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RESUMEN

En la naturaleza existe una extensa comunicacién entre plantas y
microorganismos que es mediada por la emisibn de moléculas. Los
compuestos volatiles que son emitidos por microorganismos son ejemplo de
este tipo de moléculas y se sugiere que estos compuestos pueden regular el
desarrollo de las plantas. Recientemente se ha propuesto que la acetoina y el
2,3-butanediol que son emitidos por rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPR) en especial del género Bacillus estan relacionados con el
incremento del area foliar en plantas de Arabidopsis. Sin embargo aln se sabe
muy poco sobre como es que estos compuestos podrian estar modulando el
desarrollo de la planta. En este trabajo se investigo el efecto de los compuestos
volatiles de doce rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en el
desarrollo y en la morfogénesis de la raiz de plantulas de Arabidopsis thaliana.
Varias rizobacterias mostraron un efecto promotor estimulando la produccion
de biomasa, de igual forma se observé un efecto diferencial en la modulacion
de la arquitectura de la raiz. Los aislados L263, L266 y L272a estimularon el
crecimiento de la raiz primaria y el desarrollo de las raices laterales, mientras
que L254, L265a y L265b no alteraron significativamente el crecimiento de la
raiz primaria pero si promovieron fuertemente la longitud de las raices laterales.
Debido a la importancia de las auxinas en la regulacién de los procesos
morfogenéticos de la raiz, se analizé un marcador de genes regulados por
auxinas (DR5::GUS), este estudio nos revel6 que las rizobacterias promueven
un aumento en el transporte de auxinas, ademas de que se observo un
incremento de la expresion de genes regulados por auxinas en la punta de la
raiz, por lo que se propone que los volatiles de estas rizobacterias podrian
estar modulando el desarrollo de la planta mediante homeostasis de auxinas,
probablemente aumentando el transporte de éstas, por lo gue nosotros
proponemos este mecanismo de sefializacibn como el probable responsable
del efecto en el desarrollo de la plantulas de Arabidopsis. El analisis molecular
por 16S rDNA para la caracterizacion de las rizobacterias L254, L255, L265a,
L266, L270 y L272a nos revelaron su identidad como Bacillus cereus L254,

L255 y L265a, Bacillus simplex L266, Bacillus nealsonii L270 y Bacillus sp.

vii



L272a. En el analisis de la emisidbn de compuestos volatiles de las rizobacterias
por medio de la técnica de SPME-GC-MS, se identificaron alcoholes, aldehidos
y cetonas como las familias de compuestos que fueron comunes entre las
cepas asi como las mas abundantes. Durante el analisis de compuestos de la
planta y durante la interaccion planta-rizobacteria se identificaron terpenos, que
fueron compuestos muy variables en namero entre los diferentes tratamientos.
Ademas los perfiles cromatograficos de la interaccion mostraron la presencia
de cinco compuestos que aparecieron de novo los cuales fueron mentol,

acetoina, isobornil tiocianoacetato, a-isoforona y S)-(+)-6-Metil-1-octanol.

En resumen estos datos sugieren que las rizobacterias pueden modular
mediante la emision de distintos compuestos volatiles tanto el crecimiento de la
planta como la arquitectura de la raiz de manera diferencial. Este es el primer
trabajo donde se estudia el efecto de los compuestos volatiles emitidos por
rizobacterias en la morfogénesis de la raiz y donde se analizan los compuestos

volatiles que son emitidos durante la interaccion planta-rizobacteria.
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1. INTRODUCCION

El volumen de suelo que rodea a la raiz se le denomina rizosfera y a los
microorganismos que habitan este volumen de suelo se les llama rizobacterias
(Pérez et al., 2002). En esta region la raiz y sus bacterias asociadas proliferan,
interactuando y respondiendo a los cambios en las condiciones ambientales
(Campbell y Graves, 1990). Tanto las rizobacterias como las plantas emiten
moléculas sefial de gran diversidad quimica con las cuales mantienen una
extensa comunicacion quimica durante los distintos estados de desarrollo. Las
plantas son capaces de reconocer compuestos microbianos y responder
activando mecanismos de defensa y estimulando su crecimiento de acuerdo al
microorganismo con el cual entre en contacto. Este dialogo molecular
determinara cual sera la relacién entre ambos organismos, estableciéndose
una relacion simbiotica o patogénica a través de complejos procesos celulares
(Ortiz-Castro et al., 2009). En el caso de que se establezca una relacion
simbibtica, las rizobacterias inducen efectos positivos en el crecimiento de la
planta, incitando a un aumento en la produccion de biomasa e incrementando
el rendimiento de los cultivos. A estas rizobacterias se les ha definido como

rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) (Ryu et al., 2003).

