe-sufficient and -deficient growth conditions.

mfz M:;zf:)l;:‘;'c Ionization Mode Compound Name Function
189.26 188.20 M+ H]* Norspermine Stress
185.22 184.01 M + H]* 1-Deoxy-1-glycero-tetrulose 4-phosphate  Riboflavin biosynthesis
222.07 199.03 [M + Nal]* 1-Histidinol-phosphate Histidine biosynthesis
269.06 246.09 [M + Nal* (+)-Marmesin Stress
300.18 299.15 M+ H]* (5)-N-methylcoclaurine Stress
613.36 612.22 [M + HJ* Protochlorophyllide a Chlorophyll biosynthesis
299.18 276.11 [M + Na]* 5-Amino-6-(p-ribitylamino) uracil Riboflavin biosynthesis
859.98 837.16 [M + Nal* Butanoyl-CoA Fatty acid beta oxidation
797.49 774.53 [M + NaJ* 1-18:3-2-18:3-Monogalactosyldiacylglycerol Chloroplast membrane lipid
314.26 313.24 [M + H]* 9,10-Epoxy-18-hydroxystearate Cutin biosynthesis
371.07 348.12 [M + Nal* Chelerythrine Stress
808.38 785.16 [M + Nal* Dioleoylphosphatidylcholine Membranes lipid
351.23 328.17 [M + Nal* Crocetin Stress
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Figure 5. Metabolomic heatmap generated with the 30 most important ions detected by the Random

Forest model for Fe availability (a) and bacterial volatiles (b). Heatmap combined with an analysis of

cluster hierarchical using Euclidean distance between experimental units and Ward'’s algorithm for

classification by ion (along x-axis) and by treatment (along y-axis).
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Table 2. The most important compounds detected by DLI-ESI-MS in Medicago truncatula seedlings and
putatively identified by the SpiderMass software that could differentiate between samples exposed to
volatiles from L264, UMCV2 strains, and control.

Monoisotopic

mfz Mass (Da) lonization Mode ~ Compound Name Function

88.08 87.01 [M+HJ* Pyruvate Energy
266.20 26511 M +H]* Thiamine Stress
383.14 360.14 [M + Na]* 7-Deoxyloganate Stress
933.53 932.53 [M+H]* Notoginsenoside R1 Stress
319.20 296.31 [M + Na]* Phytol Constituent of chlorophyll
365.17 342.12 [M + Na]* Galactinol Stress

98.34 75.07 [M + Na]* N-Monomethylethanolamine  Choline biosynthesis
291.15 268.07 [M + Na|™ Formononetin Stress
353.22 352.18 [M +H]* 16-Hydroxytabersonine Indole alkaloid biosynthesis
397.20 396.34 [M+H]* 5-Dehydroepisterol Brassinosteroid biosynthesis
287.19 286.05 M +H] Kaempferol Stress

97.83 75.01 [M + Na]* Glycolate Photorespiration
467.07 466.37 M+ H]* 6-Hydroxycastasterone Brassinosteroid biosynthesis
321.11 320.09 [M+H]" 4-Coumaroylshikimate Flavonoid and phenylpropanoid biosynthesis
790.06 767.12 [M + Na]* Coenzyme A Fatty acid beta oxidation
27513 274.08 M+ HJ* Fustin Stress
320.20 297.24 [M + NaJ* 18-Hydroxyoleate Cutin, suberin and wax biosynthesis
88.33 87.07 [M+H]* 4-Aminobutanal Stress

87.41 86.07 [M +H]J* 3-Pentanone Stress
419.15 418.38 M +HJ* 6-Deoxocathasterone Brassinosteroid biosynthesis

Although DLI-ESI-MS provides the possible composition of the compounds with minimal sample

preparation, the exact metabolite identification is limited by the lack of fragmentation data or device
accuracy (~0.3 Da) [6]. Therefore, mass spectrometry coupled with a separation technique such as GC,
can provide identification with a high level of confidence based on the comparison of the retention
time with the appropriate standard, and in addition, it allows calculation of the concentration of the
compounds in the sample. In our study, we observed variations in the intensity of many ions in
the mass spectra obtained from plants treated with UMCV2. Three of the n1/z ions were putatively
identified as components of the BRs biosynthesis (Table 2); we observed that the signal 419.15 m/z,
which is a direct precursor of brassinolide [37] mainly increased in plants inoculated with the UMCV2
strain. Thus, we decided to confirm by GC-SIM-MS whether the volatiles emitted by A. agilis UMCV?2,
stimulate the production of brassinolide in M. truncatula, as it is the most bioactive form of BRs in
plants. For this, we acetylated the molecule to change the analyte properties, which improved the
identification capability of brassinolide (Figure 6a—c).

BRs are endogenous plant hormones that are essential for plant growth and development.
Additionally, BRs are involved in sensing and responding to mineral deficiency stress. A factorial
analysis showed that Fe deficiency stress, as well as microbial volatile factors significantly increased
the content of epibrassinolide in the plant (p = 0.0039 and p = 0.0036, respectively); and the interaction
of both factors was also statistically significant (p = 0.0153). Plants grown in Fe-deficient conditions and
inoculated with UMCV2 showed a ten-fold higher accumulation of brassinolide relative to controls
(Figure 6d). This result suggests that A. agilis induce the synthesis of brassinolide in the plant as a part
of the mechanism for Fe stress tolerance; thus, the quantification of this phytohormone in the plants
may serve as a reference of the beneficial effects of rhizobacterium to plants.
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Figure 6. Identification of brassinolide in Medicago truncatula by GC-MS. (a) Total ion chromatogram of
the epibrassinolide standard, indicating the retention time of the phytohormone and the electron impact
mass spectrum during the SIM analysis. (b) Total ion chromatogram and mass spectrum obtained
from the control plants grown under conditions of iron (Fe) deficiency. (c) Total ion chromatogram and
mass spectrum obtained from plants grown under conditions of Fe deficiency and exposed to volatiles
from A. agilis UMCV2. (d) Brassinolide content in plants grown under Fe-sufficient (white bars) and
-deficient (black bars) growth conditions. Data shown are means + standard error (n = 3). Different
letters indicate significant differences (p < 0.05) among treatments determined with two-way ANOVA
followed by a Tukey’s test.

To summarize the information obtained in this study, a hierarchical cluster analysis was constructed
for each treatment (Figure 5a,b). The metabolic heat maps based on DLI-ESI-MS data visually displayed
differences between samples in the intensity of the selected mi/z ions. Remarkably, two sets of ions
were identified that accumulated under conditions of Fe deficiency, one of them was composed of the
following ions 299.18, 185.22, 351.23, 189.26, 222.07, and 269.06 m/z, and the other was set by 300.18,
314.26, and 371.07 m/z whereas the remaining ions on the heat map diminished (Figure 5a); therefore,
these ions could be considered as biomarkers of the plants’ Fe nutritional status.
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Conversely, differences were observed in the metabolite profiling of plants exposed to microbial
volatiles. Uninoculated plants and those inoculated with the L264 strain shared the same conglomerate,
verifying that the volatiles from the commensal bacterium did not have an effect on the overall profile
of plant metabolites produced in response to inoculation. Ions obtained from plants inoculated with
the UMCV?2 strain formed a separate conglomerate, and ions 87.41, 88.08, and 88.33 mi/z presented the
strongest differences, suggesting an important role during the interaction between M. truncatula and
A. agilis UMCV2 (Figure 5b).

3. Discussion

Fe is an important metal in photosynthesis. Additionally, Fe is used ubiquitously in
oxidation-reduction processes [13]. These important roles make Fe an essential micronutrient for
plant fitness. As a consequence, Fe deficiency is a major constraint for agricultural quality and
production, eventually affecting human health via the food chain [16]. Fe scarcity leads to the
activation of sophisticated mechanisms to maintain cellular Fe homeostasis. Legumes are classified
as Strategy I plants, which undergo biochemical changes to increase the capacity for Fe uptake
via the roots and Fe solubility in the soil [11]. In this study, we used DLI-ESI-MS and putatively
identified several compounds in plants that are commonly accepted to be associated with biochemical
responses and adaptation strategies under Fe deficiency conditions. Furthermore, this analytical
tool showed sensitivity in discriminating plants grown under Fe-sufficient or -deficient conditions,
providing evidence that the plants used in the study were metabolically stressed due to a lack of Fe.
For example, we found that the mass spectra from Fe-deficient plants presented decreased signals
for protochlorophyllide a (613.36 mi/z) compared with control plants. The lower concentration of
chlorophylls caused leaf yellowing, which is an important visible symptom of Fe deficiency in plants.
In addition, the signal for 1-18:3-2-18:3-monogalactosyldiacylglycerol (797.49 mj/z) also decreased.
Monogalactosyldiacylglycerol is a major lipid component of chloroplast membranes and acts directly
in several important plastid roles, particularly during photosynthesis [26,27]. Fe deficiency decreased
the signals of other lipids including, phospholipid dioleoylphosphatidylcholine (808.38 mi/z), which is
a component of cell membranes, and 9,10-epoxy-18-hydroxystearate (314.26 m/z), which is involved in
cutin biosynthesis [46,47].

In addition, we found that six signals were increased due to Fe deficiency which, according to
the heat map, could be used as biomarkers to distinguish between Fe treatments. Two of these
are precursors for riboflavin biosynthesis, 1-deoxy-1-glycero-tetrulose 4-phosphate (185.22 mi/z)
and 5-amino-6-(p-ribitylamino) uracil (299.18 mi/z), which are subsequently transformed into FAD.
Accumulation of riboflavin was observed in M. fruncatula plants grown under Fe-deficient conditions,
with or without CaCOj3 as a source of alkaline pH stress. The root protein profile showed the de novo
accumulation of 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase (DMRLs) and GTP cyclohydrolase II (GTPcll);
these proteins are involved in riboflavin biosynthesis, suggesting that the riboflavin biosynthetic
pathway is upregulated under conditions of Fe deficiency [11]. Since flavin compounds are exported
and accumulate in Fe-deficient roots, different roles have been proposed for riboflavin, including as an
electron donor either for enzymatic Fe (III) reduction, as a cofactor, or as a metal chelator [8,11].

Increased signaling was also observed for compounds of different families such as polyamines,
coumarins, and terpenes; all of which have different roles in the adaptation of plants to the environment
and for overcoming stress conditions. One signal corresponded to norspermine (189.26 1m/z), a polyamine
previously identified in Medicago plants [48], which accumulated in response to Fe deficiency, inducing
ferric-chelate reductase activity and the expression of genes related to Fe uptake [49]. The coumarin
(+)-marmesin (269.06 m/z) has antioxidant properties [50], as well as the tetraterpenoid crocetin
(351.23 m/z) [14], which may protect plants from damage induced by oxidative stress in response to Fe
deficiency [9]. Finally, the signal for the putative ion identified as L-histidinol phosphate (222.07 m/z)
also increased. This compound is a precursor of histidine; however, its role in plants under stress
caused by Fe deficiency has not been fully explored. The chemical properties of the imidazole side
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group allow this amino acid to participate in acid-base catalysis, and in the co-ordination of metal
ions [51].

PGPR application has become an increasingly common practice as part of an agricultural strategy
to alleviate plant abiotic stresses in the field. The use of PGPR will help to address the challenges of
producing food for a growing human population in a sustainable and environmentally friendly manner.
From this perspective, we have studied the effects of volatiles from the rhizobacterium A. agilis UMCV2
on the growth and development of M. truncatula in Fe-sufficient and -deficient growth media [23]. Ina
previous study, we found that the UMCV?2 strain induces iron acquisition mechanisms in this Strategy
I plant, including rhizosphere acidification, ferric chelate reductase activity, and Fe content in plants.
In the present study, using DLI-ESI-MS and the RF model, we found that volatiles from the UMCV2
strain favor the accumulation of flavonoids in leaves under conditions of Fe sufficiency and deficiency,
particularly kaempferol (287.19 m/z). Legumes are a source of flavonoids and have a beneficial effect
on human health [52]; however in plants, flavonoids have diverse roles; for example, flavonoids
reduce Fe (III) to Fe (II), reduce the production of reactive oxygen species (ROS), quench ROS, have
antifungal activity, chelate ions of transition metals, and quench cascades of free-radical reactions
in lipid peroxidation. Besides, due to their low redox potential, they can also reduce potent free
radicals (superoxides, alkyl radicals, hydroxyl radicals) [45]. Last, they are involved in plant-microbe
interactions signaling, in particular, in symbiotic bacteria stimulating root colonization [10,42-44].

Besides kaempferol, five other signals, 87.41, 88.08, 88.33, 97.83, and 98.04 111/z, which correspond to
3-pentanone, pyruvate, 4-aminobutanal, glycolate, and N-monomethylethanolamine, respectively, were
grouped in the same conglomerate in the heat map, indicating that these compounds are metabolite
markers that are specifically produced in response to the presence of the UMCV2 strain, compared with
uninoculated plants and those treated with the commensal rhizobacteria L264. These compounds have
previously been reported in plants subjected to different kinds of abiotic stresses, acting as signaling
molecules that regulate many cellular processes, such as plant growth/development and acclimation
responses to stress [12,28-33]. Thus, these results suggest that a complex network of signaling events
is activated during the interaction of M. truncatula with A. agilis UMCV2 via the emission of volatile
compounds; this stimulates iron acquisition mechanisms and mediates cellular activity to alleviate
plant stress.

Finally, of the 30 most important ions shown in the RF model, we identified three compounds
(5-dehydroepisterol, 6-deoxocathasterone, and 6-hydroxycastasterone) related to BRs synthesis [35-38].
These phytohormones regulate the growth and development of plants, and their involvement in the
detection and response to Fe deficiency in plants has only recently emerged [15,17,53]. The exogenous
application of BRs to stressed plants induces stress-tolerance mechanisms. Thus, it would be timely to
conduct a detailed study to ascertain whether microbial volatiles can modulate BRs signaling pathways
in plants grown under conditions of Fe sufficiency and deficiency, since we found that volatiles from
A. agilis UMCV2 promote the growth and the synthesis of BRs in plants grown under Fe-sufficient and
-deficient growth conditions.

In summary, our findings show the usefulness of DLI-ESI-MS for studying the metabolic
disturbances induced by Fe deficiency in plants; and also, it provided an integrated view of the
cellular processes that occur following inoculation with PGPR and different metabolite markers could
be identified as possible subjects for further studies. The combination of both mass spectrometry
techniques allowed us to show that plants effectively sense the volatiles emitted by A. agilis UMCV2 and
reconfigure their metabolic networks accordingly. It is probable that multiple mechanisms, including
brassinosteroid production, are activated during plant-microbe interactions, either simultaneously
or in succession to ameliorate plant stress. Currently, we are investigating the role of volatiles from
A. agilis UMCV2 in the protection against oxidative stress and the production of certain flavonoids and
BRs to mediate Fe stress responses.
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4. Materials and Methods

4.1. Biological Material and Growth Conditions

In this study, seeds of M. truncatula ecotype Jemalong A17 were scarified with 2 mL of concentrated
sulfuric acid for 8 min and then rinsed with five washes of sterile deionized water to remove excess
acid [54]. Later, seeds were superficially disinfected with 12% sodium hypochlorite for 2 min and
rinsed five times with sterile deionized water. Seeds were placed on 0.6% agar plates (Phytotechnology,
Shawnee Mission, KS, USA) with 0.6% sucrose and vernalized at 4 °C for 3 days. Germination was
performed in a Percival growth chamber with a photoperiod of 16 h light/8 h dark, a luminous intensity
of 6100 Ix and a constant temperature of 22 °C.

After 3 days of germination, three seedlings were transferred to each 170 mL glass flask with
35 mL of Hoagland medium and 0.6% agar. The Hoagland base medium was supplemented with
the following salts: 1020 ppm KNOj3, 492 ppm Ca(NO3); x 4H,0, 230 ppm NHyH>(POy), 490 ppm
MgSOy4 x 7H,0, 2.80 ppm H3BOj3, 1.81 ppm MnCl, x 2H0, 0.08 ppm CuSOy x 5H,0, 0.22 ppm
ZnS04 x 5H,0 and 0.09 ppm Na;MoOy x HO. For the Fe-sufficient treatment, Hoagland medium
was supplemented with 20 M FeSO4, and for the Fe-deficient treatment, no source of Fe was added.

The UMCV2 strain (CECT-7743, Spanish Type Culture Collection, Valencia, Spain) was grown on
nutrient agar (3 g L1 of meat extract, 5 g L1 peptone, and 1.5% bacteriological agar) at 22 °C. Also,
we used the commensal rhizobacterium Bacillus sp. L264 as a control [55,56]. The L264 strain was
maintained under similar conditions to UMCV2.

4.2. Plant-Bacteria Interaction through the Emission of Volatiles

A system with separate compartments was used (Figure la—f). Two days after transferring the
plants to Hoagland media, 20 uL of each rhizobacteria (0.05 D.O 5055y, ) was inoculated into a glass vial
with 2 mL nutritive agar medium. For the treatment of the uninoculated plants, 20 uL of water was
added instead of bacterial inoculum. Then, seedlings were allowed to grow in the growth chamber
under the controlled conditions of light and temperature mentioned above. After 10 days, the seedlings
were carefully removed from the medium, and the trifoliate leaves were harvested, immediately frozen
with liquid nitrogen, and maintained at =80 °C. Other plants were dried to a constant weight at 68 °C
for 7 days. Dry weight was analyzed using a factorial design, comprising of two factors (Fe availability
with two levels and bacterial volatiles with three levels), followed by Tukey’s test (p < 0.05).

4.3. Metabolite Extraction from M. truncatula Leaves

Frozen leaves were lyophilized and 3 mg of dry tissue was ground in a Mixer Mill (MM 400-Retsch,
Verder Scientific GmbH & Co. KG; Haan, Germany) at 30 Hz for 30 s. The extraction was carried
out with 500 pL 75% methanol grade HPLC acidified with 0.5% formic acid, and samples were then
sonicated for 30 min, centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C, and filtered with a 4 mm syringe
filter sterile through a 0.22 pm pore size hydrophilic nylon membrane. The samples were directly
injected into the DLI-ESI mass spectrometer without further pre-treatment.