Las PGPR son habitantes naturales de la rizésfera, las cuales pertenecen a
una gran diversidad de géneros entre los que podemos encontrar especies de
Pseudomonas, Rhizobium y Bacillus principalmente (Ping y Boland, 2004;
Ortiz-Castro et al., 2008). Estos microorganismos se han aislado de una amplia
variedad de cultivos. Las PGPR han sido usadas principalmente como
biofertilizadores, fitoestimuladores o en control biolégico (Lugtenberg et al.,
2002). El efecto principal de las PGPR es incrementar el crecimiento y la
productividad de las plantas. Su contribucidon puede ser ejercida a través de
diferentes mecanismos entre los que se incluyen la modulacion de la
arquitectura de la raiz o incrementando el crecimiento vegetal mediante la
produccion de fitohormonas como auxinas o citocininas principalmente (Ortiz-
Castro et al., 2008, Lépez-Bucio et al., 2007). Otro mecanismo, incluye la

emision de compuestos con actividad antimicrobiana como antibiéticos o



cianuro, el cual promueve el crecimiento inhibiendo la presencia de
microorganismos patdgenos para la planta presentes en la rizosfera (Whipps,
2001; Haas et al., 2002; Soleimani et al., 2005). Las PGPR también pueden
inducir programas de defensa en las plantas como resistencia sistémica
adquirida (SAR) o resistencia sistémica inducida (ISR), mediante los cuales
previenen a la planta de futuros ataques de organismos patégenos, reduciendo
los efectos de fitotoxicicidad en la planta ante poblaciones microbianas
patogenas (Compant et al., 2005), también se ha observado que pueden
desencadenar respuestas a déficit abidtico o incluso provocar tolerancia
sistémica inducida (IST) (Zhang et al., 2007; Yang et al., 2009).

En los ultimos seis afios, se han venido estudiando otras sefiales emitidas por
los microorganismos que pueden estar jugando un papel importante en los
procesos morfogenéticos de las plantas, como son los compuestos volatiles.
Un ejemplo de esto es el trabajo realizado por Ryu et al., en 2003 donde
analizaron el papel de los compuestos volatiles de las rizobacterias B. subtilis
GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a en el desarrollo de plantulas de
Arabidopsis, encontrando que cierto compuestos volatiles como la acetoina y el
2,3-butanediol, estaban relacionados con la comunicacién planta-rizobacteria, y
los cuales fueron considerados como compuestos promotores de crecimiento
vegetal. Con estos resultados dio inicio a una nueva época, promoviendo
nuevos proyectos de investigacion enfocados en determinar si los compuestos
volatiles tienen un papel importante en las complejas rutas de sefializacién
hormonal encendidas durante la interaccion establecida entre la rizobacteria y
la planta (Zhang et al., 2007 y 2008). Hasta la fecha sin embargo hay muy poca
informacion sobre el efecto de los compuestos volatiles en los procesos

morfogenéticos de las plantas y los mecanismos de accién de estas sefiales.

En este trabajo se realizd una seleccion de doce cepas rizosféricas aisladas de
rizésfera de limoén (Citrus aurantifolia) para probar el efecto de los compuestos
volatiles en la modulacion de la arquitectura de la raiz y en la produccion de
biomasa de Arabidopsis thaliana, encontrandose que solo algunas rizobacterias
promueven un aumento en la biomasa total y que el efecto en la morfogénesis

de la raiz es diferencial. Este efecto esta relacionado con la homeostasis de



auxinas, ya que se observd que los volatiles emitidos por las rizobacterias

probablemente alteran el transporte de auxinas y su sintesis.

De acuerdo a los analisis de los compuestos volatiles tanto de las rizobacterias
solas como durante la interaccion, se sugiere que las plantas perciben la
presencia de la rizobacteria y también la bacteria percibe la presencia de la
planta, debido a las diferencias en los perfiles cromatograficos cuando se
encuentran de manera aislada y en la interaccion. Nuestros resultados sugieren
que las plantas son capaces de percibir los compuestos volatiles y en funcién
de ello modular sus procesos morfogenéticos. La modificacion en la
arquitectura de la raiz es un efecto importante ya que algunas de las funciones
llevadas a cabo por el sistema radicular es la de tomar agua y nutrientes del
suelo. Ademas la raiz es el érgano con mayor contacto con las poblaciones
microbianas. Al aumentar el volumen de la raiz aumentan los nutrientes
exudados por la raiz, lo cual refleja en un mayor nimero de biomasa de

microorganismos.



2. ANTECEDENTES

2.1 LA RAiz

La raiz es el 6rgano de la planta generalmente subterraneo y carente de hojas,
que crece en direccion inversa al tallo, y cuyas funciones principales son la de
anclar la planta al suelo, la absorcibn de agua y nutrientes, asi como su
conduccion a otros 6rganos de la planta y/o su almacenamiento y las
interacciones con microorganismos (Grierson et al., 2002, Robbins et al., 1974).
La raiz esta presente en todas las plantas vasculares exceptuando algunas
pteridofitas y plantas acuaticas. En pinophytas y eudicotiledéneas la raiz
primaria produce por alargamiento y ramificacion, el sistema radical alorrizo,
caracterizado porque hay una raiz central, principal, que es rodeada por raices

laterales (Fig. 1).

En la mayoria de especies de plantas, la germinacion de la semilla comienza
con la protutrusion de la radicula (raiz embrionaria), por lo que la raiz es la
primera parte de la planta joven que establece contacto intimo con el medio
ambiente, por lo tanto, parte critica en el establecimiento de la planta (Greulach
y Edison 1970). Para el crecimiento continuado de la raiz primaria de la
plantula y de las ramificaciones derivadas de ella, se necesita de los

meristemos apicales.

Los origenes de la raiz primaria y de las raices laterales son distintos, la raiz
primaria surge de una linea celular embrionaria estereotipada, mientras que las
raices laterales surgen post-embrionariamente de un tejido diferenciado

denominado periciclo (Celenza et al., 1995).

El sistema radicular ademas de las funciones fisiolégicas ya mencionadas
anteriormente, es un 6rgano mediador en el establecimiento de interacciones
con microorganismos, lo que incluye: asociaciones mutualistas con
microorganismos benéficos como Rhizobiales, micorrizas., asociaciones de
protocooperacién con rizobacterias promotoras de crecimiento (PGPR) e
interacciones parasitas con microorganismos patdégenos e invertebrados (Bradi
et al., 2009)



Parte Aérea <

Raices laterales de
segundo orden

Raices laterales Raiz primaria

Figura 1. Partes en que se divide la planta. En el recuadro se marca la zona de la raiz, la cual
se compone de manera general en plantas dicotiledéneas de una raiz principal o primaria,

raices laterales de primero y segundo orden (Greulach y Edison, 1970).

2.1.1 RAiz PRIMARIA

Cuando las semillas germinan, la raiz primaria es la primera parte de la planta
que aparece. En plantas de Arabidopsis, después de varios dias la raiz
primaria alcanza una longitud de 2 a 3 cm. En este tiempo la division celular en
la raiz es limitada principalmente a la punta de la raiz y al meristemo apical
radicular. Entre los 8 y 10 dias después de la germinacion el enfoque
coordinado de la divisiébn celular ocurre a lo largo de la raiz y la capa del
periciclo, una capa concéntrica que rodea a el tejido vascular; que
posteriormente da lugar a la formacion de los primordios de las raices laterales
(Celenza et al., 1995). Las raices laterales o secundarias comienzan a
desarrollarse a una cierta distancia de la punta de la raiz, que puede ser a unos
milimetros, hasta a unos centimetros del meristemo apical de la raiz, en la zona

de diferenciacion (Fig.2) (Malamy y Benfey 1997).



El meristemo de la raiz estd cubierto por una cofia conica de células
parenquimaticas, la cual le da proteccibn mecanica al meristemo cuando
avanza abriéndose paso por el suelo y que actia como sensor de gravedad, a
esta cubierta también se le denomina caliptra (Fig. 2A y B). Las células
externas de la cofia se desprenden a medida que la raiz crece, pero se van
reemplazando por células nuevas formadas en el meristemo de la raiz. La
cofia secreta una sustancia gelatinosa rica en polisacaridos de consistencia
mucilaginosa que lubrica a la raiz. Este mucilago alberga microorganismos y se
va renovando cuando la raiz va creciendo. Muy cerca de la cofia se encuentra
una zona llamada centro quiescente, donde rara vez se dan fenbmenos de
division. Si se dafia el meristemo o la cofia, el centro quiescente se vuelve
activo y puede regenerar cualquiera de esas partes (Salisbury y Ross, 1992;
Greulach y Edison 1970).

Las plantas tienen crecimiento axial bipolar, con un meristemo apical radicular
(MAR) que se encuentra en la punta de la raiz (Fig. 2B) y un meristemo apical
del brote, que se encuentra en la punta de la parte aérea. El meristemo de la
raiz en plantas dicotiledoneas tiene dos esquemas de organizacion; el cerrado
(donde las capas estan muy organizadas) y el abierto (con capas
desorganizadas). Se cree que estos esquemas se mantienen sin cambio
durante todo el crecimiento de la raiz y que las raices de manera individual
tienen un crecimiento indeterminado, lo que sugiere que los meristemos de la
raiz permaneceran activos indefinidamente mientras se tengan las condiciones

apropiadas de crecimiento (Chapman et al., 2003).

El meristemo apical esta compuesto por células de pared delgada, las cuales
se parecen mucho y practicamente no hay espacios intercelulares. Los cortes
de esta regidon generalmente muestran muchas células con los nucleos en

diversas fases de la mitosis (Greulach y Edison, 1970).

Nuevas células se producen en los meristemos, en los cuales se distingue
distintas zonas de division. La division en el centro quiescente (CQ) (Fig. 2B) es
muy infrecuente, y las tasas de division celular aumentan progresivamente en
la raiz, dependiendo de la edad y las condiciones de crecimiento (Scheres et
al., 2002).



2.1.2 RAICES LATERALES

Las raices laterales se originan en el periciclo, y crecen hacia afuera a través
de la corteza y la epidermis. La maduracién de las raices laterales involucra la
formacion de los mismos tejidos que en la raiz primaria, incluyendo un
meristemo apical y un sistema vascular que se conecta con la vasculatura de la
raiz primaria. La formacion de nuevos primordios en la raiz primaria y en las
raices laterales son diferentes, aunque en estados tardios de la formacion de
las raices laterales es muy similar a la formacion de la raiz primaria, aunque en
las raices laterales hay mayor variabilidad en el nimero y la organizacion
celular. En las raices laterales los meristemos no se activan hasta después que
el primordio emerge de la raiz primaria, por lo tanto no parece jugar un papel
primordial en la formacién y organizacién de estas. (Scheres et al., 2002)

Dentro de las raices laterales se pueden producir mas raices laterales
(denominadas de segundo orden) (Fig. 1), un complejo sistema radicular esta
construido por la reiteracién de un mismo proceso de desarrollo (Celenza et al.,
1995). La distribucion y niumero de raices laterales controla en parte la forma

global del sistema radicular, y por tanto, las zonas del suelo exploradas.