4.4. Non-Targeted Metabolic Profiling by DLI-ESI Mass Spectrometry

The samples were analyzed on a SQ-Detector 2 spectrometer (ESI/APCI/ESCi, multimode, Waters,
Milford, MA, USA) with the fabricant software MassLynx 4.1. The measurements were made with
electrospray ionization in positive mode, a capillary voltage of 3 kV, a cone voltage of 30 V and an
extractor voltage of 3V, source temperature of 135 °C, desolvation temperature and flow of 250 °C and
250 L h™1, respectively, and cone gas flow of 50 L h~1. The RF lens was set to 2.5 V. In the analyzer
section, a resolution LM and HM of 10 and 14.6, respectively, and an energy ion of —0.1 were used.
The samples were injected with a flow rate of 10 uL min~. The spectra were collected within the range
50-2000 m/z, the duration of the run was 1 min, and one scan was obtained per second.
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The spectra obtained were converted from the raw extension to mzXML using MSConverte 3.0 from
the ProteoWizard Library open-source initiative (https://proteowizard.sourceforge.net). The software
mMass version 5.5.0 [57] was used to subtract the noise from the spectra, normalize the base peak, and
obtain an average mass spectrum. Using the R language (Version 3.4.1 https://www.rstudio.com/) and
the MALDIquant package [55], a database was obtained in text format with the ions present in the
mass spectra. The database was used for statistical analyses.

The chemical profiles of the leaves were compared using the hierarchical cluster analysis (HCA)
approach and by generating heatmaps with the ion intensities. To determine the contribution of each
ion, the Rattle packet [59] was used in the R interface to generate a Random Forest (RF) model for each
variable (iron and bacterial volatiles). The RF algorithm consisted of training, validation, and test
steps using n1/z ions. To obtain the most important ions in the study, 500 decision trees were created
using 70% of the samples; the remaining samples were used for validation (15%) and testing (15%).
The importance of the ion variable was determined by measuring the mean decrease by the Gini index.

4.5. Identification of Significant lons

The most important ions, according to the RF algorithm, were putatively identified using
SpiderMass software [60] and a M. truncafula metabolite database (PlantCyc database, https://www.
plantcyc.org/) with a tolerance of + 0.35 i/z.

4.6. Brassinosteroids Determination

The presence of BRs in the samples was confirmed by GC-MS (Agilent, Foster City, CA, USA)
analysis. Each treatment consisted in three composed samples of three plants. The extracts were
evaporated to dryness under a stream of nitrogen in a reaction vial. Then, they were treated with
acetic anhydride (1.5 mL) and dichloromethane (1 mL), and heated at 75 °C for 90 min. Acetylation
decreases the boiling point of the phytohormone, improves the thermal stability in the GC injection
port and allows a better chromatographic separation. After cooling, the acetylated sample was diluted
with chloroform (2 mL) and washed with deionized water (4 mL) three times. The organic phase
was recovered, dried over anhydrous Na;SOy, evaporated and re-dissolved in 50 uL chloroform for
GC-selected ion monitoring-MS analysis (GC-SIM-MS). The molecular ion of the acetylated compound
at 652 m/z was very weak and sometimes not observed. Thus, the fragmented ions used for the
SIM-MS method were 480, 380, 350, 322, and 177 m/z. These ions have previously been reported as
characteristic ions for the structural determination of brassinolide rings, which have been analyzed by
electron impact MS detector [61]. In addition, the phytohormone was further confirmed by comparing
the retention time in the extract to a pure epibrassinolide standard (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis,
MO, USA, catalog no. E1641). The standard was also acetylated and to estimate the amount of the
compound in the sample, we constructed a calibration curve (R? = 1).

The phytohormone (2 pL) was analyzed using an Agilent 6850 Series II gas chromatograph
equipped with an Agilent MS detector (model 5973) (Agilent) and a 5% phenyl methyl silicone capillary
column (HP-5 MS) (30 m x 0.25 mm L.D., 0.25 mm film thickness). The operating conditions were 1 mL
min~! of helium as the carrier gas, 300 °C as the detection temperature, and 270 °C as the injection
temperature. The column was held for 3 min at 180 °C and programmed at 5 °C min~! to reach a final
temperature of 300 °C for 12 min. The ions were monitored after electron impact ionization (70 eV).

Brassinolide concentration was analyzed using a factorial design, which comprised of two factors
(Fe-rich and -deficient media, and the presence and absence of volatiles from A. agilis UMCV?2), followed
by Tukey’s test (p < 0.05).
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6.3. Capitulo 1l

LOS COMPUESTOS VOLATILES DE A. agilis UMCV2 ESTIMULAN LA
EXUDACION RADICULAR DE COMPUESTOS IMPLICADOS EN LA
ADQUISICION DE HIERRO EN Medicago truncatula

RESUMEN

Las plantas al ser organismos sésiles estan expuestas a una serie de factores
estresantes, por ejemplo la deficiencia de nutrimentos. Una manera de contrarrestar
el estrés inducido es modificar el perfil quimico de los compuestos liberados a través
de las raices hacia la rizosfera. Los exudados radiculares juegan un papel
importante en la adquisicion de nutrimentos y en el establecimiento de relaciones
simbidticas con microorganismos rizosféricos. Se han reportado compuestos
especificos que son exudados por las plantas en repuesta a la deficiencia de hierro,
un ejemplo de ellos son los compuestos fendlicos y las cumarinas cuya funcion es
quelar y solubilizar el metal en cuestion. El objetivo de este capitulo fue analizar el
efecto de los compuestos volatiles de Arthrobacter agilis UMCV2 sobre el perfil de
exudacién de Medicago truncatula crecida en deficiencia de hierro, para ello se
realizé un perfilado no dirigido de los exudados radiculares mediante LC-ESI-MS.
Observaciones anteriores demostraron que la cepa UMCV2 tiene un impacto
positivo sobre el metaboloma y sobre mecanismos de adquisicion de hierro en
plantas de M. truncatula crecida en deficiencia de hierro. Los resultados muestran
que la deficiencia de hierro per se induce cambios en el perfil quimico de los
exudados. La exposicién de las plantas a los compuestos volatiles de la cepa
UMCV2 modifico de manera significativa los metabolitos exudados. Se identificaron
dos compuestos, i) conferona, su abundancia relativa es inducida por la deficiencia
de hierro y ii) ononina, una isoflavona que se incrementa significativamente por
efecto de los volatiles bacterianos de UMCV2. De este estudio se concluye que los
compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 modifican el perfil quimico de exudacion

de plantulas de M. truncatula en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro,
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incrementando la exudacion de compuestos relacionados con la movilizacion de

hierro y comunicacion planta-bacteria.

INTRODUCCION

El sistema radicular es la parte oculta de las plantas, su funcién es brindar anclaje
y proveer de nutrimentos y agua. Las raices de las plantas interactian y modifican
el entorno del suelo que las rodea mediante la exudacion de carbono (C). Las raices
secretan una amplia variedad de compuestos al suelo circundante, esta area se
denomina rizosfera (Lynch, 1987). La exudacién de las plantas puede llegar a
comprender entre el 20 y el 40% del carbono fijado fotosintéticamente (Badri y
Vivanco, 2009).

El proceso de exudacion maximiza la compensacién entre la inversion y el retorno
de energia, agua, C y nutrimentos, lo que determina en Ultima instancia el
crecimiento, la supervivencia e interaccion de las plantas con su microbiota. La
exposicion a diferentes tipos de estrés como competencia, disponibilidad de
nutrientes y/o la limitacion de agua, causa una serie de respuestas en las plantas
que modifican la distribucion de C para garantizar los nutrimentos, lo que a su vez
estimula la actividad microbiana y media las reservas de C en el suelo a corto y
largo plazo (Rasse et al., 2005; Schmidt et al., 2011; Canarini et al., 2019).

La cantidad y tipo de exudado es determinado por la especie vegetal, el estadio de
desarrollo y diversos factores externos (estrés bibtico y abidtico). Dentro de los
exudados de raiz se pueden encontrar iones (H*), acidos inorganicos, oxigeno, agua
y principalmente compuestos organicos (Uren, 2000; Bais et al., 2006). Los
compuestos organicos secretados pueden clasificarse en dos grupos: i) compuestos
de bajo peso molecular que incluyen aminoacidos, acidos organicos, azucares,
compuestos fendlicos y una variedad de metabolitos secundarios y ii) compuestos

de alto peso molecular como proteinas y mucilago (Badri y Vivanco, 2009).
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El hierro es uno de los micronutrientes esenciales para las plantas y es requerido
en mayor abundancia, este microelemento participa en procesos importantes
incluyendo fotosintesis, respiracion y biosintesis de clorofila. El hierro es

componente de los grupos hemo de numerosas proteinas.

El hierro sirve como un cofactor para una amplia variedad de procesos en las
plantas y la deficiencia de este elemento induce modificaciones morfolégicas y
fisiolégicas en la raiz, particularmente en la exudacion de compuestos organicos.
La deficiencia de hierro induce la liberacion de compuestos reductores y quelantes
en las plantas con estrategia | para la adquisicion de hierro, la exudacién se modifica
en cantidad y en complejidad de las especies moleculares liberadas, incluyendo
compuestos fendlicos, flavinas y acidos organicos (Hinsinger et al., 2003; Jin et al.,
2007; Kobayashi y Nishizawa, 2012).

Los exudados radiculares median interacciones en la rizosfera. Las interacciones
son positivas cuando incluyen asociaciones simbidticas con microorganismos
benéficos como micorrizas y rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPRs por sus siglas en inglés). Uno de los aspectos mejor estudiados de la
interaccién entre plantas y microorganismos rizosféricos es su habilidad para inducir
efectos positivos en el crecimiento de la planta mediante el incremento en la
absorcion de nutrimentos, las rizobacterias tienen la capacidad de incrementar la
movilidad del hierro mediante la liberacion de compuestos quelantes llamados
sideroforos (Saha et al., 2013).

Las interacciones negativas incluyen asociacion con plantas parasitas,
microorganismos patdgenos e invertebrados herbivoros (Badri y Vivanco, 2009). De
manera que, las raices de las plantas se encuentran frecuentemente expuestas a
una amplia variedad de estreses ambientales, a lo cual responden secretando una

mezcla de sustancias quimicas para proteccion.
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Se ha reportado en la literatura que la deficiencia de nutrimentos incrementa la
exudacion de ciertos metabolitos, particularmente de aquellos que contribuyen a
mejorar la disponibilidad de éstos para la absorcién por las raices (Jones, 1998).
Chutia et al. (2019) observaron que las cumarinas de tipo catecol y los
fenilpropanoides derivados de 2-benzopiranonas incrementan su concentracion en
las raices y en los exudados de Arabidopsis thaliana para facilitar la adquisicion de
hierro. Cuando las plantas crecieron en combinacion de deficiencia de hierro y
fésforo, la generacion de los perfiles de cumarinas dependio considerablemente de

la disponibilidad de hierro presente en el medio (Chutia et al., 2019).

El establecimiento de las interacciones benéficas planta-microorganismo depende
del intercambio de sefiales (Lopez-Baena et al., 2016). La composicion de los
exudados de raiz de las plantas influencia un intercambio de sefiales entre las
plantas y los microorganismos (Greer-Phillips et al., 2004; Liu et al., 2017). Las
bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico proveen de este elemento a las plantas,
mientras que los exudados de las plantas leguminosas que contienen una gran
variedad de compuestos organicos (acidos organicos, azucares, aminoacidos y
compuestos aromaticos) son un excelente nicho para ellas, jugando de esta manera
los exudados un papel importante en la interaccion entre microorganismos y plantas
(Hartmann et al., 2009; Zhalnina et al., 2018).

Recientemente se reporté que los volatiles producidos por la rizobacteria
Arthrobacter agilis UMCV2, promueven el crecimiento y desarrollo en Medicago
truncatula, activan mecanismos de defensa en las plantas, modulan los genes
involucrados en la toma de hierro y la produccién de metabolitos involucrados en la
tolerancia al estrés por deficiencia de hierro en follaje (Veldzquez-Becerra et al.,
2011; Orozco-Mosqueda et al., 2013, Castulo-Rubio et al.,, 2015, Hernandez-
Calderon et al., 2018; Flores-Cortez et al., 2019). Por lo que el objetivo de este
estudio fue analizar si los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 también
estimulan la exudacién de compuestos que participan en la toma de hierro en

condiciones de deficiencia de hierro.
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MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico y condiciones de crecimiento

Se utilizaron semillas de Medicago truncatula ecotipo Jemalong Al7, las cuales
fueron escarificadas y desinfectadas superficialmente, con &cido sulftrico
concentrado (8 min) e hipoclorito de sodio (12%, 2 min), finalmente se enjuagaron
cinco veces con agua desionizada estéril. Posterior a la desinfeccion, las semillas
fueron colocadas en placas de agar (0.6%, Agar Plant) con sacarosa (0.6%) para

su vernalizacion durante tres dias a 4°C.

Transcurrido el tiempo de vernalizacion las placas con las semillas fueron llevadas
a una camara de crecimiento para su germinacion (fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h
oscuridad, 6100 Ix y 22°C). Después de tres dias de germinacion, las plantulas
fueron transferidas a frascos de vidrio con 35 mL de medio Hoagland con 0.6% de
agar. Previo a la preparacion del medio, los frascos fueron lavados varias veces con
jabdn libre de fosfatos, enjuagados en repetidas ocasiones con agua desionizada y

esterilizados 2 veces previo al vaciado del medio de cultivo.

El medio Hoagland base fue preparado con las siguientes concentraciones de sales:
1020 ppm KNOs, 492 ppm Ca(NO3)2x4H20, 230 ppm NHsH2(PO4), 490 ppm
MgSOax7H20, 2.80 ppm H3BOs, 1.81 ppm MnCl2x2H20, 0.08 ppm CuSO4x5H:0,
0.22 ppm ZnS0O4x5H20 y 0.09 ppm NazMoOaxH20. En este estudio se trabaj6é con
dos condiciones de disponibilidad de hierro en el medio de cultivo, suficiencia que
estuvo dada por la adicién de 20 uM de FeSOa (tratamiento +Fe) y deficiencia donde

no se adiciono fuente de hierro al medio de cultivo de las plantas (tratamiento -Fe).
La rizobacteria PGPR Arthrobacter agilis UMCV2 (CECT-7743) se cultivé a 22°C en

agar nutritivo (extracto de carne 0.3%, peptona 0.5% y de agar bacteriolégico 1.5%),

se utilizdé de 48 hrs de crecimiento.
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Interaccion planta — bacteria

Se utilizé un sistema de compartimentos separados, permitiendo la interaccion de
los organismos solo mediante los compuestos volatiles. El sistema fue montado de
la siguiente manera, al momento de preparar los frascos con el medio Hoagland con
las dos condiciones de disponibilidad de hierro anteriormente mencionadas, se
inserté un vial de vidrio con 2 mL de agar nutritivo. A cada frasco se transfirieron
tres plantulas y pasados dos dias de crecimiento en suficiencia o deficiencia, se
agrego un inéculo de 20 pL de una densidad oOptica de 0.05 (595 nm) de la cepa
UMCV2. Para las plantas control se agregaron 20 pL de agua desionizada estéril. A
partir de la adicion del indculo, las plantulas crecieron en interaccién con los

compuestos volatiles bacterianos en condiciones de luz y temperatura controladas.

Colecta de exudados de raiz

Después de 10 dias de interaccion, las plantulas fueron removidas cuidadosamente
del medio de cultivo y las raices fueron enjuagadas tres veces con agua estéril para
eliminar los restos de medio. Viales ambar de 2 mL fueron utilizados para la colecta
de los exudados, en ellos se colocé 1 mL de agua estéril. Las plantas con las raices
enjuagadas fueron colocadas en viales de manera individual y éstos colocados en
frascos de vidrio para mantener la esterilidad del sistema (Fig. 1). La colecta de los
metabolitos se llevo a cabo durante 24 hrs en una camara de crecimiento a 22°C

con fotoperiodo de 16 h luz / 8 h oscuridad e intensidad luminosa de 6100 Ix.

+ Fe

Fig.1. Sistema de colecta de exudados de M. truncatula
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Los exudados colectados fueron mantenidos en congelacion a -70°C,
posteriormente fueron liofilizados a -52°C y 0.110 mBar y nuevamente mantenidos

en refrigeracion hasta su andlisis.

Analisis metaboldémico de exudados radiculares mediante LC-ESI-MS

Preparacion de la muestra

Los exudados de raiz liofilizados fueron resuspendidos con metanol al 75%
acidificado con acido férmico (0.5%) y concentrados 100 veces. Posteriomente, los
concentrados fueron sonicados 30 min, filtrados con membrana de nylon con
tamafio de poro 0.22 pm y mantenidos a -20°C. Se analizaron tres muestras

biolégicas compuestas para cada uno de los tratamientos.

Perfilado metabolémico

La cromatografia se llevd a cabo en un UPLC Accela, utilizando una columna
Hypersil Gold C18 (Thermo, 50 x 2.1 mm, 1.9 um tamafio de particula) a 40°C con
un flujo de 550 pL/min, el volumen de inyeccion fue de 10 pL de los exudados
concentrados. Las fases moviles fueron agua desionizada (miliQ) acidificada con
acido férmico (0.1%) (solvente A) y metanol acidificado con &cido férmico (0.1%)
(solvente B). El gradiente de solventes utilizado fue el siguiente: 0-1 min 97% de A
y 3% de B, 1.1-8 min 60% de Ay 40% de B, 8.1 -20 min 40% de Ay 60% de B, 20.1-
22.9 min 100% de B y finalmente del min 23-25 de nuevo 97% de Ay 3% de B.

El UPLC estuvo acoplado a un espectréometro de masas LCQ Fleet lon Trap. Los
espectros fueron adquiridos con polaridad positiva, centroide y en un rango de 50 -
2000 m/z. Los parametros de ionizacién fueron los siguientes (ESI): Temperatura
del capilar 280°C, voltaje del capilar 33 V, voltaje de la fuente 4.5 kV y voltaje de la
lente del tubo 120 V.
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Procesamiento de cromatogramas

Los archivos RAW obtenidos fueron convertidos a .mzXML con el programa
MSConvert. Con el programa MZmine 2.0 se realizé la correccion de la linea base,
después la deteccion de picos se llevo a cabo con GridMass con una tolerancia de
0.35 m/z. Se realiz6 alineamiento con RANSAC con tolerancia de 0.35 m/z, llenado
de huecos y la normalizacion méxima intensa (deisotoping). El ruido y los valores
faltantes fueron removidos. Finalmente se obtuvo una base de datos con 1565

features o iones (valores de m/z asociados a un tiempo de retencion).

Se realiz6 un andlisis de los iones presentes en los picos mas abundantes de los
cromatogramas con la ayuda de los programas MZmine, TOPPView y mMass, los
cuales permitieron analizar y comparar los scans de los cromatogramas de cada

uno de los tratamientos, para asi determinar la intensidad de los iones.

La contribucién de los iones presentes en los cromatogramas al estudio fue
determinada  utilizando el paquete Rattle en la plataforma R
(http://www.rproject.org), generando un modelo conocido como Random Forest
(RF). Para este modelo se construyeron 500 arboles de decision con el 70% de las
muestras, 15% para la validacion y 15% para la prueba; la importancia de los iones
fue determinada mediante el indice de Gini. El algoritmo RF fue aplicado para las
dos variables utilizadas en este estudio, disponibilidad de hierro y volatiles

bacterianos.

Con los 30 iones extraidos con RF para cada una de las variables se analizé la
variacion entre los perfiles quimicos de los exudados de los diferentes tratamientos
mediante analisis de componente principal (PCA), analisis de cluster jerarquicos
(HCA) y se generaron mapas de calor con las intensidades de los iones.

Identificacién de metabolitos
Datos independientes de MS2 (UPLC-MS/MS) fueron adquiridos en modo positivo
y centroide en UPLC-MS (Accela LCQ Fleet lon trap). Se realiz6é una mezcla de los
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exudados concentrados para llevar a cabo la refragmentacion de los iones mas
abundantes presentes en las muestras. La m/z y tiempo de retencion fue indicado
en Xcalibur para fragmentar los picos con intensidad relativa mayor de 102 con 30
eV. Los fragmentos hijos fueron analizados en TOPPView y utilizados para la
identificacion en la base de datos MassBank (http://www.massbank.jp/). Los iones
determinados por el modelo Random Forest fueron identificados mediante la

comparacion de su m/z en el software SpiderMass (Winkler, 2015) y MassBank.

Analisis estadistico

Para la generacion de graficas con las intensidades de los iones se utilizo el paquete
estadistico STATISTICA (version 10). El andlisis fue un disefio factorial que
comprendio dos factores, disponibilidad de hierro (+ Fe y - Fe) y volatiles bacterianos

(Control y UMCV2) seguido de la prueba de medias de Tukey con p < 0.05.

RESULTADOS

Los estudios metabolomicos en el campo de la ecologia son cada vez mas
populares. En primer lugar, el metabolismo es a menudo la primera linea de
respuesta ante cambios ambientales, por lo que el conocer las respuestas del
metaboloma de las plantas ante un factor abiético o bien en las relaciones planta-
simbionte, planta-patégeno o planta-herbivoro, entre otros, permitiria ahondar mas
en la comprensién sobre la adaptacion de las plantas a su entorno. En este estudio
se analiz6 el efecto de la deficiencia de hierro y de los compuestos volatiles de A.
agilis UMCV2 sobre el perfil quimico de compuestos exudados por M. truncatula.
Los analisis se realizaron mediante Cromatografia de Liquidos de alto ultra
rendimiento acoplada a Espectrometria de Masas con ionizacion por Electrospray
(UPLC-ESI-MS).

Los resultados obtenidos por UPLC-ESI-MS indicaron diferencias entre los distintos
tratamientos. Las regiones de mayor variacion en los cromatogramas se

identificaron a los tiempos de retencion de 4.4 a 5y 8.55 a 8.85 min.
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En la condicidon de suficiencia (+Fe) en el tiempo de 4.4 a 5 min, se observé que la
intensidad relativa del ion 379.3388 m/z en la region del espectro que va de 100 a
600 m/z fue del 25%, mientras que en la condicion de deficiencia (-Fe) la intensidad
se incrementd. Al graficar la abundancia relativa del ion con respecto a la
abundancia del ion de mayor intensidad en el espectro de masas, se observé que
los compuestos volatiles bacterianos inducen la abundancia de este ion de manera
significativa cuando las plantas son sometidas al estrés por la deficiencia del
nutriente; esto de acuerdo al analisis de varianza factorial llevado a cabo donde el

factor hierro tiene un efecto significativo con una valor de p = 0.000623 (Fig. 2a).

En el tiempo de 8.55 a 8.85 min se destaca la variacion en la intensidad del ion
517.1754 m/z, donde en la condicion control corresponde a los exudados de plantas
del tratamiento +Fe y que no fueron expuestas a volatiles bacterianos, la intensidad
relativa fue del 40%, mientras que en el tratamiento donde las plantas fueron
expuestas a los compuestos volatiles de la cepa UMCV?2, la intensidad fue del 100%
(Fig. 2b); asi mismo, en el histograma se muestra que la abundancia del ion se
incrementa significativamente por la presencia de la bacteria en las dos condiciones
de disponibilidad de hierro (p = 0.008554, ANOVA factorial).

La refragmentacion de los iones 379.3388 y 517.1754 m/z se llevo a cabo mediante

LC-MS/MS y los patrones de masas MS2 obtenidos permitieron la busqueda de la

identidad de estos metabolitos en la base de datos MassBank.
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Fig. 2. Espectros de masa obtenidos del analisis de los exudados radiculares de M. truncatula por
LC-ESI-MS. a) Comparacion del perfil de iones en los exudados de plantas de los tratamientos con
suficiencia (+Fe) y deficiencia de hierro (-Fe). La abundancia del ion 379.3388 m/z tiende a
incrementarse en la condicién -Fe y se intensifica de manera significativa cuando las plantas fueron
expuestas a los compuestos volatiles de la rizobacteria A. agilis UMCV2. b) Efecto de los volatiles
bacterianos sobre el perfil de iones en los exudados radiculares. La abundancia del ion 517.1754
m/z se incrementa en la condicién +Fe y en presencia de los compuestos que emite la UMCV2.
Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05), ANOVA factorial seguida de
Tukey (HSD) con n = 3.

La refragmentacion del ion 517.1754 m/z arrojo los fragmentos 254.0573 m/z,
269.0854 m/z, 269.8922 m/z, 431.2032 m/z, 499.1088 m/z y 517.9043 m/z, que con
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un score de 0.85, se identific6 como formononetina-7-0-glucosido (ononina), que es
una isoflavona presente en las plantas leguminosas que se forma por la adicion de
glucosa al grupo hidroxilo 7’ en el anillo A de la formononetina. La ononina es un
compuesto con potencial de eliminacion de radicales libres (compuesto
antioxidante), ademas se ha reportado que tiene propiedades antimicrobianas
(Wang et al., 2018).

La comparacion de los fragmentos para el ion 379.3388 m/z arrojé scores muy bajos
por lo que solo se realizé una identificacion putativa basada en la masa del ion
obtenida por ESI-MS. El resultado de la comparacion en MassBank indicé la

presencia de conferona, una cumarina sesquiterpenoide de la clase benzopiranoide.

Las cumarinas participan en la adquisicion de hierro mediante quelacion o reduccion
de Fe*®y se producen en respuesta a la deficiencia de hierro. Las cumarinas son
comunmente llamadas cumarinas movilizadoras de hierro (IMCs, por sus siglas en
inglés). Fourcroy et al. (2016) observaron que las cumarinas secretadas por A.
thaliana no rescatan el fenotipo mutante de fro2, lo que indica que las cumarinas

pueden desempefiar otras funciones en la rizosfera ademas de movilizar hierro.

Debido a la complejidad de los datos obtenidos en estudios metabolomicos es
conveniente el uso de algoritmos que permiten extraer datos importantes o
representativos del experimento. Para reducir la cantidad de variables obtenidas en
este estudio, se utilizé el modelo Random Forest que proporciona los 30 iones mas
importantes para cada una de las variables estudiadas, que en este caso fueron:

disponibilidad de hierro (Fig. 3a) y volatiles bacterianos (Fig. 3b).
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Fig. 3. Clasificacion de iones obtenidos por el modelo Random Forest para diferenciar los exudados
de raiz de M. truncatula entre tratamientos de acuerdo a los patrones de masas obtenidos por LC-
ESI-MS. Los 30 iones més importantes discriminan entre la disponibilidad de hierro en el medio de
cultivo (a) y la exposicién a compuestos volatiles de A.agilis UMCV2 (b). Arboles de decision = 500,
error OOB para hierro = 0% y para volatiles bacterianos = 16.67%.

A partir de la informacién obtenida por Random Forest se realiz6 un analisis
estadistico no paramétrico que se muestra en la Fig. 4. El analisis de componentes
principales (PCA por sus siglas en inglés) mostré que las plantas de M. truncatula
crecidas en deficiencia de hierro exudan compuestos que las diferencian de las

crecidas en condiciones de suficiencia de hierro.

Con anterioridad se ha reportado que la deficiencia de hierro afecta el perfil de
exudacién de las plantas, lo que nos confirma el efecto observado en este estudio
y validez sobre el estrés impuesto a las plantas. El perfil quimico de los exudados

modulado por la deficiencia de hierro es explicado por el componente principal 1
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con un 55.5% de la variacion, el cual claramente diferencia entre las dos condiciones
de disponibilidad de hierro (+Fe y —Fe) (Fig. 4).

=m— < Fe=# *Fa

PC2 (12.68% explained var.)
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Fig. 4. Andlisis de componentes principales construido con los 30 iones mas importantes obtenidos
del modelo Random Forest para el factor disponibilidad de hierro. El color azul muestra los perfiles
quimicos de los exudados de plantas crecidas en condiciones de suficiencia de hierro y el color rojo
indica los exudados de plantas crecidas en deficiencia de hierro. Las diferencias entre grupos fueron
contrastadas con una prueba PERMANOVA indicando que los grupos son estadisticamente
diferentes (p = 0.004).

Posteriormente con los iones que presentaron los valores mas altos en el indice de
Gini, se construyé un PCA para la variable volatiles bacterianos. Este andlisis
permite observar que los perfiles quimicos de los exudados de las plantas que
fueron expuestas a los compuestos volatiles bacterianos de la cepa UMCV2 son
estadisticamente diferentes, de acuerdo a la prueba PERMANOVA realizada (p=
0.005), a los de las plantas control (Fig. 5). Lo anterior indica que en condiciones de
suficiencia y deficiencia de hierro, la cepa UMCV2 esta llevando a cabo una
modulacién del metabolismo de la planta que se ve reflejado en el patrén de

exudacion.

Debido a la evidencia tan clara de que los voléatiles microbianos modulan la

exudacioén radicular de acuerdo a lo observado en el PCA de la Fig. 5, se construy6
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un mapa de calor (Heat Map, HM) que permitié tener una representacion grafica de

las intensidades de los iones extraidos para la variable volatiles bacterianos (Fig.6)

—&— Cantrol —* UMCWV2

®
-
8 o
- [ ] 'Y
E /
o
30 /
= / /'
?\4. Il
e / .
o~
(6] s ®
o
4~
1 1 1 1 1
-2.5 0.0 25 .0 7.5

PC1 (54 6% explained var.}

Fig. 5. Analisis de componentes principales construido con los iones méas importantes obtenidos por
el modelo Random Forest para el factor volatiles bacterianos. El color azul muestra los perfiles
quimicos de los exudados de plantas crecidas en presencia de los compuestos volatiles de A. agilis
UMCV2y el rojo las plantas control. Las diferencias entre grupos fueron contrastadas con una prueba
PERMANOVA (p = 0.005).

En la Fig. 6 se muestra el resultado del andlisis de clasificacion o clusters, donde se
puede observar que se agrup6 en una sola rama al control-Fe y UMCV2+Fe e
interesantemente, la intensidad de la mayoria de los iones para el tratamiento
UMCV2+Fe se intensifica en respuesta a los volatiles bacterianos comparado con
la condicion control-Fe, lo que sugiere que los compuestos volatiles de la cepa
UMCV2 en condiciones de suficiencia de hierro inducen cambios en el perfil de
exudados emulando la existencia de un estrés abidtico por deficiencia nutrimental
de Fe en las plantas. En una rama mas externa se ubica UMCV2-Fe, e igualmente,
la intensidad de la mayoria de los iones se intensificé cuando las plantas en

deficiencia de hierro fueron expuestas a los volatiles de la UMCV2.
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Fig.6. Mapa de calor generado con los 30 iones mas importantes obtenidos del modelo Random
Forest para la variable volatiles bacterianos. Al mapa de calor se agregd un analisis de cluster
jerarquico utilizando distancia euclidiana y el algoritmo de Ward para la clasificacion de los iones (eje
X) y tratamiento (eje y).
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Por otro lado, el analisis jerarquico clasifico a los perfiles quimicos de exudados de
las plantas control crecidas en suficiencia de hierro (control+Fe) como diferentes al
resto de los tratamientos, ubicandolos en una rama completamente externa, esta

diferencia es dada por la ausencia del metabolito de m/z 623.2512 principalmente
(Fig.6).

Del mapa de calor también se destaca que los iones 327.1772 y 399.4371 m/z solo
se encuentran presentes en los tratamientos control -Fe y +Fe, es decir, los
compuestos volatiles bacterianos reprimieron su exudacion. Otros iones que fueron
exudados de manera exclusiva por las plantas que crecieron en presencia de los
compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 fueron 540.3486 m/z para la condicion -
Fe,y 163.2624 y 527.2768 m/z para +Fe. Lo que indica la presencia de compuestos

clave en respuesta a la exposicién de los compuestos volatiles de la bacteria.
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Se realiz6 la identificacion putativa de los iones mas importantes de acuerdo al
modelo Random Forest para la variable volatiles bacterianos, se identificaron siete
de los 30 iones extraidos con el software SpiderMass y la base de datos MassBank
(Tabla 1).

Tabla 1. Metabolitos mas importantes de acuerdo al modelo Random Forest en los exudados de M.
truncatula, los cuales permiten discriminar entre plantas en interaccién con los volatiles de A. agilis
UMCV2 y controles. La identificacién se realiz6 de forma putativa con el software SpiderMass y
MassBank.

Masa Modo de  Nombre del
m/z monoisotdpica ijonizacibn  compuesto Funcion

(Da)
163.262 162.032 [M+H]" Umbeliferona Antimicrobiano
295.472 272.250 [M+Na]" Ent-isokaureno Biosintesis de kauralexinas
399.437 398.504 M+H] Asacumarina B Quelante y reductor de Fe
473.279 472.355 M+H] Hederagenina Antimicrobiano
540.349 539.526 M+H] Oleuropeina Defensa, antioxidante
623.251 622.190 M+H] Pectolinarina Defensa, antioxidante
707.460 684.548 [M+Na]®  2-Metoxi-6-all trans-  Transformacion redox de Fe

octaprenil-2-metoxi-
1,4-benzoquinol

Los metabolitos que separan de forma significativa los tratamientos control de
aguellos expuestos a los volatiles bacterianos de A. agilis UMCV2 principalmente
tienen actividad de defensa, ya sea como antimicrobiano o antioxidante. Cabe
resaltar, que dentro de los exudados radiculares de las plantas crecidas en
interaccidn con la bacteria se encontraron compuestos involucrados en la quelacién
y reduccion de hierro (asacumarina B 399.437 m/z y 2-metoxi-6-all trans-octaprenil-

2-metoxi-1,4-benzoquinol 707.460 m/z).
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DISCUSION

El hierro es un elemento que esta involucrado en muchos procesos importantes
para la planta, de los cuales depende su crecimiento y desarrollo. El problema de la
solubilidad del hierro en ambientes aerdbicos o de pH alcalino conlleva a una baja
biodisponibilidad de este elemento para las plantas, por ello han desarrollado una
diversidad de estrategias para aminorar el problema.

La exudacion radicular de metabolitos con propiedades quelantes o reductoras de
hierro por las plantas, inducida por la deficiencia de hierro ha sido poco estudiada

en comparacion con el mecanismo por reduccion enzimatica.

Sin embargo, los metabolitos secundarios que movilizan hierro pueden volverse
cruciales para la adquisicion de este elemento cuando la biodisponibilidad para las
plantas cae por debajo de un umbral critico como en el caso de los suelos alcalinos
(Tsai y Schmidt, 2017).

Aunado a lo anterior, la exudacion radicular es un proceso determinante en la
interaccion planta-microorganismo. Los microorganismos del suelo llevan a cabo un
papel importante en la mineralizacion y transformacion de nutrimentos en la
rizosfera (Marschner et al., 2011). Al igual que las plantas, los microorganismos
modifican su ambiente circundante con la secrecion de moléculas con capacidad

solubilizadora, quelante, reductora y/u oxidante.

Ademas, los microorganismos benéficos de la rizosfera pueden contribuir para
mejorar la adquisicion de hierro, debido a que algunos de ellos presentan diferente
capacidad para inducir respuestas de deficiencia de hierro como por ejemplo la
actividad férrico quelato reductasa potenciada, acidificacion de la rizosfera,
liberacién de compuestos fendlicos y flavinas, y modificacion del sistema radicular
(Hinsinger et al., 2003; Jin et al., 2007; Kobayashi y Nishizawa, 2012).
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Los estudios oOmicos, como los metabolomicos, se encuentran directamente
relacionados con el fenotipo de las plantas, lo que permite tener una vision integral
de la fisiologia y correlacionar las rutas metabolicas con el establecimiento de la
tolerancia al estrés. Los resultados producto de la metabolomica muestran el
funcionamiento de la planta a nivel sistémico, lo que brinda una oportunidad para
analizar los procesos fisioldgicos que ocurren durante el estrés y en los procesos

de adaptacion.

Varios son los estudios llevados a cabo donde se relaciona la exudacion radicular
con la movilizacion de nutrimentos en la rizosfera. Sin embargo, en el presente
estudio ademas de analizar los cambios generados en el perfil quimico de exudados
por la deficiencia de hierro en plantulas de M. truncatula, se analiz6 la modulacién
de la exudacion por efecto de los compuestos voléatiles de A. agilis UMCV2.

Previamente, Orozco-Mosqueda et al. (2013) observaron que la exposicion de
plantas de M. truncatula a los compuestos volatiles de la cepa UMCV2 inducia
cambios en la acidificacion de la rizosfera, o que podria ser generado por la
extrusion de protones como parte de la estrategia de adquisicion de hierro o por la
exudacion de metabolitos con la misma finalidad, sin embargo, la acidificacion de la

rizosfera se llevd a cabo en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro.

Los resultados anteriores indican que la bacteria A. agilis UMCV2 de alguna manera
modifica el proceso de exudacién de la planta. De aqui surgié una pregunta, ¢Los
compuestos volatiles de la cepa UMCV2 modula la produccion y exudacion de
metabolitos primarios y secundarios en plantas de M. truncatula para contrarrestar

el estrés por deficiencia de hierro?

Como resultado del estudio realizado mediante UPLC-ESI-MS a exudados
radiculares de plantulas de M. truncatula, se observo que el perfil quimico de los
compuestos exudados por las plantas crecidas en deficiencia de hierro es

significativamente diferente del perfil de las plantas desarrolladas en suficiencia
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(p=0.004) (Fig. 4); ha sido reportado que plantas que experimentan deficiencia de
hierro incrementan la exudacion en respuesta al estrés nutrimental, y que los
cambios en la exudacion no solo estan dados por la cantidad sino también por la
complejidad de los metabolitos liberados (Hinsinger et al., 2003).