2.1.3 PELOS RADICULARES

Los pelos radiculares son extensiones de las células epidermales de la raiz
(Fig. 2A). En Arabidopsis el tamafio de los pelos radiculares es de
aproximadamente 10 um de diametro y pueden crecer hasta 1 mm o mas de
longitud. Cuando el nimero de pelos radiculares aumenta, incrementa el area
de superficie de la raiz, y esto se ve reflejado en el aumento de la adquisicion
de nutrientes; las plantas con mayor nimero de pelos radiculares y mas largos
tienen la ventaja de que aumentan la eficiencia en la adquisiciéon de nutrientes,
ya que se ha reportado que estos tienen enzimas Yy transportadores como la
ferro quelato reductasa (FCR), relacionada con la absorcion de fierro del suelo.

El crecimiento de los pelos radiculares esta controlado y coordinado para



constituir una forma simétrica en la punta y con un mismo diametro. Este
desarrollo esta regulado por la concentracion de nutrientes, como el fosfato (en
bajas concentraciones aumenta el crecimiento de las raices), manganeso y
zinc, también se ha observado que la deficiencia de hierro incrementa la
longitud y el nimero de pelos. Cuando los pelos dejan de crecer el citoplasma
se dispersa y la vacuola se alarga, el gradiente de calcio y la actividad de los

canales de calcio se pierden (Grierson et al., 2002).

2.2 D1vISION DE LA RAiz

El meristemo apical produce nuevas células, que formaran los tejidos primarios
de la raiz. Estas células pasan por un periodo de crecimiento, principalmente
alargamiento, y finalmente maduran a células especializadas. Por lo que, al
observarse en su seccion media longitudinal del apice de la raiz, se muestra
claramente una regién de formacion de células nuevas (zona de divisiéon), que
esta cubierta por la cofia, una segunda regién de agrandamiento celular (zona
de alargamiento o elongacién) y una tercera region donde se esta llevando a
cabo la maduracion celular (zona de diferenciacion), es en esta region donde

se comienzan a formar las raices laterales (Fig.2) (Greulach y Edison, 1970).

Las células mas viejas de la cubierta de la raiz estan en la parte distal; es decir
la punta de la raiz donde se encuentra la cofia, en la parte proximal, cerca de

los meristemos se encuentran las células mas jovenes (Salisbury y Ross, 1992)
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Figura 2. Imagenes que muestran la division de la raiz primaria en las diferentes zonas de

crecimiento (A), asi como los tejidos que conforman la punta de la raiz (B).

2.2.1 ZONA DE DIVISION

La zona de divisién es la parte de la raiz donde se esta llevando a cabo la
divisién celular, en ella se encuentra el meristemo radicular (Fig. 2A). Las
células que estan en esta zona son generalmente cubicas, y dan formacién a
todo el tejido radicular. Tiene aproximadamente 1mm de longitud. Se diferencia
de abajo hacia arriba y se esta dividiendo activamente. En las plantas la
division de la células se lleva a cabo en aproximadamente 16 horas (Greulach y
Edison, 1970).

2.2.2 ZONA DE ALARGAMIENTO

La zona de alargamiento es una zona de crecimiento de las células de 1 a 2

mm de longitud. En esta region de elongacién o alargamiento, hay menos



uniformidad entre las células que la que encontramos en el meristemo. Ya que
en esta zona ya empieza a haber una diferenciacion (Fig 2A) (Greulach y
Edison, 1970).

2.2.3 ZONA DE DIFERENCIACION

La diferenciacion es la formacion de tejidos maduros de la raiz a partir de la
proliferacion del tejido meristematico y el crecimiento de las células, por lo tanto
la zona de diferenciacion es donde se llevan a cabo los procesos de formacion
de tejidos maduros como el parénquima, tejidos vasculares, raices
secundarias, pelos radiculares y meristemos remanentes como el cambium vy el
felogeno que son los responsables del crecimiento secundario y el
engrosamiento de la raiz (Robbins et al., 1974).

La diferenciacion celular es uno de los parametros clave que determinan la
forma de los 6rganos de la planta. Diferentes tipos de diferenciacion celular
ocurre en la raiz. Para generar nuevas filas de células e ir formando los
diferentes érganos, las células iniciales y su progenie se van transformando a
través de distintos procesos como los son la expansion, la division y la

diferenciacion (Scheres et al., 2002).

2.3 REGULACION DE LOS PROCESOS MORFOGENETICOS DE LAS PLANTAS POR LAS

FITOHORMONAS

En as plantas como en todos los organismos multicelulares hay una extensa
comunicacion entre células y tejidos para coordinar el crecimiento y desarrollo.
Tanto las plantas como los animales tienen sefiales quimicas, a las que se les
ha denominado hormonas, las cuales regulan la comunicacion a corta y larga
distancia (Michniewicz et al., 2007). En las plantas se les ha denominado

fitohormonas a las sustancias quimicas responsables de regular su desarrollo.
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Desde que Julius van Sachs discuti6 por primera vez el concepto de
fitohormona en 1887, varios reguladores quimicos de crecimiento vegetal han
sido identificados en las plantas. Una hormona vegetal es un compuesto
organico sintetizado en una parte de la planta y transportado a otra parte,
donde produce una respuesta fisioldgica, aunque la respuesta no debe llevarse
a cabo en el lugar donde se lleva a cabo la sintesis (Salisbury y Ross, 1992).
Las fitohormonas son compuestos quimicos que tienen efectos especificos en
el crecimiento de las plantas, y son activas a bajas concentraciones. Las
respuestas del organo destino no necesariamente son promotoras, porque
procesos como crecimiento o diferenciacion quedan en ocasiones inhibidos
(Salisbury y Ross, 1992). En las plantas se encuentran distintas hormonas
entre las que encontramos auxinas, citocininas, acido abscisico, etileno,
giberelinas, brasinoesteroides, entre otros, y cuyas funciones han sido
ampliamente estudiadas (Fig. 3) (Teale et al., 2006).