Ademas, se analizaron los exudados de plantas crecidas en interaccién con
compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 durante 10 dias en suficiencia y deficiencia
de hierro. Los perfiles quimicos de los exudados entre plantas control y plantas con
volatiles de la cepa UMCV2 son estadisticamente diferentes (p = 0.005) (fig. 5),
indicando que la interaccion microbiana modula el proceso de exudacion de las

plantas de manera independiente de la disponibilidad de hierro en el medio.

Acorde a los resultado obtenidos en este estudio, Pii et al. (2015) realizaron un
andlisis de exudados radiculares en plantas de pepino crecidas hidroponicamente
0 en condiciones alcalinas, se encontré que las plantas responden diferencialmente
dependiendo del estatus nutrimental por hierro. Adicionar un inéculo de Azospirillum
brasilense al suelo permiti6 una recuperacion mas rapida de los sintomas de
deficiencia de hierro de las plantas, entre ellos se observé un incremento en la
clorofila, biomasa y contenido de Fe en las hojas. Sin embargo, se observé un
decremento en la exudacién de acidos organicos en plantas inoculadas y en el caso
de los aminoacidos estos se incrementaron por efecto de la deficiencia de hierro

incluso en las plantas inoculadas.

Lo anterior muestra que microorganismos benéficos de la rizosfera pueden
modificar los compuestos exudados por las plantas generando cambios

significativos.

Los exudados de plantas de M. truncatula en interaccion con los volatiles de UMCV2
incrementaron la exudacion de los compuestos identificados como ent-isokaureno
(295.472 m/z) y 2-metoxi-6-all trans-octaprenil-2-metoxi-1,4-benzoquinol (707.460

m/z), ambos fueron encontrados en las dos condiciones de disponibilidad de hierro,
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sin embargo, su abundancia se incrementa en la condicion de deficiencia de hierro
(Fig. 6). El ent-isokaureno estd involucrado en la sintesis de kauralexinas,
diterpenoides asociados a compuestos de defensa, las kauralexinas han sido
reportadas como necesarias para la resistencia de plantas de maiz a la pudricion
del tallo causada por Fusarium (Schmelz et al., 2011; Ding et al., 2019), estos
compuestos se producen en repuesta a estrés bibtico, sin embargo, en presencia
de los volétiles de la cepa UMCV2 se induce su exudacion. 2-metoxi-6-all trans-
octaprenil-2-metoxi-1,4-benzoquinol es un compuesto que debido a su naturaleza
quimica pudiera estar participando en procesos redox en la rizosfera, como aquellos
involucrados en los cambios de pH o en tranformacién de metales como el hierro
(Husson, 2013; Jiang et al., 2015).

Las plantas crecidas en suficiencia de hierro y en exposicion a los volatiles de la
cepa UMCV2 presentaron iones exclusivos dentro del pool de exudados, 163.262 y
527.277 m/z, los cuales no fueron detectados en el resto de los tratamientos. El
metabolito de m/z 163.262 fue identificado putativamente como umbeliferona (7-
hidroxicumarina), el cual ha sido reportado como un compuesto con actividad
antimicrobiana (Simkovitch et al., 2015; Yang, et al., 2018). Stringlis et al. (2018)
mencionan que las cumarinas que tienen un efecto antimicrobiano pueden participar
en el establecimiento del microbioma de las plantas mediante la eliminacion de

microorganismos patégenos para los cuales dichos compuestos son toxicos.

La interaccion de los factores deficiencia de hierro y los volatiles bacterianos,
provoco la exudacion de hederagenina (473.279 m/z) y oleuropeina (540.349 m/z),
compuestos antimicrobiano y antioxidante respectivamente (Petridis et al., 2012;
Paskovic et al., 2018; Liu et al., 2019), ambos metabolitos se encuentran
involucrados en la defensa de plantas. La oleuropeina se incrementa por efecto de
estrés hidrico y deficiencia nutrimental por Mn, como un mecanismo adaptativo para

reducir el dafio oxidativo inducido por el estrés.
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Como parte de los cambios inducidos por los volatiles bacterianos en el perfil de
exudados de las plantas de M. truncatula, los iones 327.177 y 399.437 m/z, solo
fueron detectados en los tratamientos control. El ion 399.437 m/z presenta una
mayor abundancia en los exudados del tratamiento control-Fe y corresponde a
asacumarina B (cumarina sesquiterpenoide), de acuerdo a MassBank, como ha sido
mencionado con anterioridad, éstos compuestos estan involucrados en el proceso
de solubilizacion del hierro en la rizosfera en condiciones de deficiencia. Finalmente
en el mapa de calor se detectdé un ion que puede ser considerado como el
responsable de la clasificacion de los exudados control+Fe, 623.251 m/z,
identificado putativamente como pectolinarina, una flavona con actividad

antimicrobiana y antioxidante (Nazaruk y Jakoniuk, 2005).

Los cambios en el contenido de metabolitos en respuesta a la deficiencia de hierro
en las plantas de M. truncatula y por interaccion con los compuestos volatiles de A.
agilis UMCV2 pueden llevar a la planta a procesos adaptativos para mantener la

homeostasis del Fe.

Durante el andlisis de los cromatogramas obtenidos de UPLC-ESI-MS se detectaron
cambios en cuanto a la intensidad de ciertos picos en determinados tiempos de
retencién, en un analisis mas profundo se determiné que los cambios estaban dados
por los iones 379.3388 m/z y 517.1754 m/z, estos iones fueron identificados en

MassBank y corresponden a conferona y ononina respectivamente.

La ononina o formononetina-7-O-glucésido es una isoflavona presente en las
plantas leguminosas, este metabolito increment6 significativamente en los
exudados de la plantas por efecto de la interaccién con los compuestos volatiles
bacterianos. De acuerdo a un trabajo de Wang et al. (2017) la ononina tiene efecto
antimicrobiano contra bacterias gram positivas (S. aureus y E. faecium) y gram

negativas (P.aeruginosa, S. pneumonia and E. coli).
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La ononina es un flavonoide y como tal esta reportado que tiene actividad
antioxidante. Pi et al. (2019) realizaron un estudio en plantas de soya inoculadas
con Sinorhizobium fredii, dentro de los resultados encontraron que los niveles
endogenos de 19 flavonoides se incrementaron y 16 presentaron una marcada
disminucién. Dentro de los flavonoides que disminuyeron se encuentra la ononina,
esta isoflavona tuvo un comportamiento similar cuando se agrego estrés salino al
experimento, indicando que podria jugar un papel significativo en las rutas de
respuesta a la inoculacién con el rizobio y al estrés salino. Concluyendo que en este
estudio la ononina podria actuar como un efector en otros procesos fisiologicos mas

que en proteger las células contra el estrés oxidativo.

La propiedad antioxidante de los flavonoides es bien conocida (Yamasaki et al.,
1997), sin embargo, su impacto fisiolégico no han sido abordado adecuadamente a
nivel de toda la planta. La base quimica de la propiedad antioxidante de los
flavonoides ha sido atribuida a los grupos hidroxilo en su estructura, los compuestos
gue tienen dos grupos hidroxilo en el anillo B son mas eficientes para reducir ROS
comparado con los que solo presentan uno (Agati et al., 2012). La ononina solo

tiene un grupo hidroxilo en el anillo B.

Los derivados glicosilados de flavonoides se ha observado que son donadores de
electrones o atomos de hidrégeno en las reacciones antioxidantes (Hernandez, et
al., 2009). Los flavonoides tienen estructuras diversas al igual que sus funciones
fisiolégicas, por ejemplo la formononetina es un intermediario esencial de
fitoalexinas de leguminosas y tiene un papel importante en la simbiosis rhizobium-
leguminosa (Zhang et al., 2009; Agati et al., 2012). Flavonoides monohidroxilados
en el anillo B, como 7,4 -dihidroxiflavona, son moléculas sefal en la simbiosis
rhizobia-leguminosas y ademas puede interactuar con un amplio rango de bacterias

en la rizosfera favoreciendo su reclutamiento (Szoboszlay et al., 2016).

De lo anterior se deduce que la ononina dentro de los exudados radiculares de

plantas expuestas a los compuestos volatiles de la cepa UMCV2, pudiera tener un
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papel de molécula sefal para el reclutamiento, probablemente, de la cepa
productora de los volatiles inductores de la misma. Es probable que la ononina esté
involucrada en la colonizacién de plantas de M. truncatula con la cepa UMCV2
(bacteria enddfita de leguminosas); en la figura 1b se muestra graficada la
intensidad de este metabolito y puede observarse que en la condicidén de deficiencia
de hierro la abundancia es menor en comparacién con la condicién de suficiencia,
esto se correlaciona directamente con la colonizacién encontrada en las plantas, es
decir, la deficiencia de hierro disminuye significativamente la colonizacion (datos no

mostrados) al igual que el contenido de ononina.

El ion 379.3388 m/z, se identificd en la base de datos MassBank como conferona,
una cumarina sesquiterpenoide de la clase benzopiranoide. La abundancia relativa
de esta metabolito se incrementa significativamente por efecto de la deficiencia de
hierro. Se ha observado en varios estudios que las cumarinas participan en la
respuesta adaptativa a la deficiencia de hierro (Tsai y Schmidt, 2017). Las
cumarinas podrian ayudar en la adquisicion de hierro mediante quelacion o
reduccion de Fe*3, estos compuestos se producen en respuesta a la deficiencia de
hierro. Las cumarinas son comunmente llamadas cumarinas movilizadoras de hierro

(IMCs, por sus siglas en inglés).

La capacidad de las cumarinas para quelar y movilizar hierro son variables y
depende de la presencia de un grupo catecélico en su estructura. Un grupo
catecolico se caracteriza por la presencia de dos grupos hidroxilo adyacentes en el
anillo de benceno de la estructura de la cumarina, que se asemeja a la estructura
de los sideréforos microbianos que participan en la quelacion y absorcién de Fe por
los microbios que los secretan (Neilands, 1995; Verbon et al. 2017).

Recientemente, Stringlis et al. (2018) reportaron la participacion de las cumarinas
en la interaccién planta-microorganismo. Previo a llevarse a cabo la colonizacion de
una planta por microorganismos del suelo, es necesario competir por el nicho y tener

la capacidad de utilizar los exudados radiculares como fuente de carbono. Sin
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embargo, los exudados de las raices son una mezcla compleja de metabolitos de
los cuales algunos pueden ser utilizados como alimento y otros son perjudiciales
para los microorganismo (Bais et al., 2006). En este sentido, las cumarinas son
actores importantes en el reclutamiento del microbioma de la raiz. Con todo lo
anterior, se puede concluir que los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2
modifican el perfil quimico de exudacion de plantulas de M. truncatula crecidas en
condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro, incrementando la exudacién de
compuestos relacionados con la movilizacién de hierro y la comunicacion planta-

bacteria.
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7. DISCUSION

El hierro (Fe) es un metal abundante en la corteza terrestre pero en condiciones
alcalinas su biodisponibilidad disminuye, debido a esto su carencia se ha convertido
en un problema alrededor del mundo, donde mas de la tercera parte de los suelos
arables son potencialmente deficientes en hierro (Guerinot et al., 2007). El Fe es un
micronutrimento importante en la dieta humana y frecuentemente deficiente, se
estima que dos billones de personas en el mundo pueden llegar a presentar
carencia, en este contexto, la biofortificacion es una forma posible de alimentar a
los humanos de manera segura con suficiente hierro directamente en la dieta
(Murgia et al., 2012).

La absorcion de hierro por las plantas es el resultado de interacciones complejas
entre la planta y la rizosfera. La solubilidad del hierro depende de factores
dependientes del suelo que determinan su biodisponibilidad como por ejemplo la
especiacion del Fe en la solucién, la reacciones redox en la solubilizacion y la

funcién de los quelatos en la raiz de la planta (Lindsay, 1995).

En este estudio, la escasez de hierro durante 21 dias causoé limitacion en la
produccion de biomasa aérea y de raiz, sin embargo, las plantas respondieron
modificando la longitud de la raiz primaria como mecanismo de adaptacion al estrés.
En contraste, cuando las plantas crecieron en interaccion con los compuestos
volatiles de A. agilis UMCV2 durante 10 dias, se increment6 la biomasa de la parte
aérea y se observé una tendencia a favorecer la altura y la longitud de la raiz
primaria en condiciones de deficiencia de hierro. EI nUmero de raices laterales se
incrementd de forma significativa en las plantulas por efecto de la exposiciéon a los
volatiles de UMCV2. Estos efectos fenotipicos son consistentes con las
modificaciones del sistema radicular de las plantas para maximizar la superficie de
raiz para incrementar el area de blsqueda y absorcién de nutrimentos (Marschner,
2011).
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La deficiencia de hierro altera la sintesis de clorofila, Io que explica el amarillamiento
en las hojas de M. truncatula y la consecuente disminucion en el contenido de
clorofila, asociado a esto las hojas presentaron disminucion en la intensidad de
lipidos componentes del cloroplasto como el ion 797.49 m/z identificado
putativamente como 1-18:3-2-18:3-monogalactosildiacilglicerol. La plasticidad de
las membranas de los tilacoides en respuesta a la deficiencia de hierro es
evidenciada mediante andlisis protedmicos del cloroplasto (Timperio et al., 2007;
Laganowsky et al., 2009). La condicién de deficiencia de Fe también modifica el
transporte de electrones en el PSI y PSIl de plantas dicotiledoneas vy

monocotiledéneas (Msilini et al., 2013; Andaluz et al., 2006).

El hierro es un constituyente de la cadena transportadora de electrones en
mitocondrias y cloroplastos, la deficiencia de Fe genera cambios redox a nivel
celular, resultando en la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Mittler et al., 2004). Se sabe que los grupos hemo de las proteinas sufren
degradacion cuando son expuestos a estrés oxidativo, siendo oxidados a su forma
férrica hemina (Mullebner et al., 2015), que es también un pro-oxidante (Lu et al.,
2012).

Se ha observado que las plantas deficientes en hierro son productoras de ROS,
probablemente debido a que el grupo hemo también se encuentra presente en
algunas de las enzimas encargadas de detoxificar a estas especies, de manera que
niveles bajos de hierro conducen a la acumulacién de ROS (Busch y Montgomery,
2015). Para contrarrestar el estrés oxidativo y regular los niveles de ROS, las
plantas han desarrollado un sistema antioxidante que comprende dos niveles de
regulacion, mediados por: i) enzimas (superoxido dismutasa SOD, catalasa CAT,
peroxidasa POX, ascorbato peroxidasa APX, glutation reductasa GR, guaiacol
peroxidasa GPX, monodehidriascorbato reductasa MDHAR y dehidroascorbato
reductasa DHAR) y ii) metabolitos como ascorbato (ASC), glutation (GSH)
compuestos fendlicos y carotenoides (Spirt et al., 2010; Mittler et al., 2004; Lee et
al., 2001; Shi et al., 2007; Das et al., 2014).
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En el presente estudio mediante DLI-ESI-MS se analizo el efecto de la deficiencia
de hierro y de los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2 en el metaboloma de
hojas de M. truncatula crecida en suficiencia y deficiencia de hierro. La deficiencia
de hierro modifico el metabolismo de las hojas, el perfil guimico fue estadisticamente
diferente al control con suficiencia de hierro. Utilizando el algoritmo Random Forest
se extrajeron los 30 iones mas importantes del estudio para la variable volatiles
bacterianos. Los resultados muestran que la presencia de los volatiles de la cepa
UMCV2 modifica significativamente el perfil quimico de las hojas de las plantas de

M. truncatula en comparacion con los tratamientos control (cepa L264 y control).

Mediante el software SpiderMass, se identificaron varios metabolitos que participan
en el proceso de contrarrestar el estrés por deficiencia de hierro en las hojas de M.
truncatula. Algunos de ellos incrementaron su abundancia en respuesta a la
condicion deficiente, particularmente los relacionados a la biosintesis de riboflavina
(1-Deoxi-l-glicero-tetrulosa  4-phosphate 'y 5-Amino-6-d-ribitilamino  uracilo),
nospermina (poliamina) y marmesina (precursor de cumarinas). Se han reportado
estudios donde se sugiere que la ruta biosintética de la riboflavina es sobrerregulada
en condiciones de deficiencia de hierro, esto debido a que los compuestos flavin
son exportados y se acumulan en las raices carentes de Fe. Ademas, la riboflavina
ha sido propuesta como donadora de electrones para las reacciones de reduccion
de Fe*3, como cofactor o como agente quelante de hierro (Gonzalez-Vallejo et al.,
1998; Rodriguez-Celma et al., 2011).

Las poliaminas son compuestos que son conocidos por su participacion en la
regulacion de procesos de crecimiento y desarrollo, asi como en respuesta a estrés
biético y abidtico en plantas; el grupo al que pertenece el otro compuesto que se
modifica por efecto de la deficiencia de hierro en las hojas es el de las cumarinas,
estos compuestos participan en la respuesta adaptativa a la deficiencia de hierro,
mecanismo gue podrian llevar a cabo mediante la quelacion o reduccién de hierro
férrico (Wuddineh et al., 2017; Tsai y Schmidt, 2017).
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Las rizobacterias PGPRs participan en la adaptacion o aminoracion del estrés en
plantas. Algunas PGPRs contribuyen a reducir el dafio por estrés abiético mediante
la modulacion del contenido de metabolitos como aminoacidos y carbohidratos
(Curzi et al., 2008; Fernandez et al., 2012). Arthrobacter agilis UMCV2 modula
mecanismos de adquisicion de hierro en plantas mono y dicotiledoneas en
condiciones tanto de suficiencia como de deficiencia de hierro (Orozco-Mosqueda
et al., 2013, Castulo-Rubio et al.,, 2015; Hernandez-Calderén et al., 2018;

Montejano-Ramirez et al., 2018).

Como resultado de la interaccién de las plantulas de M. truncatula con A. agilis
UMCV?2, la planta realizé una modulacion quimica del contenido de metabolitos. Los
volatiles de la cepa UMCV?2 favorecieron la acumulacién de flavonoides en las hojas
en la condicion de suficiencia y deficiencia de hierro, particularmente el kaempferol
(287.19 m/z), otros compuestos identificados que se incrementaron en intensidad
incluyen aquellos involucrados en el metabolismo primario de las plantas como
piruvato (88.08 m/z), glicolato (97.83 m/z) y coenzima A (790.06 m/z).

En el presente estudid, como método de validacién de la técnica DLI-ESI-MS
empleada y la identificacion putativa llevada a cabo con el software SpiderMass se
realizé la determinacion y cuantificacion del brasinolido (BR) mediante GC-SIM-MS,
utilizando como estandar de referencia el 24-epibrasinolido. Las fitohormonas vy
moléculas mensajeras como las auxinas, etileno y 6xido nitrico han sido reportadas
que participan en la regulaciébn de los procesos fisioldgicos inducidos por la
deficiencia de hierro (R6mheld y Marscher, 1986; Ivanov et al., 2012).

El brasinolido fue considerado debido a que en la identificacién putativa que se
realizd sobre los iones clasificadores, se identificaron a tres precursores de la ruta
de Dbiosintesis de brasinoesteroides (5-dehidroepisterol 397.20 m/z, 6-
hidroxicastasterona 467.07 m/z y 6-deoxocathasterona 419.15 m/z), ademas
existen reportes sobre el potencial de los BRs para mejorar la tolerancia al estrés
(Zhang et al., 2014; Ahammed et al., 2015; Sharma et al., 2015; Hegazi et al., 2017,
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Wang et al., 2017), y evidencia que soporta que ésta fitohormona participa en otros
procesos fisiolégicos como crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como en la
respuesta a estrés bidtico (Sasse, 2003).

Los resultados muestran que la deficiencia de hierro incrementa la concentracion
del BR en plantas de M. truncatula, la concentracion de la fitohormona se
incrementa significativamente (>10 veces) cuando ademas de la deficiencia de Fe,
las plantas son expuestas a los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2,
observandose un efecto sinérgico. Respecto a la participacion de los BRs en la
respuesta a la deficiencia de nutrimentos, existe poca informacién. Uno de los
trabajos donde se analizo el efecto de BRs sobre los mecanismos de adquisicion de
hierro es el realizado por Wang et al. (2012), donde agregaron de manera exégena
24-epibrasinolido (EBR) a plantulas de pepino. Los resultados del estudio
demuestran que el EBR tiene un efecto similar a la deficiencia de hierro sobre la
actividad férrico quelato reductasa (FRO) y acidificacion de la rizosfera, sin

embargo, este efecto no se observa en plantulas crecidas en deficiencia de hierro.

La aplicacién del EBR incrementd la clorosis de las hojas y redujo el contenido de
clorofila en las plantulas deficientes de hierro; resultados similares fueron
observados en el presente estudio, donde las hojas de las plantulas que fueron
expuestas a los compuestos volatiles de la cepa UMCV2 por un periodo de tiempo
de 10 dias presentaron una disminucion del contenido de clorofila en las dos
condiciones de disponibilidad de hierro, siendo mayor la disminucién en las plantas
crecidas en deficiencia de hierro. Por lo tanto, el contenido de clorofila es
inversamente proporcional al contenido de BR en las hojas, sugiriendo que los BRs

pueden regular negativamente el contenido de clorofila en las plantas.

Es importante mencionar que el contenido de clorofila es un indicativo del status de
hierro que presenta la planta. En el trabajo de Wang et al. (2012) analizaron el
contenido de hierro en las hojas y raices de las plantulas de pepino, los resultados

mostraron una disminucion del contenido de Fe en las hojas pero un incremento en
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las raices de las plantas que fueron expuestas al EBR en suficiencia y deficiencia
de hierro, indicando que el EBR puede probablemente incrementar la absorcion de
hierro y/o suprimir la traslocacion de este elemento de las raices a la parte aérea.

Presumiblemente este efecto fue el observado como resultado de la exposicion de
las plantulas de M. truncatula a los compuestos volatiles de A. agilis UMCV2,
apoyando lo anteriormente mencionado se encuentran los trabajos de Orozco
Mosqueda et al., (2013), Castulo-Rubio et al., (2015) y Hernandez-Calderén et al.,
(2018) donde se ha demostrado que los VOCs de esta cepa estimulan los
mecanismos de adquisiciobn de hierro en plantas crecidas en condiciones de
suficiencia y deficiencia de hierro. Resultados similares a los observados en
plantulas de pepino fueron demostrados en plantas de arroz, planta con estrategia
Il para la adquisicion de hierro, en dicho estudio se encontrd que la concentracion

de hierro en la parte aérea fue negativamente regulada por BRS (Wang et al., 2015).

La aplicacién exdégena de EBR suprimi6 la expresion de OsYSL2, encargado de la
carga de Fe desde el floema a las células del mesoéfilo, conduciendo a una baja
concentracion de hierro en los protoplastos y una incrementada clorosis en las
hojas. Estos resultados implican que los BRs puede estar involucrados en la
regulacion del transporte y traslocacion de hierro de la raices a los brotes. El
decremento de la concentracion de hierro en la parte aérea mediada por BRs
incrementa la clorosis de las hojas, la cual puede retroalimentar a la raiz y activar la
expresion de genes relacionados a la homedstasis del Fe, lo que conduce a la
acumulacion de hierro en las raices. En 2006, Lucerna et al. mostraron que la
respuesta a la deficiencia de hierro no es unicamente dependiente del contenido de
Fe en las raices, hay sefiales de la parte aérea que pueden estar involucradas. En
este contexto, se han sugerido sefiales sistémicas para jugar papeles en las
respuestas inducidas por la deficiencia de hierro (Romera et al., 1992; Vert et al.,
2003).
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Por otro lado, la agricultura moderna exige sistemas sostenibles que pueden
mantener la productividad mientras se reducen insumos y pérdidas, aumentando la
biodiversidad de agroecosistemas. En este contexto, entender las interacciones que
se llevan a cabo bajo tierra que determinan la competencia y facilitacion de las

estrategias para la busqueda de nutrimentos es esencial (Giles et al., 2017).

La exudacion de compuestos a través de las raices es un proceso importante y
determinante en las interacciones de la planta con el suelo. El proceso de
distribucion del carbono y su adaptabilidad es de vital importancia para las plantas
para responder exitosamente a las condiciones ambientales cambiantes (Canarini
et al., 2019).

Los microorganismos del suelo también afectan el proceso de exudacion de la raiz.
Algunos microorganismos pueden liberar compuestos secundarios para estimular la
exudacién de aminoéacidos en la raiz (Phillips et al., 2004), otros microorganismos
del suelo han demostrado que pueden modificar la composicion de metabolitos de
la planta entera (Curzi et al., 2008; Fernandez et al., 2012). Lo anterior resalta la
influencia bidireccional entre las raices y sus comunidades microbianas rizosféricas,
por lo tanto, las estrategias de las plantas para la busqueda de nutrimentos puede
ser afectada por la poblaciébn microbiana asociada a ella (Pii et al., 2015a; Alegria
Terrazas et al., 2016).

Como parte del objetivo 3 de este estudio se analizaron los exudados de plantas de
M. truncatula en interaccion con los compuesto volatiles de A. agilis UMCV2, con la
finalidad de analizar si la modulacién del metabolismo que lleva cabo la cepa
UMCV2 en el follaje de la planta influencia la proceso de exudacion, favoreciendo
compuestos que pudieran contribuir con la aminoracion del estrés por deficiencia de

hierro.

Los exudados radiculares de plantulas de M. truncatula fueron colectados de forma

axénica y fueron concentrados 100 veces previo a su analisis mediante UPLC-ESI-
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MS. Los resultados obtenidos demostraron que la deficiencia de hierro altera el perfil
quimico de exudacion de las plantas, el cual fue estadisticamente diferente a los
exudados de las plantas crecidas en suficiencia de hierro. La liberacion de
moléculas hacia la rizosfera esta reportado como un componente importante de la
respuesta de la planta a estreses ambientales (Badri y Vivanco, 2009). Los
exudados que se colectaron de plantas que se desarrollaron en interaccién con los
compuestos volatiles de UMCV2 fueron estadisticamente diferentes a sus
respectivos controles de acuerdo a la prueba de PERMANOVA realizada (p =
0.005), indicando que los compuestos volaties de UMCV2 modulan el
metabolismos de la plantas lo que se refleja en el patron de exudacion. La
modificacién de metabolismo de la planta por efecto de microorganismos del suelo
ha sido reportado con anterioridad (Curzi et al., 2008; Fernandez et al., 2012).

Los exudados radiculares pueden funcionar como compuestos aleloquimicos o
alterar el medio circundante. Una fraccion importante de los exudados de plantas
con estrategia | para la adquisicion de hierro crecida en deficiencia de hierro son
compuestos fendlicos incluidos los flavonoides (Cesco et al., 2010). En este sentido,
los metabolitos derivados de la ruta de los fenilpropanoides se encuentran
generalmente involucrados en defensa quimica o estructural (Stringlis et al., 2019).
Flavonoides, antocianinas y taninos participan en aspectos de adaptacion al estrés
ambiental (Vogt, 2010). Los flavonoides han emergido en la literatura como
mediadores importantes en la comunicacion quimica entre plantas leguminosas y

bacterias fijadoras de nitr6geno.

En el analisis de los exudados radiculares se encontraron variaciones en ciertos
iones abundantes dentro de los cromatogramas. El ion 379.34 m/z es modulado
significativamente por la deficiencia de hierro, es decir, se encuentra de forma
abundante en los exudados de las plantas de M. truncatula desarrollada en
condiciones deficientes de hierro. Este ion fue identificado mediante la base de
datos MassBank, correspondiendo a conferona, una cumarina sesquiterpenoide de

la clase benzopiranoide. Se ha reportado ampliamente desde la década pasada que
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las cumarinas participan en la movilizacion del hierro y que son exudadas por
plantas crecidas en condiciones carentes de hierro, recientemente se reporté que

estan involucradas en interacciones planta-microorganismo (Stringlis et al., 2019).

Se menciond con anterioridad en este apartado que los compuestos volatiles de la
cepa UMCV2 indujeron cambios en la exudacion de plantulas de M. truncatula, uno
de los cambios mas evidentes corresponde al ion 517.175 m/z, dicho ion fue
identificado con base en la informacion MS2 obtenida. El ion corresponde a
formononetina-7-O-glucésido (ononina), la cual present6 un incremento del 60% en
los exudados colectados de plantas crecidas en exposicion a los compuestos
volatiles de la cepa UMCV2. En el capitulo 2 de este trabajo se identificé a la
formononetina como un compuesto importante que se modula en las hojas de las
plantas por efecto de la presencia de volatiles bacterianos de la cepa UMCV2, en el
mapa de calor correspondiente puede observarse que este compuesto estd ausente
en el tratamiento con UMCV?2.

La formononetina al glucosilarse se convierte en ononina, un flavonoide
monohidroxilado en el anillo B, al igual que 7,4 -dihidroxiflavona (molécula sefial en
la simbiosis rhizobia-leguminosas), de manera que las plantas que crecen en
interaccién con la cepa UMCV?2 favorecen la exudacion de este compuesto, donde
estaria realizando un papel de molécula sefial para el reclutamiento,
probablemente, de la cepa productora de los volatiles inductores de la misma o de
otros microorganismos ya que puede interactuar con un amplio rango de bacterias

en la rizosfera favoreciendo su reclutamiento (Szoboszlay et al., 2016).

Como se ha mencionado en el capitulo 3, los exudados se agruparon de manera
diferencial de acuerdo a su tratamiento. Dentro del analisis de la informacion de los
exudados se logra identificar ciertos metabolitos que pueden considerarse como

marcadores de la presencia de los volatiles de la cepa UMCV2.
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El ion 540.349 m/z es exclusivo de los exudados colectados de plantas crecidas en
exposicion a los volatiles de UMCV2 en condiciones deficientes de hierro; de
acuerdo a la base datos MassBank, es un compuesto fendlico llamado oleuropeina,
este compuesto ha sido reportado en plantas de oliva donde tiene una funcién
antioxidante y suele incrementarse por efecto de la exposicion a ciertos tipos de
estrés abidtico como un mecanismo de adaptacion para reducir el dafio oxidativo

inducido por el estrés (Petridis et al., 2012; Paskovic et al., 2018).

Otros iones exclusivos en los exudados de plantas de M. truncatula en interaccién
con los volatiles de UMCV2 en suficiencia de hierro son 163.262 y 527.277 m/z, los
cuales no fueron detectados en el resto de los tratamientos. Dentro del analisis
también pudieron encontrase compuestos cuya exudacion fue inhibida por
presencia de los volatiles bacterianos, iones 327.177 y 399.437 m/z. El ion 399.437
m/z presenta una mayor abundancia en los exudados del tratamiento control con
deficiencia de hierro y corresponde a asacumarina B (cumarina sesquiterpenoide).
Finalmente en el mapa de calor se detect6 un ion que se considera responsable de
la clasificacion de los exudados control con suficiencia de hierro, 623.251 m/z, este
ion corresponde al metabolito pectolinarina, una flavona con actividad
antimicrobiana (Nazaruk y Jakoniuk, 2005). Los compuestos antimicrobianos en la
rizosfera modulan el microbioma de la planta, probablemente favoreciendo el nicho
para el establecimiento de PGPRs y de esta manera beneficiar la inmunidad y

promover el desarrollo de la planta.
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8. CONCLUSION

Los compuestos volatiles de Arthrobacter agilis UMCV2 modulan el metaboloma de
Medicago truncatula, lo que conduce a un incremento de la abundancia de
metabolitos que contribuyen a la tolerancia de la planta al estrés por la deficiencia

de hierro.
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Arthrobacter agilis UMCV2 acelera el crecimiento de Pinus devoniana

Arthrobacter agilis UMCV2 accelerates growth of Pinus devoniana
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Resumen. Pinws dewvoniana es una de las especies de Pinus més
distribuida en México y posee una gran aportanca econdmica y
ecolégica. En este trabajo determinamos el efecto de la inoculacién
de plantas de P? devoniana en etapas juveniles con la rizobacteria
Arshrobacier agilis UMCV2 y su compuesto dimetilhexadecilamina
en condiciones de inverndculo. Nuestros resultados mostraron que
A. agifis UMCV2 promavié el crecimiento de P devonéana medido
comeo incremento de la altura, grosor del tallo, peso fresco e incre~
mento en la concentracién de clorofila. Bajo nuestras condiciones
experimentales, el compuesto bacteriano dimetilhexadecilamina
produjo un incremento en Ja concentracién de clorofila. Estos datos
muesiran [a viabilidad def uso de 4. qgifis para mejorar significati-
vamente la velocidad de crecimiento de P devoniana en condiciones
de vivero.

Palabras clave: Arshrobacter agifis UMCV2; Dimetilhexadecilami-
na; Pinus devoniana, Rizobactertas promotoras del crecimiento vegetal.

Abgstract. Pinus devaniana is one of the most widely distributed
spedies of Pinus in Mexico, and bas a relevaot econornic and eco-
logical importance. In this work, the effect of inoculating juvenile £
devoniana plants with the rhizobacteria drebrobacter agitis UMCV2,
and its dimethylhexadecylamine compound was studied under
greenhouse conditions. Our results showed thar 4. agifis UMCV2
promoted growth of P devoniana as a result of increases on height
and stem diameter, fresh weight and ablorep/yil concentratians. Under
our experimental conditions, the bacterial dimethylhexadecylamine
compound produced an increase in the concentration of clilorophyll.
These data show the feasibility of using 4. agilis UMCV to signifi
cantly enhance the growth rate of P devoniana at a greenhouse scale,
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Efecto de 4. agifis UMCV2 sobre P devoniana

65

INTRODUCCION

El génerc Pinus incluye aproximadamente 110 especies y
es el género de coniferas mis extendido en el hemisferio norte
{Eckert, 2006; Liston, 1999), especialmente en México. En
México una de las especies que se destacan por su amplia dis-
tribucién e importancia econdmica es P deveniana Lindley,
también conocida como P mickoacana Martinez (Perry, 1991).
P devoniana es endémico de México y Guatemala. En Méxi-
co estd distribuide en los estados de Nayarit, Jalisco, Colima,
Michoacdn, Guerrero, Guanajuato, Morelos, Puebla, Hidalgo,
Tlaxcala, Oaxaca, Veracruz, Zacatecas, y Chiapas (Perry, 1991;
Fatjon y Styles, 1997). La madera de P devoniana se destina
4 la industria de 1a celulosa y el aserrio, obteniéndose de ellos
diferentes productos de un alto valor econdmico (Perry, 1991;
Flores-Velazquez et al., 2007). Pinus dewvoniana requiere de un
largo periodo de tiempo para poder ser aprovechado, ya que
tarda al menos 10 afios en alcanzar la talla necesaria para su
explotacién comercial (Zepeda y Acosta, 2000).

Algunas bacterias que habitan en torno a las rafces de las
plantas (rizobacterias) pueden promover el crecimiento de és-
tas. A dichas bacterias se 1as denomina rizobacterias promoto-
ras del erecimiento vegetal o PGPR (por sus siglas en idioma
Inglés) (Ortiz-Castro et al., 2013). Una estrategia para incre-
mentar 12 velocidad de crecimiento de P devoniana v otras
especies arboreas ha sido la urilizacién de PGPR {Lugtenberg
y Kamilova, 2009).

Las PGPR pueden promover el crecimiento mediante me-
canismos de bioferdilizacién que incluyen la fijacién de nitrs-
geno (Hassan, 2013), solubilizacién del fosfato (Rames et al.,
2007) y de hierro (Valencia-Cantero et al., 2007), produccién
de fitchormonas (Barriuso et al,, 2005; Ortiz-Castro et al,,
2008), inhibicién de actividad fiingica y produccién de com-
puestos orgdnicos voldtiles que actiian come moléculas sefial
{Veldzquez-Becerra et al,, 2011 y 2013).

Las PGPR naturalmente presentes en la rizdsfera de
plantas han logrado incremencar el crecimiento en el porte
arbdreo. Asi por ejemplo, 12 inoculacion de Bacilfus ficheni-
formis CECT 5106 y B. pumiius CECT 5105 promueven el
crecimiento de P pinea y Quercus ilex induciendo cambios en
la comunidad microbiana rizosférica {Probanza et al., 2002;
Domenech ec 4l., 2004). La inoculacidn de especies foresta-
les con PGPR ha sido propuesta como estrategia para mejo-
rar €l crecimiento de las plintulas con fines de reforestacion
{Chanway, 1997). Previamente se habia sugerido a Arthrobac-
ter cisrens 162, aislada de la rizdsfera de Pinus pinasser, como
candidata para promover el crecimiento de plintulas de pinos
por su capacidad para producir auxinas y sideréforos {Barriu-
so et al., 2005). Asi tnismo, Aribrobacter oxydans N74 (aislada
de Pseudorsuga menziesii ecotipo Williams Lake) fue capaz de
promover el crecimiento de dicho ecotipo, pero fallé en pro-
mover & crecimiento de Pseudotsuga menziesis ecotipo Chi-
iwack (Chanway y Holl, 1994).