Division celular

N Crecimiento  (clongacidn  celular,  oxtension  de  pared
. COOH celular, diferenciacion del xilema y floema)
Auxinas = * Tropismos

Dominancia apical
Acido-3-indolacétice Retardan la abscision
Rizogénesis (estimulan formacién de raices laterales v adventicias)

Elongacion de tallos e hipocatilos
Estimulan la floracién

Giberelinas
Producen partenocarpia
Germinacion
Crecimiento (preliferacion de células meristematicas junto con
i . auxinasj
Citocininas

Inhiben dominancia apical
Diferenciacion y morfogénesis
Inhiben la senescencia

Acido pE Y \Vjﬁ Anti-estrés
Abscisico OJ\I COoH Contrarresta el efecto de auxinas y giberelinas
Abscisidn casi universal

Etileno CH, =CH; Acelera la senescencia
Maduracién de frutos climatéricos

Figura 3. Cuadro representativo de las hormonas vegetales mas importantes y sus efectos en

el desarrollo de la planta.
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2.3.1 EL PAPEL DE LAS AUXINAS EN EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS

En plantas la primera hormona descubierta fue la auxina. Dentro de las auxinas
la hormona que se describi6 primero y que es la méas importante
fisiolégicamente es el acido-3-indol acético (AlA)(Figura 4), aunque existen
otras formas de auxinas naturales como el acido-3-indol butirico (ABA) y el
acido-4-cloroindol-3-acético (4-Cl-AlA), asi como auxinas sintéticas como el 1-
acido naftalenacético (1-ANA) o el acido 2,4-diclorofenoxi-acético (2,4-D), las
cuales se diferencian en sus concentraciones efectivas, su estabilidad
metabolica y sus propiedades de transporte. En las plantas, el crecimiento esta
definido como un proceso irreversible en el incremento del tamafio, las auxinas
han sido implicadas en la inducciéon de una gran variedad de procesos que
regulan el crecimiento y el desarrollo de las plantas, tales como la elongacién y
diferenciacion celular, los tropismos, la dominancia apical y la rizogénesis
principalmente (Michniewicz et al., 2007, Teale et al., 2006).

Los estudios sobre auxinas también muestran la importancia del transporte de
auxinas en la planta, lo que ha indicado que hay una distribucién asimétrica

gue es crucial para el crecimiento (Michniewicz et al., 2007).

Acido-3-indolacético

Figura 4. Estructura quimica de la auxina &cido-indol-acético, que es la auxina mas abundante

en el reino vegetal.

12



2.3.2 EL TRANSPORTE DE AUXINAS EN LAS PLANTAS

Al movimiento de las auxinas entre las células de los diferentes tejidos de la
planta se le conoce como transporte de auxinas. A diferencia de los nutrientes
de la planta que se transportan por el xilema y el floema, las auxinas se
transportan principalmente a través de células del parénquima en contacto con
los haces vasculares. El transporte comienza entre las hojas jovenes donde se
esta sintetizando y sigue hacia abajo, a lo largo de los haces vasculares. Este
tipo de transporte de las auxinas es lento, aunque es mas rapido que si se
movieran por difusion (Salisbury y Ross, 1992). Las auxinas han sido
consideradas moléculas de sefalizacion altamente movibles y debido a su
naturaleza promotora de crecimiento, su movimiento debe ser direccional y

controlado (Teale et al., 2006).

Aunque todos los tejidos de las plantas parecen ser capaces de sintetizar
auxinas, la mayor parte se produce en las hojas y tejidos jévenes y en los
apices, y recientemente se ha encontrado que también se producen en los
meristemos de la raiz primaria y raices laterales. Desde su lugar de sintesis las
auxinas son transportadas a través de toda la planta donde son requeridas
para procesos del desarrollo en respuesta a estimulos ambientales. La
distribucion de las auxinas a lo largo de la planta esta conducida a través de
dos rutas espacial y fisiolégicamente distintas; el transporte no polar, que es
rapido y es a través del floema y el transporte polar que es célula-célula y es

lento llevado a cabo en varios tejidos (Michniewicz et al., 2007).

El transporte no polar ocurre relativamente rapido, con moléculas moviéndose
a una velocidad de 5 a 20 cm/h. Se lleva a cabo a través del floema
pasivamente mediante un gradiente de concentracién. Las auxinas, junto con
otros metabolitos que se transportan por la savia del floema son dirigidos a
tejidos y érganos donde son nuevamente redistribuidos para la regulacion del
crecimiento. Es probable que debido a la alta capacidad y velocidad de
transporte basada en el floema, la mayoria de la redistribucién a larga distancia

de auxinas ocurra en el floema (Michniewicz et al., 2007).

13



En el caso del transporte polar de auxinas ocurre célula-célula por lo que
requiere energia y es relativamente lento transportdndose de 5 a 20 mm/h. Es
especifico para auxinas libres activas y es sensible a sintesis de proteinas
inhibitorias. Generalmente se distinguen dos tipos de transporte polar; el de
larga distancia, que se lleva a cabo a lo largo de toda la planta y el de corta
distancia, que es tejido-especifico, aunque ambos siguen el mismo mecanismo.
Pero el mayor flujo polar se lleva a cabo desde el tejido apical en las hojas de
la planta hasta la base de la planta o la punta de la raiz. Las auxinas son
transportadas de los tejidos las partes aéreas a la raiz, una vez en la raiz la
auxina contina hasta llegar a la punta principalmente a través de tejidos
vasculares. A este movimiento de le denomina acropétalo. Una vez que la
auxina estd en la raiz se recircula a las partes aéreas, siendo este el

movimiento basipétalo. (Michniewicz et al., 2007).

En el transporte polar (Fig. 5), las células utilizan ATPasas de la membrana
plasmatica para bombear protones del citosol a las paredes celulares. El pH
acido de las paredes celulares hace que el grupo carboxilo de las auxinas esté
menos disociado que en el citosol, donde el pH es de 7 a 7.5. Las auxinas sin
carga se desplazan de la pared al citosol, compartiendo transporte con el H+.
En el interior del citosol, el pH mayor hace que el grupo carboxilo de la auxina
se disocie y adquiera carga negativa. A medida que aumenta la concentracion
de auxina cargada en el citosol, su movimiento hacia afuera es mas facil en
términos termodinamicos, sin embargo en el transporte polar de auxinas se
requiere que la auxina salga por un extremo basal de la célula, opuesto a

donde entro (Salisbury y Ross, 1992).

14



.___Membrana
plasmatica

Apice /(( pared
N celular
(pH=5)
——Citosol
(PH=T7)

SeH*
> H* (H*ATPasa
i I de membrana)

.. H‘

Base

Figura 5. Imagen del transporte polar de auxinas. En la imagen se muestra el movimiento de
las auxinas entre las células y como van cambiando su conjugacién a medida que van
atravesando la pared celular y el citosol.

2.2.3REGULACION DE LA HOMEOSTASIS DE AUXINAS

El desarrollo en las plantas esta determinado por la sensibilidad del las células
en crecimiento a las auxinas, las concentraciones de la auxinas activas y las
concentraciones relativas de otras fitohormonas. Estos pardmetros pueden
variar ampliamente en los diferentes tejidos y en los diferentes estados de

desarrollo (Teale et al., 2006).

Para regular de forma precisa los niveles de auxinas requeridos en los tejidos
para cada uno de los efectos fisiologicos en el crecimiento, la planta ha
desarrollado cuatro procesos como son biosintesis, transporte, conjugacion o
almacenamiento y catabolismo, en los cuales controla sus fluctuaciones y de
esta manera sus niveles (Eckardt, 2005). A la regulacion de los niveles de
auxinas en la planta se le ha denominado homeostasis de auxinas (Fig. 6). Las
auxinas pueden estar en los tejidos de forma activa o conjugarse en una amplia
variedad de moléculas permaneciendo inactivas, por lo tanto la conjugacion y
catabolismo puede disminuir los niveles de auxinas activas. La sintesis de novo

15



y la hidrélisis de los conjugados constituyen la forma activa, contribuyendo
estos procesos a la regulacion del desarrollo en una homeostasis de auxinas.
Pero la capacidad de respuesta de la planta a la auxina no esta tan
determinada por las tasas relativas de sintesis y catabolismo, si no por la
capacidad de flujo hacia dentro y hacia fuera de la célula, del mismo modo
aungue la sintesis y la conjugacion son importantes para establecer el estatus
total de las auxinas en la planta, son los gradientes de concentracion que se
mueven entre las células los que regulan el desarrollo de la planta; de este
modo el transporte de auxinas es uno de los procesos mas importantes en el

crecimiento de la planta (Teale et al., 2006).

Biosintesis

A

Catabolismo = AUXiNgs =========3p Transporte

\ 4

Conjugacion

Figura 6. Diagrama que representa el equilibrio de las auxinas en las diferentes formas en las
que se encuentra en los tejidos de la planta para su desarrollo y son reguladas por la planta

para mantener la homeostasis de auxinas.

2.2.4 EFECTO DE LAS AUXINAS EN LAS RAICES

Como lo habiamos mencionado anteriormente la sintesis de auxinas se lleva a

cabo principalmente en tejidos de la parte aérea de la planta (principalmente en
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tejidos jovenes), asi como en las raices, principalmente en el meristemo de la

raiz primaria.

La formacion de la raiz primaria depende fuertemente de la fitohormona auxina,
y también se ha visto que juegan un papel muy importante en la iniciacion de la
formacion de raices laterales, con lo que se ha observado que la aplicacién
exdgena de auxinas se ve reflejada en un aumento en el nimero de raices
laterales (Scheres et al., 2002).

2.2.5 LAPLANTA MODELO Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta modelo que es utilizada ampliamente como
un organismo experimental para estudiar aspectos de las plantas como el
desarrollo, metabolismo, genética, adaptacion ambiental, interacciones, entre
otras, debido a que representa a la mayoria de las plantas porque tiene las
caracteristicas tipicas de las eudicotiiedoneas en cuanto a morfologia,
anatomia, crecimiento, desarrollo y respuestas al medio ambiente. Otras
caracteristicas que hacen de esta planta un modelo experimental ampliamente
utilizado en la ciencia son que Arabidopsis tiene un genoma pequefio con unas
100 Mb (mega bases), puede crecer en ambientes controlados de laboratorio,
es pequeia con aproximadamente 30 cm de altura con un ciclo de vida corto
de aproximadamente 6 semanas, es una especie prolifica que puede producir
hasta 10, 000 semillas por planta y se conoce todo su genoma, ademas de que

es facilmente transformable (Meyerowitz y Somerville, 1994).