Por otro lado, el empleo de PGPRs como bioinoculantes
no siempre consiguen promover el crecimiento de las plan-
tas {Castellanos et al., 1995). Entre [os factores que afectan el
éxito de los bicinoculantes estd la competencia con bacterias
nativas y la predacién efectuada por los protozearios {Cas-
tellanos et al., 1995; Jousset et al., 2008). Estudios a nivel de
microcosmos han mostrado que generar un disturbio como e
calentamiento del suelo, mejora la posibilidad del estableci-
miento de bacterias inoculadas en nuevos ambientes (Liu et
al., 2012).

En nuestro grupo de trabajo hemos mostrado que la ri-
zobacteria Arthrobarter agitis UMCV2 se comporta como
PGPR, promoviendo el crecimiento de plantas leguminosas
como Phaseolus vulgaris, Medicago sativa y M. truncaruia (Va-
lencia-Cantero et al,, 2007; Velizquez-Becerra et al,, 2011;
Orozco-Mosqueda et al., 2013a). Mediante un anilisis cro-
matogrifico del perfil de compuestos volitiles se encontré que
A. agilis UMCV2 produce dimetilhexadecilamina (DMA16),
molécula que por si sola es capaz de promover el crecimiento
de la planta y estimularla para que active sus mecanismos de
sclubilizacitn y absorcidn de hierro (Orozco-Mosqueda e af,
2013a). La DMA16 ya se ha reportado en el perfil de com-
puestos voldtiles de otras PGPR como B. sufifis G8 {Liu et
al., 2008) y Sinorvhizobium melioti (Orozco-Mosqueda et al.,
2013b).

En el presente trabajo buscamos evaluar el efecto de la
inoculacién de A. agifis UMCV2 y la adicién del compuesto
DMA16, sobre el crecimiento de la especie arbérea P deve-
niana en etapas tempranas de su desacrollo, en un ambiente
de vivero.

MATERIALES Y METODOS

Marerial Vegetal. Se usaron drboles juveniles de B dewo-
niana de aproximadamente 12 meses de edad que se obtuvie-
ron de la Comisién Forestal del Estado de Michoacdn, Mé-
xico (COFOM).

Cepa Bacteriana. Se emple6 1a rizobacteria 4. agifis UMCV2
{Valencia-Cantero et al, 2007), donada por el laboratorio de
Ecologiz Microbiana del Instituto de Investigaciones Quirmico-
Biolagicas de la UMSNH, Morelia Michoacin Méxice.

Influencia de A. agifis UMCV2 y la DMA16 sobre P de-
venigna. Los arboles juveniles de P devoniana previamente
crecidos en vivero (COFOM), fueron transportados a nuestro
laboratorio. Las raices se lavaron minuciosamente con agua
estéril, v los juveniles fueron resembrados en macetas (un
ejernplar por maceta) de 15 cm de didmetro y 25 cm de altura,
Cada maceta contuvo una mezcla de sustrato (3 kg): 60% peat
maoss, 208 agrolira y 20% vermiculira.

Se disefiaron tratamientos en los cuales Ias plintulas de
pinos fueron expuestas a la bacteria UMCV2 y al compues-
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Tabla 1. Deschipcidn de los ratarmientos ernpleacos an este estudic
Table 1. Descripror of reatrments used ir this stocy

Tratamiento/Condicion Sustrato esterilizado

Sustrato inoculado con A, agitis Sustrato adicionado con

UMCV2 DMA16 100 uM
CONTROL  (n=12)
SNE-UMCV2 (n-12) X
SE-UMCV2  (n=12) X X
SNE DMA16  (n=12) X
SE-DMA16  (n=12) X X

to DMAI16 en condiciones de sustrato estéril y no estéril de
acuerdo a 1a'labla 1.

Los tratamientos SNE-UMCV2 y SE-UMCV2 fueron
inoculados al inicio del experimentn con 250 ml. de una sus-
pensidn que contenia 4. agifis UMCV2 (1x10° ufe/mL). La
cepa se hace crecer previamente por 5 dias en medio Agar
Nutritive (AN) a 25 "C en oscuridad {incubadora microbiols-
gica); posterionmente, se recuperan las células con agua esteri-
lizada {Veldzquez-Becerra et al., 2011).

El compuesto dirnetilhexadecilamina {DMA16) fue obte-
nido de la casa comercial Sigma-Aldrich (CAS: 112-69-6).
Este fue aplicado en el sustrato de los tratamientos SNE-
DMA16 y SE-DMA16 como agua de riego también desde el
inicio del experimento (a una concentracién final de 100 pM}.
Cada 8 dias se repitid la aplicacion. La esterilizacion del sus-
trato para nuestros tratamientos SE-UMCV2 y SE-DMAT6
se efectud en un autoclave a 1,4 kgfem? ¥ 120 °C durante 20
min por 3 dias consecutivos.

En nuestros watamientos, cada de 21 dias durante 126 dias,
se caleuld el porcentaje de crecimiento de las pl'li:ntu.las de pi-
nos de la siguiente manera: [{Valor final - valor inicial) / valor
inicial] x 100. Las mediciones efectuadas en las plintulas fue-
TOTL I,ongitud talln, FTOROT de la hase del talla ¥ grosor del tallo
a su altura media. Después de 126 dias se registraron [os pesos
frescos de Tus partes a€rea y raiz, ademds de la concentracion
de clorofila. La concentracidn de clorofila en las aciculas se de-
terminé siguiendo a Steubing et al. {2002) con minimas mo-
dificaciones: Se {1} writurd una muestra de aproximadamente
1 g de aciculas de B devwniana con nirrdgeno liquido, (2) afors
2 5 mL con acetona al 80%, (3) dejs incubar por 12 h y (4}
filtré en papel filero {Whatman No. 4). Se determing la ab-
sorbencia de la muestra en un espectrofotdmetro 2 664 y 646
nim. La concentracidn de clorofila se calculs de acuerdo a as
formnudas: Clorofila a = (11.96x A, ) - (1.93x A_ }; Clorofila
b = (20.36xA, ) -7 (5.50x4,, ), Concentracidn de clorofila
total en pg/g = (mL acetona x concentracicn de clorofilas a+b)
/ peso de la muestra.

Analisis estadistico. Se usé el paquete estadistico STA-
TISTICA 7.0 de statsoft, aplicando ANOVA y una prueba
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de minima diferencia significativa (LSD) de Fisher (signifi-
cancia de (,05%).

RESULTADOS

La inoculacidn de A agifis UMCV2 en etapas juveniles de
Pinus devaniana, o la adician de DMA16, produjo un incre-
mento en el crecimiento de las plinwlas. Este incremento fue
mayor cuando [as p];’mtulas crecieron en susiralo no esteriliza-
do, ¥ se observé principalmente en la longitud del tallo de las
plintulas (Fig. 1A). Desde la primera mediacion realizada {dia
21} las p]:in'rulas tratadas mostraron un crecimiento muy supe-
tior a las plintalas control. Esta estimulacion de crecimiento
HE MAntuvo (ﬂ'l.ll'lqlllf dﬂ furma menos iI]Te'IISH.) duranle El res—
to del tiempo que durd el experimento. Al finalizar el mismo
(126 dias), las plantulas inoculadas con 4. agifis UMCV2,y a
las que se agregds DMAT14, crecieron en promedio 70 y 62%,
respectivamente, respecta a su tamafio inicial, comparado con
un 229 de crecimiento que experimentaron lus pliintulas cor-
trol. El crecimiento en grosor en la base del tallo fue estimula-
do solo por inoculacién con UMCV2 v fue mas discreto (Fig.
1B). A partir del dia 63 del experimento, ¢l rratamiento con
UMCYV2 en el sustrato no esterilizado se separé del resto de
los tratamientos, que tuvieron un crecimiente similar al con-
trol. Al finalizar el experimento, el tratamiento con UMCV2
en sustrato no esterilizado tuvo un incremento de 53% en el
grosor de la base del tallo respecto de su grosor inicial, mien-
iras ql.llf ('_TECi'I'[].iﬁrlT_U En grosu.r en 13. }JHSC del IK]J.U fue dc RPIU—
ximadamente 32% en el resto de los tratamientos.

Las plintulas crecidas en sustrato esterilizado adicienadas
con [DMA16 tuvieron una estimulacidn del incremento en
grosor de la parte media del tallo. Dicho incremento alcanzd
un 90% al [inalizar el experimento respecto 4 su grosor inicial.
El resto de los tratamientos, incluido el control, tuvieron un
incremento de alrededor del 25% (Fig. 1C).

Las plintulas crecidas en sustrato no esterilizado e inocula-
das con 4. agi/is UMCV2 produjeron una biomasa srea esta-
disticamente superior, ¥ tuvieron una clara tendencia de tener
una mayor concentracidn de clorofila, en comparacién con los
controles no tratados (Figs. 2A ¥y B). Las planl:as tratadas con
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A. agilis UMCV2 en sustrato no esterilizado produjeron raices
de longitud estadisticamente similar a las plantas control, pero
con una diferencia estadisticamente superior en el peso fresco
(Figs. 2C y D).

Las plantulas crecidas en sustrato esterilizado y adiciona-
das con DMA16 fueron inhibidas respecto a la produccion de
biomasa. Dichas plintulas produjeron 50% menos de biomasa
aérea, y 58% menos de biomasa de raiz (estadisticamente me-
nor), y raices 35% mds cortas que los controles no tratados
(también estadisticamente inferiores al control) (Figs. 2A,2C
v 2D). La concentracién de clorofila no fue afectada (p>0,05)
(Fig. 2B).

Las plantas tratadas con A. agilis UMCV2 en sustrato es-
terilizado y con DMA16 en sustrato no esterilizado no mos-
traron diferencias significativas con respecto al control. La
excepcion correspondi6 a la concentracion de clorofila que fue
incrementada por el tratamiento con DMA16 en sustrato es-

terilizado (Fig. 2B).

DISCUSION

En el presente trabajo se mostré que la inoculacién de
plintulas juveniles de P devoniana con la PGPR A. agilis
UMCV?2, aislada de la rizéstera de Zea mays (Valencia-Can-
tero et al., 2007), increment el crecimiento de las plantulas.
Se probaron dos condiciones de inoculacién, plintulas cre-
cidas en sustrato no esterilizado y en sustrato esterilizado.
Este tiltimo tratamiento fue incluido bajo la hipétesis de que
al eliminar a las poblaciones bacterianas nativas en torno a la
raiz de P devoniana, darian una ventaja competitiva a la bac-
teria A. agilis para su implantacién en la raiz del pino; como
resultado, se incrementarian los efectos de la bacteria sobre
la plintula. Sin embargo, la esterilizacion del sustrato, lejos
de mejorar el crecimiento de la plintula, lo limité; los ma-
yores efectos de la bacteria se dieron en sustrato sin esterili-
zar. Es posible que: i) al ser esterilizado el sustrato se hayan
producido compuestos téxicos, y ii) en el sustrato existieran
otros microorganismos capaces de promover el crecimiento
del pino que fueron eliminados con el procedimiento de es-
terilizacién.

Es conocido que algunos microorganismos promueven la
movilizacion de N, P, K o Fe, y frecuentemente no son los
mismos microorganismos los que movilizan los distintos nu-
trimentos (Ortiz-Castro et al.,2013). De cualquier forma, este
trabajo mostré que A. agilis no requirié de la eliminacién o de
la atenuacién de la flora bacteriana nativa de las raices de P
devoniana para poder ejercer un efecto promotor en el creci-
miento del pino, que fue muy notable [70% mds de acumula-
cién de biomasa; més del doble de elongacién de la parte aérea
respecto a las plintulas control (Figs. 1y 2)].

La inoculacién de 4. agilis también produjo una tenden-
cia al incremento en la concentracién de clorofila en plintulas
crecidas en sustrato no esterilizado (Fig. 2B). Desde que la
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concentracién de clorofila es un parimetro indicativo del nivel
nutricional de hierro, es posible que la presencia de A. agilis
UMCV2 mejore la nutricién por hierro de las plintulas de P
devoniana, como sucede en M. truncatula (Orozco-Mosqueda
et al., 2013a).

Las plantulas en sustrato no esterilizado adicionadas con
DMA16 tuvieron un crecimiento mds ripido e incrementaron
la concentracién de clorofila en comparacién con el control
no tratado. Sin embargo, cuando la DMA16 se adicioné a
plintulas crecidas en sustrato esterilizado, el efecto fue nega-
tivo en todos los parimetros medidos, excepto la concentra-
cién de clorofila. Previamente se habia mostrado in vifre que
concentraciones superiores a 16 pM de DMA16 en el medio
de cultivo producian inhibicién en el crecimiento vegetal de
plantulas de M. sativa (Velizquez Becerra et al., 2011), pero
concentraciones de 100 pM no producian dafios en los folio-
los de Fragaria ananassa (fresa) también in vizro (Velizquez-
Becerra et al., 2013). Sin embargo, no habia ningiin antece-
dente de plantas crecidas en suelo.

El presente trabajo mostré que una concentracién relati-
vamente alta de DMA16 (100 pM) suministrada a los pinos
en el agua de riego una vez por semana, produjo una mejo-
ria en la concentracién de clorofila, sin tener efectos adversos
en otras variables, sélo si el sustrato tenia su microflora nati-
va. Es probable que la microflora nativa degrade la DMA1l6
evitando que se acumule hasta concentraciones inhibitorias.
Futuros trabajos deben determinar una forma mids apropiada
para suministrar DMA16 (dosis, frecuencias y vehiculos) de
tal manera que produzca un efecto promotor del crecimiento
en pinos.

Este trabajo mostré que la inoculacién de la rizobacteria
A. agilis UMCV2 promovié el crecimiento de plintulas ju-
veniles de P devoniana cultivadas en inverniculo y sustrato
no esterilizado. Los mecanismos por los cuales se cjerce esta
promocién del crecimiento no estin todavia establecidos. Sin
embargo, el compuesto bacteriano DMA16 fue capaz de pro-
mover el incremento de la concentracién de clorofila en pinos
crecidos en sustrato no esterilizado, aunque su aplicacién fue
perjudicial en pinos crecidos en sustrato esterilizado. De esta
forma, la inoculacién de P devoniana con A. agilis UMCV2 se
presenta como una alternativa para acelerar el crecimiento de
dicha especie de pino en condiciones de vivero.
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PALABRAS CLAVE Resumen Arthrobacter agilis UMCV2 es una bacteria rizosférica que promueve el crecimiento
Arthrobacter agilis; vegetal de plantas leguminosas proveyéndoles hierro soluble. Un segundo mecanismo de pro-
Leguminosas; mocion se da a través de la produccion de compuestos volatiles que estimulan los mecanismos
Bacterias endofitas de absorcion de hierro. Adicionalmente, A. agilis UMCV2 tiene la capacidad de inhibir el cre-

cimiento de organismos fitopatogenos. En el presente trabajo se emplea una combinacion de
las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa e hibridacion in situ con fluo-
rescencia para detectar y cuantificar la presencia de la bacteria en los tejidos internos de la
planta leguminosa Medicago truncatula. Nuestros resultados demuestran que A. agilis UMCV2
se comporta como una bacteria endofita de M. truncatula especialmente en medios donde el
hierro esta disponible.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).
KEYWORDS . The plant growth-promoting rhizobacterium Arthrobacter agilis UMCV2
Arthrobacter agilis; endophytically colonizes Medicago truncatula
Legumes;
Endophytic bacterium Abstract Arthrobacter agilis UMCV2 is a rhizosphere bacterium that promotes legume growth

by solubilization of iron, which is supplied to the plant. A second growth promotion mechanism
produces volatile compounds that stimulate iron uptake activities. Additionally, A. agilis UMCV2
is capable of inhibiting the growth of phytopathogens. A combination of quantitative polymerase
chain reaction and fluorescence in situ hybridization techniques were used here to detect
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and quantify the presence of the bacterium in the internal tissues of the legume Medicago
truncatula. Our results demonstrate that A. agilis UMCV2 behaves as an endophytic bacterium
of M. truncatula, particularly in environments where iron is available.

© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http:/ /creativecommons.org/licenses/ by-

nc-nd/4.0/).

La rizosfera es un ambiente Unico formado por la interfaz
de las raices de las plantas y el suelo circundante. Miria-
das de microorganismos viven, compiten y prosperan en este
ambiente. Dichos microorganismos pueden influir en el cre-
cimiento y desarrollo de las plantas, de manera perjudicial
o benéfica. Un subconjunto de las bacterias rizosféricas son
capaces de colonizar y prosperar en el interior de los teji-
dos vegetales (raiz y tejidos aéreos), a estas bacterias se
les denomina endofitas, a condicion de que no tengan un
efecto negativo en el crecimiento de la planta, y se asume
que su efecto en la planta es mas bien de simbiosis o de
protocooperacion’.

Las poblaciones endofiticas, al igual que las poblacio-
nes rizosféricas, estan condicionadas por factores bioticos
y abioticos, pero en todo caso el entorno endofitico es
mejor controlado por las plantas que el entorno rizosfé-
rico, y de este modo las plantas ejercen una mayor seleccion
sobre las poblaciones endofiticas que sobre las poblaciones
rizosféricas®.

Las bacterias con efectos promotores del crecimiento
vegetal han sido ampliamente empleadas como bioinocu-
lantes, con diferentes resultados. Mientras que en algunas
ocasiones los bioinoculantes han tenido un impacto signi-
ficativo en el aumento de la produccion vegetal, en otras
ocasiones su impacto ha sido mas bien discreto o nulo®. Una
de las razones que explican estas variaciones en los resulta-
dos es la diferente habilidad de las bacterias inoculadas para
competir y sobrevivir dentro de las comunidades bacterianas
autoctonas de las rizosferas donde son introducidas’.

Las plantas leguminosas (orden Fabales) son el segundo
grupo mas importante de plantas cultivadas para la alimen-
tacion humana y de ganado, solamente superada por las
gramineas’, de alli la importancia de su estudio.

En un trabajo previo se aislo la cepa Arthrobacter agilis
UMCV2 de la rizosfera de plantas de Zea mays (maiz)''.
A. agilis UMCV2 es una actinobacteria rizosférica capaz
de promover el crecimiento vegetal por distintos mecanis-
mos, que incluyen el suministro de hierro (Fe) soluble a las
plantas'' y la emision de dimetilhexadecilamina, un com-
puesto organico volatil que estimula el crecimiento de la raiz
y de los tejidos aéreos de Medicago sativa'’, ademas de esti-
mular los mecanismos de absorcion de Fe de la planta’. Este
mismo compuesto tiene actividad inhibitoria sobre el creci-
miento de los organismos fitopatogenos Botrytis cinerea y
Phytophthora cinnamomi'*.

Las capacidades como promotores del crecimiento
vegetal antes descritas hacen de A. agilis UMCV2 un
agente microbiano con potencial para ser usado como
bioinoculante. Una cuestion relevante para este proposito
es determinar el nivel de asociacion de A. agilis UMCV2
con la planta inoculada, como un modo de inferir sus

posibilidades de sobrevivencia dentro de la comunidad
bacteriana asociada a la planta, independientemente del
tipo de suelo y de sus condiciones nutricionales.

El objetivo del presente trabajo fue determinar si A.
agilis UMCV2 es capaz de colonizar los tejidos internos de
la planta leguminosa modelo Medicago truncatula, cultivar
Jemalong A17 en diferentes condiciones de disponibilidad
de Fe, y empleamos para ello una combinacion de las téc-
nicas de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa e
hibridacién in situ con fluorescencia.

A. agilis fue crecida en agar nutritivo a 25 °C durante 48 h
antes de su utilizacion. Las semillas de M. truncatula fueron
desinfectadas, germinadas e incubadas segln se ha descrito
previamente’. Plantulas de M. truncatula, a 3d de su germi-
nacion, fueron colocadas en frascos de 170 ml de capacidad,
con 30ml de medio basal Hoagland solidificado con 6g/l
de agar de micropropagacion y sin Fe, con 100 uM de Fe
insoluble adicionado como ferrihidrita, o bien con 100 uM
de FeSO4. Algunas plantas se mantuvieron axénicas (con-
troles axénicos), mientras que otras fueron inoculadas por
goteo de 10l de una suspension bacteriana de A. agilis
UMCV2 con DOsgg de 0,1 (equivalente a 1,1 x 10° UFC medi-
das por cuenta viable) sobre la raiz. Todos los tratamientos,
incluidos los controles, tuvieron entre 3y 8 réplicas indepen-
dientes. Después de 3 semanas de incubacion, se colectaron
por separado la hoja cero (unifoliada), la hoja 1, la hoja
2, la raiz proximal (desde el hipocotilo hasta el punto de
surgimiento de la primera raiz lateral, a aproximadamente
1,5cm del hipocotilo) y la raiz distal (el resto de la raiz de
aproximadamente 3,5cm) (fig. 1A).

Tanto las hojas como las raices de las plantas fueron
desinfectadas superficialmente y la ausencia de bacterias
viables fue corroborada como se ha descrito previamente®.
Se extrajo el ADN de las muestras de tejido vegetal y de
las bacterias empleando un método adecuado para estos
2 tipos de materiales biologicos’. La concentracion de
ADN fue determinada empleando un espectrometro para
micromuestras NanoDrop 2000c (Termo Scientific Nanodrop,
Wilmington Delaware, EE. UU.).

Considerando la secuencia del segmento de ADN del espa-
ciador intergénico existente entre los genes del ARNr del
16S y 23S de A. agilis UMCV2 (numero de acceso GenBank
EF101871.1), se disenaron los oligonucleotidos 2CV2F (5'-
GTCCTGGTGGCATTC-3') y 2CV2R (5'-ACGCAGAACAAGAGC-
3’) utilizando el programa Beacon Disigner 4.02 (Primer
Biosoft International, 3786 Corina Way, Palo Alto California,
EE. UU.).

Para la deteccion de A. agilis UMCV2 y la cuantificacion de
su ADN dentro de los tejidos de M. truncatula, se realizaron
pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
empleando un termociclador StepOne (Applied Biosystems.
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Plantas inoculadas con A. agflis UMCV2

Plantas no inoculadas

A ' Flujo acropétalo a través del xilema
{ Punto de penetracion bacteriana
| Alta abundancia bacteriana

« Microcolonia bacteriana

Hoja 2 FeSO, 100 pM

N

Hoja cero \

Ferrihidrita 100 pM

(1.5a5cm)

Figura 1

FeSO, 100 uM

Ferrinidrita 100 pM

(A) Presencia y distribucion de A. agilis UMCV2 en plantas de M. truncatula. El panel A muestra un esquema del sistema

experimental, senalando las secciones de la planta analizadas y en las que se encontré A. agilis UMCV2 21 dias después de la
inoculacion sobre la raiz. Los paneles B a G muestran fotografias representativas tomadas bajo un haz de luz de excitacion de
488nm y una ventana de emision de 505 a 550 nm de longitud de onda, en un plano de 60 uM por debajo de la superficie de la
hoja 1 de plantas de M. truncatula inoculadas con A. agilis UMCV2 y crecidas en medio adicionado con FeSOy (B), ferrihidrita (D)
o sin Fe en el medio (F), o bien no inoculadas y crecidas en medio adicionado con FeSO4 (C), ferrihidrita (E) o sin Fe en el medio
(G). Las fotografias muestran la fluorescencia esperadas de los elementos del xilema, pero solo las plantas inoculadas muestran

microcolonias bacterianas senaladas con puntas de flecha.

Foster City, California, EE. UU.). Las curvas de calibracion
cubrieron un intervalo de 20ng a 51,2 fg de ADN de A. agilis
UMCV2 como templado, con un coeficiente de determinacion
(r?) de 0,997, y fueron seguidas de una curva de disociacion
con un solo maximo a los 83 °C, lo cual muestra un patron de
amplificacion lineal con un solo amplicon. La cuantificacion
del ADN de A. agilis UMCV2 en tejidos de M. truncatula con
base en las curvas de calibracion se hizo de manera similar,
utilizando como templado 20 ng de ADN proveniente de las
muestras de tejidos vegetales.

De esta forma se detecto a A. agilis UMCV2 en cada una
de las secciones de las plantas inoculadas en donde se busco
(tabla 1), si bien no siempre se detecto en todas las réplicas.
En plantas que fueron crecidas en un medio suplementado
con Fe disponible (FeSO4) se encontraron las mayores canti-
dades de ADN bacteriano, en todos los 6rganos muestreados
y en todas las réplicas, mientras que en las plantas crecidas
en medio carente de Fe se registraron las menores canti-
dades de ADN bacteriano y no en todas las muestras (tabla
1). Un caso intermedio sucedio con las plantas crecidas en

medios con Fe adicionado en forma insoluble (100 uM de
ferrihidrita), que tuvieron cantidades de ADN bacteriano
numéricamente mayores aunque estadisticamente similares
a las encontradas en plantas crecidas en medios sin Fe. En
ninguna de las secciones de las plantas control, de ninguno
de los tratamientos, se detecto ADN bacteriano (tabla 1).
Para corroborar que el ADN bacteriano detectado prove-
nia de bacterias con crecimiento endofitico y no de restos de
bacterias adheridas a las superficies de las diferentes sec-
ciones vegetales, se realizaron fotografias de las superficies
y planos interiores de los tejidos clarificados utilizando un
microscopio confocal (FV1200, Olympus Corporation, Tokio,
Japon). Las bacterias inoculadas fueron localizadas utili-
zando hibridacion in situ con fluorescencia, de acuerdo al
protocolo descrito por Lo Piccolo et al. (2010)° empleando
la sonda fluorescente HGC dirigida especificamente contra
el ARNr de 23S de actinobacterias'® y unida al fluoroforo
verde de rodanina (Uniparts SA de C.V., Galileo 92, México
D.F, México). De esta manera fue evidente la presencia de la
bacteria dentro de los tejidos de las plantas inoculadas, pero
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Tabla 1 Cantidad de ADN de A. agilis UMCV2 (pg) encontrada en 20ng de ADN extraidos de tejidos de M. truncatula®
Origen de la Medios sin Fe Medio con 100 uM de ferrihidrita Medio con 100 pM de Fe(504)
muestra

Plantas inoculadas con A. agilis UMCV2®
Hoja 2 +<0,05 B (0,14) 0 o (0,00) 3,70 AR (1,00)
Hoja 1 +<0,05 i (0,29) 0,33 & (0,25) 21,89 A (1,00)
Hoja cero +<0,05 & (0,43) 0,05 AB (0,50) 2,13 AB (1,00)
Raiz proximal 0,17 8 (0,71) 1,12 Ab (0,88) 66,09 o (1,00)
Raiz distal 0,05 B (0,86) 0,05 a8 (0,75) 17,74 A (1,00)

Plantas no inoculadas

Hoja 2 0 B (0,00) 0 B (0,00) 0 B (0,00)
Hoja 1 0 = (0,00) 0 R (0,00) 0 R (0,00)
Hoja cero 0 . (0,00) 0 B (0,00) 0 B (0,00)
Raiz proximal 0 8 (0,00) 0 B (0,00) 0 B (0,00)
Raiz distal 0 E (0,00) 0 B (0,00) 0 A (0,00)

2 Se muestran valores promedio.

La notacion + < 0,05 indica muestras positivas para la prueba de deteccion de ADN bacteriano pero en una cantidad inferior al limite de

cuantificacion (0,05 pg).

Los valores entre paréntesis expresan la proporcion de muestras positivas. Las letras maylsculas muestran diferencias significativas
{p=0,05) segun un analisis de varianza en rangos de Kruskal-Wallis seguido de una comparacion multiple por método de Dunns.

en ningln caso pudieron detectarse bacterias ni en la super-
ficie de los tejidos ni en los tejidos internos de las plantas
control (fig. 1).

Por otro lado, la seccion de la planta con mayor cantidad
de ADN bacteriano en todos los tratamientos fue la raiz pro-
ximal, que fue la parte de la planta sobre la cual se goteo
la suspension bacteriana al momento de la inoculacidn y su
probable punto de penetracion, seguida de la raiz distal y la
hoja 1, y al final estuvieron la hoja cero y la hoja 2.

El anterior patron de distribucion del ADN bacteriano es
compatible con la hipétesis de que las bacterias pudieron
haberse distribuido por los tejidos aéreos de M. truncatula
pasivamente a través del tejido vascular, mas probable-
mente por el xilema, con un movimiento acropétalo (a favor
de la corriente de transpiracion), segin ha sido descrito para
el caso de Burkholderia phytofirmans y particulas de latex
en Vitis vinicola’. Los vasos xilematicos se comunican unos
con otros en sus extremos a través de perforaciones con dia-
metros inferiores al diametro bacteriano, lo que supone un
obstaculo al paso de las bacterias de un vaso a otro®™, En
un estudio realizado en M. sativa', se mostro que la mayo-
ria de los vasos xilematicos terminan en los nodos del tallo y
solo una proporcion muy pequena ramifica desde los elemen-
tos vasculares del tallo hasta los peciolos. De acuerdo a lo
anterior, es explicable que las bacterias se encuentren impe-
didas de entrar pasivamente por el xilema hasta las hojas y
que solo una pequena fraccion de la cantidad de ADN de
A. agilis UMCV2 que encontramos en la raiz proximal fuera
encontrada en la hoja 2, y solo en algunas réplicas.

Por otro lado, la presencia de ADN bacteriano en las
raices distales, teniendo en cuenta la escasa probabilidad
de que las bacterias puedan penetrar pasivamente en el
floema y ser llevadas por este en un flujo basipétalo (contra
la corriente de transpiracion), sugiere que la bacteria fue
capaz de colonizar activamente los tejidos de la raizy no que
simplemente fue llevada por la corriente de transpiracion, si
bien en virtud de la cantidad de ADN hallada se concluye que
la cantidad de bacterias que se movieron contra la corriente

de transpiracion fue entre 3 y 20 veces menor que las que
se encontraron en la raiz proximal (tabla 1).

Fue muy interesante observar que la mayor cantidad de
bacterias fue encontrada en los tejidos de plantas que cre-
cieron en medios con Fe disponible, seguida de la observada
en plantas crecidas con Fe insoluble y finalmente en plantas
crecidas en medios sin Fe.

Se conoce que A. agilis UMCV2 es capaz de reducir
Fe en la rizosfera, haciéndolo mas soluble y por tanto
mas accesible a las plantas'’, y que estimula los mecanis-
mos de absorcion y movilizacion de Fe en las plantas de
M. truncatula’. Con base en estos antecedentes es posible
hipotetizar que A. agilis UMCV2 y M. truncatula estable-
cen una interaccion positiva basada en la economia del Fe,
donde la planta se veria beneficiada con la presencia de la
bacteria en la rizosfera si el Fe estuviera en forma insoluble
en el medio externo'', y se beneficiaria con la colonizacion
endofitica si el Fe estuviera disponible en el interior de la
planta. Ya en el interior de las raices, parte del Fe debe
ser movilizado a los tejidos aéreos, donde se conoce que
A. agilis UMCV1 puede coadyuvar a la homeostasis de dicho
metal'. En tales circunstancias es posible que las plantas
favorezcan su colonizacion endofitica.

En conclusion, este trabajo muestra que A. agilis UMCV2
es capaz de colonizar y prosperar como bacteria endofita en
M. truncatula, y que esta capacidad es mayor cuando el Fe
se encuentra mas disponible para la planta.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

In herbaceous plants grown in controlled environmental conditions nitrate Received 4 September 2014
(NO; ™) uptake increases during the day and decreases in the night, The aim  Accepted 16 September 2015
of this work was to measure NO; uptake rates along the day-night cycle, KEYWORDS

in rose (Rosa hybrida L) plants grown under controlled environmental ot uptake; rose;
conditions. Two independent experiments were conducted inside a growth day-night

chamber at 20 °C and 25 °C, using rose mini-plants cv. Texas, grown in a

hydroponic nutrient film technique (NFT) set-up with at 3.0 mol m—2 NO5

concentration. Dry matter and nitrogen (N) accumulation were registered

during growth and NO5; uptake rates were measured during a day-night

cycle, using °N as '*NO5. In both experiments the hourly estimated N-NO;~

accumulation rates are near to the measured uptake rates of >°NO; and

nitrate uptake decrease during the day and increase in the night, in contrast

with the herbaceous plants. Results are discussed on the basis of N plant

demand and carbohydrates availability.

Introduction

In well-aerated soils, plant roots absorb nitrogen (N) mainly as nitrate (Glass, 2009). Nitrate uptake rate
depends on the plant species and its phenological phase, on the availability of this ion in nearby roots and
on the environmental conditions, mainly light and temperature (Cardenas-Navarro et al,, 1999). In tomato
plants, grown in completely controlled environmental conditions, at 3.0 mM of nitrate in the nutrient
solution, a wide variation on nitrate uptake rates along the day-night cycle has been shown, increasing
gradually during the day and decreasing in the night (Cardenas-Navarro et al., 1998). A number of papers
have been published concerning nitrate uptake in rose plants, measured under not fully controlled envi-
ronmental conditions, in greenhouse (Cabrera et al,, 1995, 1996; Brun and Chazelle, 1996; Siberbush and
Lieth, 2004). As yet, there is not experimental information about the rates of nitrate uptake in rose plants
during the day-night cycle, grown under controlled environmental conditions. The aim of this work was
to determine the pattern of nitrate influx rate along diurnal cycle in order to better understand this physio-
logical process in woody plants and to establish the basis to further eco-physiological predictive models.

Materials and methods

Two experiments were conducted on rose mini-plants cv. Texas. In both experiments, the plant mate-
rial consisted of cuttings (0.01 m) with two leaves and two buds visibly healthy. In order to prevent
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dehydration, to promote rooting and to avoid fungal diseases, the cutting top was covered with
beeswax, the bottom was immersed in a solution of indol-3-butyric acid (500 mg L™") for one minute
and the leaves were immersed in a fungicide solution (Benlate, 1000 mg L"), respectively. The cuttings
were placed individually in plastic pots (0.0003 m®) with vermiculite, inside a rooting chamber
(4.0 m x 3.0 m x 2.5 m) built with transparent plastic in a greenhouse. The relative humidity was
maintained above 75% with a control system composed by a humidistat (Titan, EOS1; Sunlight Supply
Inc., Vancouver, WA USA), two humidifiers (Herrmidifier, 707-U; Trion TAQ Inc., Sanford, NC,
USA) and a demineralized water reservoir (0.03 m?). The pots were watered daily with distilled water
and 30 days after the establishment, the leaves and one bud of each cutting were removed. The cutting
remained in these conditions until they had well differentiated roots and stems, approximately 60 and
45 days after the establishment, for the first and the second experiments, respectively.

The seedlings were transferred to a nutrient film technique (NFT) hydroponic system, inside a
growth chamber (Lumistell, ICP; Biotécnica del Bajio SA de CV, Celaya, Gto. Mexico) with controlled
climatic conditions. The hydroponic NFT system consisted of 14 PVC tubes (1.5 m long and 0.051 m
diameter) fixed on a metallic stand. At the top of tubes a longitudinal slot (0.001 m width) was made
fo put the plants and the polyvinyl chloride (PVC) plates recovered were used to cover slots between
plants. The tubes were connected to a feeding and recirculation system composed of a storage tank
(1.0 m®), with temperature control, a centrifugal pump (Little Giant, 3-MDj; Franklin Electric Co. Inc.,
Oklahoma, OK, USA) and distribution and recovery network tubes. The whole set-up was black
painted to prevent the passage of light and algal development.

Nine plantlets were placed equidistant in the slot of each tube secured with PVC plates. The growth
chamber was programmed with a photoperiod of 12/12 h, 360 x 10~° mol m~* s~ light intensity and
75% hygrometry. Air and nutrient solution temperatures were kept at 25°C and 20°C for the first and
the second experiment, respectively. According to Cardenas-Navarro et al. (1998), the nutrient solution
was prepared with demineralized water and the following pure salts, in mol m™* monopotassium
phosphate (KH,PO,), 1.0; potassium sulfate (K,S0,), 1.0; calcium nitrate (Ca(NOs),), 1.5; calcium
sulfate (CaSO,), 2.0; magnesium sulfate (MgSO,), 1.5. The other nutrients in the solution were, in mol
10™* m™: boric acid (H3BO3), 20.0; copper (II) sulfate pentahydrate (CuSO4-5H,0), 0.5; Fe-EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid iron (III) sodium salt), 15.0; manganese (II) sulfate monohydrate
(MnSO,4-H,0), 12.0; ammonium molybdate hydrate ((NH,)sMo70,4-4H>0), 0.05; zinc sulfate hepta-
hydrate (ZnSO,-7H,0), 3.0. The nutrient solution was replaced weekly to maintain as close as possible
3.0 mol m™ of nitrate (NO; ™)’ pH of 5.5 and electroconductivity 1.2 mS cm ™",

Once and twice a week, for the second and the first experiment, respectively, four plants were ran-
domly sampled to determine fresh and dry biomass of each organ (root, old cutting, newly formed
stem, petiole and leaflets). The dry weights of the samples were measured after 48 hours at 105°C. Dry
biomass of organs was pulverized (Retch MM 200; Retch GMbH, Aaan, Germany) in order to deter-
mine N content by Dumas method (Flach EA 1112, Thermo; Thermo Fisher Scintific Inc., Waltham,
MA, USA).