La raiz de Arabidopsis es un excelente sistema para el estudio de este 6rgano,
debido a la simplicidad en su estructura y a que anatomicamente tiene una
serie de estados de desarrollo sencillos, el arreglo de las células tanto en la
raiz primaria como en las raices secundarias es simple y predecible; como es
el caso de las cuatro capas radiales externas, que son la epidermis, el cortex,
la endodermis y el periciclo las cuales estan conformadas por una sola capa de

células. El periciclo forma la capa periférica del estele, la cual también contiene
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el floema, el xilema y las células del parénquima. Cada tipo de célula forma una
fila vertical de células que puede ser rastreada hasta el meristemo de la raiz.
(Malamy y Benfey, 1997).

2.2.5.1 MARCADOR DE EXPRESION DE GENES REGULADOS POR AUXINAS

DR5::GUS EN ARABIDOPSIS

La expresion de genes durante el desarrollo de las plantas esta regulado en
gran parte por las hormonas. Recientemente se han identificado vy
caracterizado un grupo de genes de respuesta temprana que son inducidos
por auxinas. Uno de estos genes, el GH3, contiene un promotor de respuesta a
auxina, el cual tiene tres elementos (AuxREs) que pueden funcionar
independientemente uno de otro. Los elementos acoplados confieren una
expresion diferencial del gen reportero GUS cuando esta presente en la fusion
DR5::GUS en presencia 0 ausencia de auxina, causando una represion de la
expresion en la ausencia de auxina y la activacion de la expresion en presencia

de ésta.

El promotor DR5 es un tandem sintético de repeticiones directas de 11 pb del
elemento de respuesta a auxinas D1-4 perteneciente al promotor del gene
GH3. Por su parte el gene de la beta glucuoronidasa (GUS) fue desarrollado
como un gene reportero. La B-glucuoronidasa es una enzima que cataliza la
hidrolisis de una amplia variedad de B-glucuoronidos como el 5-bromo-4-cloro-
3-indolil glucorénido (X-GLUC), el 4-metil umbeliferil glucorénido (MUG), el p-
nitrofenil glucoronido (PNPG), entre otros, los cuales pueden ser detectados
mediante técnicas histoquimicas. La deteccién de la actividad de GUS depende
de la capacidad de degradar el sustrato por la enzima. El sustrato esta
disefiado para maximizar la sensibilidad de deteccion de la enzima, por lo que
debe de tener ciertas propiedades especificas. El mejor sustrato que
actualmente se utiliza para la localizacion histoquimica de la actividad de la
beta-glucuoronidasa en los tejidos es el 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucuronido
(X-Gluc). Este sustrato da un precipitado color azul en el sitio de actividad de la
enzima. Este precipitado azul es el producto de la dimerizacién oxidativa

estimulada por el oxigeno atmosférico y se amplia adicionando un catalizador
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de la oxidacibn como la mezcla de ferricianuro/ferrocianuro de potasio
(Jefferson, 1987). GUS es utilizado extensamente para monitorear la expresion

guimérica de genes de plantas.

Por lo tanto el marcador de expresion de genes regulados por auxinas
DR5::GUS es una fusion entre un elemento de un promotor de respuesta a
auxinas sintético, fusionado al gen reportero de la enzima beta-glucuoronidasa
(GUS), el cual va a reaccionar en presencia de auxinas y al estar presente el
sustrato de la enzima que va a ser hidrolizado dando como resultado un
precipitado azul (Ulmasov et al., 1997). La linea reportera DR5::GUS es un

marcador enfocado a la expresion de genes regulados por auxinas en plantas.

2.3 RIZOBACTERIAS

Procariotes y eucariotes han coexistido por millones de afios en la Tierra.
Como resultado de esto han surgido muchas asociaciones, donde los
procariotes han establecido tanto relaciones benéficas como perjudiciales con
eucariotes (Badri et al., 2009).

Las bacterias habitantes de la rizosfera (volumen de suelo que rodea a la raiz
de la planta) se les denomina rizobacterias. Las plantas exudan enormes
cantidades de componentes quimicos a través de sus raices como azucares,
polisacéaridos, aminoacidos, acidos aromaticos, acidos alifaticos, acidos grasos,
fendlicos, esteroles, enzimas, proteinas, reguladores de crecimiento y
metabolitos secundarios, siendo hasta un 40% de los fotosintatos de la planta
exudados por la raiz, debido a esto, esta regidn es rica en nutrientes, y un lugar
adecuado para que los microorganismos prosperen. La rizosfera soporta
grandes cantidades de poblaciones microbianas, en ella se encuentran
habitando de 10 a 100 veces mas microorganismos que en el resto del suelo;
los cuales interactian con la planta de manera benéfica, neutra o dafina.
Como ya se ha dicho a las rizobacterias benéficas para las plantas se les ha
denominado Rizobacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal o PGPR (Kai y
Piechulla, 2009, Ping y Boland 2004, Badri et al., 2009, Hass y et al., 2002).
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2.3.1EFECTO DE LAS RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL

(PGPR)EN EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS

Las plantas y ciertas rizobacterias establecen asociaciones benéficas mediadas
por el intercambio de metabolitos quimicos. Las raices proveen de acidos
organicos altamente energéticos que son metabolizados por los
microorganismos, mientras que los microorganismos especializados referidos
como PGPR generan un conjunto de compuestos biolégicamente activos que

benefician el desarrollo de la planta (Zhang et al., 2007).