When various floral buds became visible, some plants were removed to keep only three homoge-
neous (without floral buds) plants per tube. At this phenological stage, at 51 and 66 days after the
establishment in the growth chamber, for the first and second experiments, respectively, the diurnal
"N, uptake rate was measured. The measurements were made on three plants of each tube with a
system that exclude the handling and the stress of plants. This system consisted of a micro magnetic
pump (Ismatec 81511; IDEX Health & Science GmbH, Wertheim, Germany), two flexible tubes (2 m
long and 0.004 m internal diameter) and two balloon flasks (0.003 m?) containing a washing solution
and a NO; ™ uptake measurement solution. Both solutions had the same pH and electrical conductivity
that solution used during plant growth, but in the washing solution the NO;™ was replaced by sulfate
(SO4 =) and in the NO;~ uptake measurement solution NO; ™~ was supplied as "NO; ™ using potas-
sium nitrate (K'*NO,) (Aldrich, abundance 99.99%). During the uptake measurement days, the bal-
loon flasks containing the washing solution and the '"NO,™ uptake measurement solution were kept
inside the growth chamber at 25 °C and 20 °C, for the first and the second experiment, respectively.
Every two hours, one culture tube was randomly chosen to measure "NO,~ uptake rate by plants; in
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both experiments four measurements were made for the light period and five for the dark period. The
plants of the two remaining growth tubes were maintained in the growth chamber ten more days under
the same climatic conditions.

Measurements of ">’NO;~ uptake were carried out as follows: the tubing feeding with the growth
nutrient solution was disconnected; the washing solution was connected for two minutes to remove
NO;™ traces inside the growth tube, allowing a short runoff waste; a volume 0.0005 m® of measurement
solution was recycled for 5 minutes in to the growth tube. The roots were rinsed briefly (using washing
solution), dissected and centrifuged at 2000 rpm for 2 min (Vanguard V6500; SmithKline Beecham,
Meena Medical Inc., Bedford, TX, USA). The shoots and roots were oven-dried (48 h at 105°C),
weighed, individually pulverized (Retch MM 200; Retch GMbI, Aaan, Germany) and then analyzed to
determine total N content by the Kjeldahl method (Eastin, 1978) and '*N/'°N ratio by emission spec-
trometry (Faust et al., 1987) using an optic emission spectrometer (NOI-6ePC; Fischer Analyser Instru-
ment GmbH, Leipzig, Germany).

Data obtained from the plant growth survey in both experiments were submitted to a non-linear
regression analysis to estimate the hourly N accumulation rates at the days of "NO,~ uptake measure-
ments, with the SYSTAT software version 9.01 for Windows.

Results
Experiment 1

The dry matter (dm) of rose plants increased exponentially in the growth chamber (air temperature
and solution 25 °C) with a growth rate of 0.042 day™' (Figure 1): dm = 0.363 x ¢*%%2 *d%; 12 — .96,
According to this model, during the day of measurements the "NO;~ uptake rates for plants (from
day 51 to day 52, in the growth chamber), increased from 3.153 to 3.290 g plant™', an average weight
0f 3.222 g plant™. The average N content in plant dry matter was 1.848 x 10~7 mol g~'. Considering
these data, the average of hourly NO; ™ uptake rate was estimated at 3.25 x 10 ®mol g ' h™".

The measurements of >NO;~ uptake rates showed a wide variation during the diurnal cycle. Two
hours after the onset of the dark period was 2.401 x 107° mol ”NO;~ ¢ ' h™! and reached a maxi-
mum rate four hours later with 5.984 x 107 mol "NO;~ g~' h™'. When the light period was
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Figure 1. Dry matter accumulation of rose plants grown in NFT system at 25 “C air and nutrient solution. Each point represents the
average of four plants and bars express the standard deviation. The line shows de adjusted model: dm = 0363 x e*2* % (2 = 0.96).
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Figure 2. '*NO;~ uptake rate along the day night cycle in rose plants grown in a NFT system at 25 “C air and nutrient solution. Each
point represents the average of four plants and bars express the standard deviation. Shaded bar shows the extent of the night and
vertical line indicates the end of this period.

established, the uptake rate of this ion dropped to 3.705 x 107° mol ®NO;~ ¢ h™" and ten hours
latter decreased to 2.245 x 10~° mol *'NO;~ g~ h™' (Figure 2). The average rate of >’NO;~ uptake

during the night-day cycle was 3.577 x 10 ®mol g~' h™".

Experiment 2

The dry matter accumulation of rose plants in the growth chamber in this experiment (air temperature

and solution 20 °C) also showed an exponential behavior. In this case, the growth rate was 0.025 day ™

(Figure 3): dm = 0.649 x ¢*%%7 * 9%, 1> — (.94, This model allowed us to estimate the increase of plant
g F

dry matter for day of ’NO, " uptake measurements (between days 66 and 67 in the growth chamber)
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Figure 3. Dry matter accumulation of rose plants grown in NFT system at 20 “C air and nutrient solution. Each point represents the aver-
age of four plants and bars express the standard deviation. The line shows de adjusted model: dm = 0.649 x &% * 9 (¢ — 0,94),
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Figure 4. 'NO;~ uptake rate along the day night cycle in rose plants grown in a NFT system at 20 °C air and nutrient solution. Each
point represents the average of four plants and bars express the standard deviation. Shaded bar shows the extent of the night and
vertical line indicates the end of this period.

from 3.449 to 3.537 g plant ™', ie an average plant dry matter of 3.493 g plant™". The average N content
in plant dry matter for this date was 1.920 x 107 mol g~'. Using this information, the average of
hourly NO, ™ uptake rates was estimated at 2024 x 10 ®mol g™ h™".

The variation on "'NO;~ uptake rate during the diurnal cycle showed a similar pattern that the
earlier experiment, it increased gradually during the dark period from 1.719 to 4.129 x 10™° mol
BNO,™ g_] h™" and decreased to 0.959 x 10™° mol *NO;~ g_l h™ during the light period (Figure 4).

Discussion

In both trials, the plant dry matter accumulation in the growing chamber fitted exponential models.
When the plants grew at 25°C the relative growth rate was 60% higher than that of plants grown at
20°C. Comparing the hourly rates of N-NO;™ accumulation in both trials, estimated with the dry mat-
ter accumulation models and the N content of plants at the day of ’NO; ™~ uptake measurements, it
could be observed that plants grown at 25°C showed an hourly accumulation rate 60% higher than
those grown at 20°C. Furthermore, in both temperature conditions, the average of N0, influx rates,
measured by the accumulation of "N, are very close to the hourly average of the N-NO; ™~ accumula-
tion estimated by the growth models and the plant N content. These values are similar to the uptake
rates previously reported in literature for rose (Brun and Chezelle, 1996; Massa et al., 2009).

The influx rates of >’NO;~ showed a wide variation in the day-night cycle, increase progressively
during the dark period and decrease during the light period. During the dark period the average uptake
rate was 60% higher than that observed during the light period. The likelihood of these results is sup-
ported by: a) two independents experiments developed at two different temperatures showing similar
day-night "”’NO,~ uptake patterns; b) the "’NO, ™~ absorption rate is very close to the hourly NO;~
uptake rate estimated by the accumulation of N in plant tissues at the day of uptake measurements and
¢) the accuracy of the °N labeled technique used to measure "NO, ™ uptake rates (Glass, 2009). To
our knowledge this is the first report on ""NO; ™ uptake rate variation during the day-night cycle, using
a wood plant and controlled environmental conditions: light intensity, hygrometry, air temperature,
concentration of NO; 7, and temperature and chemical characteristics of the nutrient solution.

Reports about NO; ™ uptake rates in rose plants, measured by the depletion technique, under non-
fully controlled environmental conditions, are contradictory. At short time steps during several days,
Brun and Chazelle (1996), using an ion selective electrode, registered that the NO;™ uptake rate is
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higher in the light period and linked to water absorption, Cabrera et al. (1996), using a colorimetric
method to determine NO; in the nutrient solution, shows that in a 4-day period the pattern of NO;~
uptake is irregular, dependent of internal N content and independent of transpiration. In these works,
the patterns of NO;~ uptake rate could be linked to light, humidity and temperature variations during
the day-night cycle.

The nycthemeral pattern of NO;~ uptake rate observed in this work was unlike the previously
cited reports, it could be explained in terms of carbohydrates availability. Cabrera et al. (1995) and
Silberbush and Lieth (2004) demonstrated that NO; ™ uptake rate in rose depends on plant develop-
ment, decrease after shoot harvest and increase during flower development, with a maximum value at
flower opening. These authors concluded that the NO3 ™ uptake rate appears to be, at least in part, gov-
erned by photoassimilate availability to the roots. In this work, the NO;™ uptake measurements were
made at the end of the stem elongation period, when most of the photoassimilates are mainly driven
toward new shoots and leaves, reducing their availability to supply energy-dependent root process as
NO;™ uptake (Cabrera et al,, 1995). In such a carbohydrate limiting condition, sugars could be more
available to the roots during the night period as predicated by Daudet et al. (2002), who modeled the
nychthemeral pattern of root sucrose concentration during a period of ten day, using a model based on
Munch theory. Furthermore, recently sucrose has been proposed as the specific signal for NO;™ uptake
(Li et al, 2013a, 2013b), however more research is needed to clarify this idea.
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mero de estudios centrados en las interaccio-

nes planta-suelo, los cuales han puesto de ma-
nifiesto que «las comunidades de microorganismos
del suelo son determinantes para la diversidad y
composicion de las comunidades vegetales».

Las plantas en sus raices tienen una gran ri-
queza biolodgica, que se sustenta en los nutrimen-
tos de los compuestos carbonados provenientes de
la fotosintesis que son exudados. Los exudados ra-
diculares son secretados hacia la rizosfera, término
dado por Hiltner en 1904 a la region del suelo que
es influenciado bioquimica y biolégicamente por el
sistema radicular de las plantas, se asume que la ri-
zosfera se extiende unos milimetros de la raiz.

E n la Ultima década se ha incrementado el nu-

Una zona de interaccion Unica y dinamica

La rizésfera de las plantas estd poblada con
numerosos organismos incluidos nematodos, hon-
gos, bacterias y artrépodos, algunos de éstos son
benéficos parala planta debido a que promueven el
crecimiento y desarrollo de ésta, interaccion en las
que estan involucrados diversos y complejos meca-

SaberMas
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nismos: secretan fitohormonas, mejoran la disponi-
bilidad de nutrientes, compiten con otros organis-
mos que son patogenos para la planta por sitios de
colonizacion y nutrientes, entre otros.

Es importante mencionar que en la rizosfera
también podemos encontrar organismos que tie-
nen efectos negativos sobre las plantas, como los
hongos que causan enfermedades (patdgenos) que
afectan no solo las raices sino también las partes
aéreas de las plantas, como tallos, hojas o frutos.

Comunicacion por parte de las plantas

Las interacciones entre los microorganismos
y las plantas estdn mediadas por compuestos qui-
micos. De hecho, las plantas liberan una gran ma-
triz de compuestos de naturaleza muy diversa hacia
la rizosfera, alos que se les conoce como exudados
radiculares. En Arabidopsis thaliana, una planta pe-
quefia que alcanza una altura de 30 cm, podemos
encontrar mas de 100 compuestos diferentes, en-
tre ellos azlcares, aminoacidos, acidos organicos,
flavonoides, hormonas y vitaminas.

La exudacion o también llamada rizodeposi-
cion, puede considerarse una gran pérdida de car-
bono por parte de la planta, ya que los compuestos
que son exudados pueden llegar a constituir hasta
un 30% del carbono fijado, sin embargo, desde un
punto de vista ecologico, la rizodeposicion es ne-
cesaria para establecer interacciones con otros or-
ganismos del entorno principalmente aquellos que
viven bajo tierra «funcionan como mensajes de co-
municacion bajo tierra».

Es importante mencionar que la cantidad y
el tipo de compuesto exudado varia dependiendo
de la planta de la cual se trate, la edad de esta y de
los factores ambientales a los que esté expuesta.
Los compuestos liberados por las raices pueden ser
usados como sustrato o alimento para el crecimien-
to de microorganismos —por esta razaon, la rizasfera
tiene una mayor densidad, se estima que existen de
10 a 200 veces mas bacterias en la rizésfera de una
planta que en el suelo adyacente-. De hecho, pri-
mero veremos como se lleva a cabo la interaccion
de plantas con algunos microorganismos del suelo
mediante los exudados de raiz.

Bacterias en la rizosfera

La estructura de las comunidades microbia-
nas del suelo varia grandemente en respuesta a la
especie de planta, al tipo de suelo y a |a historia de
ese suelo en particular. Los exudados radiculares
son un factor importante para el establecimiento
de las comunidades bacterianas en la rizosfera; la
zona de mayor exudacion ha sido relacionada con
la mayor acumulacion de bacterias, la zona de elon-
gacion de las raices es una zona de mayor atraccion
de microbios.

La habilidad de las bacterias rizosféricas para
consumir exudados radiculares especificos, deter-
mina los patrones de colonizacién en las raices. Por
alteracion en los patrones de exudacion o la exuda-
cion de compuestos especificos, las plantas pueden
cambiar la composicion microbiana de la rizosfera.

Coordinacion de Investigacion Cientifica
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Dentro de las sustancias presentes en los
exudados radiculares podemos encontrar algunas
que actUan como quimioatrayentes de bacterias
rizosféricas, un ejemplo de quimioatraccion es la
excrecion de los flavonoides naringenina, luteolina
y daidzeina por parte de la planta, cuando ésta se
encuentra en carencia de nitrogeno, y funcionan
como atrayentes de bacterias que tienen la capa-
cidad de fijar nitrogeno y proveérselo. Esta interac-
cion se lleva a cabo entre bacterias de los géneros
Rhizobium, Sinorhizobium y plantas leguminosas
como el frijol y la alfalfa.

Los azucares y aminoacidos presentes en los
exudados radiculares pueden funcionar como qui-
miotrayentes inespecificos, es decir, pueden ser
utilizados por bacterias que pueden ser benéficas
para la planta, bacterias neutras e incluso por bac-
terias patogenas, ya que los usan como fuente de
carbono y nitrégeno para su crecimiento.

Otros compuestos que las plantas exudan son
los denominados fitoalexinas, que se producen en
respuesta a la presencia de patogenos y que tienen
actividad antibacteriana y antifungica.

Hongos en la rizésfera

La rizosfera también alberga una gran di-
versidad de hongos, que pueden ser divididos en
descomponedores, hongos patogenos y hongos
micorricicos. Estos Ultimos son benéficos para las
plantas, forman estructuras simbicticas llamadas
micorrizas, dichos hongos establecen una inte-
raccion con las raices de las plantas, abasteciendo
agua y nutrientes, principalmente fosforo y nitro-
geno; en el intercambio, el hongo obtiene carbohi-
dratos de la planta y se estima que el go% de las
plantas terrestres viven en asociacion con este tipo
de hongos.

Entre los exudados radiculares, se ha ob-
servado que varios flavonoides pueden afectar el
crecimiento de las hifas (el conjunto de hifas for-
ma el cuerpo de los hongos), diferenciacion y co-
lonizacion de la raiz de forma especifica, es decir,
tienen un efecto solo en ciertos hongos antes de
que se lleve a cabo la interaccién con la planta. La
estrigolactona 5-deoxistrigol fue identificada como
una molécula senal en los exudados radiculares de
Lotus japonicus y es un compuesto que induce la ra-
mificacion de las hifas, la germinacion de las espo-
ras y la alteracién de la fisiologia del hongo. Ahora
se sabe, que las estrigolactonas son inestables y se
degradan rapidamente, por lo que forman un gra-
diente distinto alrededor de la raiz de |a planta in-
dicando asi al hongo la proximidad y direccion de
la raiz. Otras estrigolactonas como el estrigol y la
sorgolactona mimetizan la actividad de g5-deoxis-
trigol «son mensajes identificados en este tipo de
comunicacion bajo tierra, entre las plantas y algu-
nos hongos».

Pero, las plantas en su entorno natural no se
encuentran aisladas de otras plantas, ellas pueden
interactuarentre siy lo hacen a través de moléculas
sefial presentes en los exudados radiculares, es de-
cir que también se comunican bajo tierra.
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Interaccion Planta-Planta

Una interaccion es el parasitismo de una
planta sobre otra. Algunas plantas como Striga y
Orobanche germinan Unicamente en presencia de
compuestos especificos como las estrigolactonas
(estrigol, alectrol, 5-desoxiestrigol, entre otras) que
son exudadas por otras plantas, este mecanismo
aun esta bajo estudios para comprenderlo. Es im-
portante recordar que estos compuestos participan
en el desarrollo de micorrizas, lo que sugiere que las
plantas parasitas se pudieron haber co-adaptado al
reconocimiento de sefiales presentes en los exuda-
dos que les ayudan a localizar a una potencial plan-
ta hospedera.

Una distinta forma de interaccion plan-
ta-planta es la alelopatia (ver Saber Mds 5(25):42-
43), en la cual una planta especificamente interac-
tUa con una vecina. Los compuestos involucrados
en este tipo de interaccion son de tipo fendlico,
aunque algunos son de naturaleza quimica distinta.
La produccion de aleloquimicos puede ser constitu-
tiva o inducida por factores bidticos o abioticos pre-
sentes en el ecosistema donde la planta crece. Un
ejemplo, la sorgoleona es el principal componente
de los exudados en sorgo (Sorghum bicolor) y es un
aleloquimico bien estudiado, causa por lo que se
conoce como “enfermedad del suelo” ya que inhibe
el crecimiento de otros cultivos; este compuesto es
liberado al suelo de manera continua brindando un

efecto herbicida.

Comunicacion quimica bajo tierra. (A) Las plantas exudan compuestos fendlicos que inhiben la germi-
nacion de otras plantas (alelopatia); (B) Las larvas de nematodos cuando se alimentan de las raices inducen
la produccion de compuestos por parte de las plantas para atraer a otros nematodos que pueden alimentar-
se de las larvas; (C) Los exudados de las raices de las plantas favorecen la colonizacion de la rizosfera por
bacterias benéficas para la planta; (D) Los exudados radiculares inducen la eclosién de huevos de nemato-
dos y a la vez atraen a nematodos juveniles hacia las raices; (E) La punta de las raices es el sitio de mayor
exudacion de compuestos en las plantas; (F) Las estrigolactonas presentes en los exudados de raices inducen
la ramificacién de hongos micorricicos favoreciendo con esto la colonizacion de la planta; y (G) La germina-
cion de plantas pardsitas de plantas también es inducida por estrigolactonas. Figura tomada de Van Dame

y Bouwmeester (2016).
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