Las PGPR colonizan las raices de las plantas y pueden modular el desarrollo
de la planta, estimulando el crecimiento de ésta (Ping y Boland, 2004).Las
PGPR se encuentran presentes en el suelo de manera natural, como parte de
los microorganismos que se encuentran en la rizosfera, estableciendo una
relacion simbidtica con la planta (Banchio et al., 2009). Se ha encontrado que
dentro de estos microorganismos se encuentran bacterias tanto Gram+ como
Gram- (Hass et al., 2002) siendo los géneros mas abundantes Rhizobium,
Bradyrhizobium, Bacillus, Pseudomonas y Azospirillum (Fig. 7) (Banchio et al.,
2009; Ping y Boland, 2004; Ortiz-Castro et al., 2008; Whipps, 2001).

El término de PGPR fue definido por primera vez por Klopper y Schroth en
1978 (Kai y Piechulla, 2009; Ping y Boland, 2004), y se utilizo para definir y
separar aquellas bacterias habitantes de la rizésfera que promovieran un efecto
benéfico en el desarrollo de las plantas como aumento en la germinacion, en el
peso de la planta, control de patdégenos para la planta, fijadoras de nitrégeno,

entre otros, del resto de las bacterias (Banchio et al., 2009).

Se ha encontrado que algunas de estas PGPR pueden modular la arquitectura
de la raiz, tal es el caso de Bacillus megaterium UMCV1 la cual se observo
que tiene un efecto acortando la raiz primaria y aumentando el namero y
longitud de raices laterales via citocininas (Lopez-Bucio et al., 2007; Ortiz-
Castro et al., 2008).
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Bacillus subtilis

Figura 7. La rizésfera alberga gran cantidad de microorganismos, entre los que se encuentran
las PGPR, cuyos géneros mas representativos son Rhizobium, Pseudomonas, Bacillus entre
otros y los cuales promueven el desarrollo de las plantas (Banchio et al., 2009; Ping y Boland,
2004; Ortiz-Castro et al., 2008).

Se han propuesto a las PGPR como una alternativa para ser utilizadas en los
cultivos y aumentar la produccion de los campos, ya que se ha observado que
pueden incrementar la disponibilidad de los nutrientes del suelo, por lo que al
utilizarlos como una alternativa biotecnoldgica, se reduciria la necesidad de
fertilizantes, aplicandolas en los campos que en la actualidad estan sufriendo
de un cambio por la acumulacion de minerales como nitratos y fosfatos. De
esta manera las PGPR son una alternativa para mantener una adecuada
nutricion en las plantas y reducir los efectos ambientales negativos que
provocan los fertilizantes que son causa de preocupacion mundial, ya que cada
afno se pierden miles de hectareas por causa del desgaste de los suelos como

consecuencia del uso excesivo de fertilizantes. (Yang et al., 2009).
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2.3.2MECANISMOS DE ACCION DE LAS PGPR

Durante la interaccion planta-microorganismo, las PGPR pueden beneficiar a la
planta estimulando su desarrollo mediante diversos mecanismos como son el
biocontrol, biofertilizacion y fitoestimulacion (Fig. 8). En el biocontrol, las PGPR
inducen resistencia sistémica en la planta o también, emiten compuestos con
actividad antimicrobiana, como metabolitos antifingicos como las fenasinas,
pioluteorinas, los lipopeptidos ciclicos o exoenzimas, los cuales contribuyen al
control en el crecimiento de microorganismo patégenos para la planta y de esta

forma benefician a la planta de manera indirecta.

La biofertilizacion es un mecanismo directo mediante el cudal las rizobacterias
estimulan la captacion de nutrientes presentes en el suelo. Este mecanismo se
da mediante la fijacion de nitrégeno, la solubilizacién de fosfato o quelacion de
hierro por medio de fosfatasas o sider6foros emitidos por las rizobacterias. Y
por ultimo tenemos la fitoestimulacion, en la cual las PGPR sintetizan y exudan
hormonas o compuestos con similitud estructural que mimetizan la accion de
las hormonas como auxinas, giberelinas, octadecanoides, etileno, citocininas o
compuestos como el jasmonato; asi mismo controlan la sintesis de hormonas
como es el caso de rizobacterias que controlan la biosintesis de etileno via la
ACC diaminasa. También se controla el desarrollo de la planta manipulando las
complejas y balanceadas rutas hormonales. Cabe destacar que los ultimos
mecanismos son considerados como directos (Kai y Piechulla, 2009; Ping y
Boland, 2004; Cattelan et al., 1999; Whipps, 2001).
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Figura 8. Diagrama de los mecanismos mediante los cuales las PGPR modulan el
desarrollo de la planta durante la interaccion, se pueden apreciar mecanismos tanto

directos como indirectos.

2.4 Los COMPUESTOS VOLATILES

Los compuestos volatiles son compuestos de una gran diversidad estructural
cuya presion de vapor es suficientemente alta como para estar en estado

gaseoso y cuyo peso molecular es usualmente inferior a 300 g/mol.

En la naturaleza podemos encontrar una gran diversidad de compuestos
volatiles que varian en peso molecular (tamafio), forma y grupos funcionales

como son los alcoholes, cetonas, aldehidos, acidos, entre otros.
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2.4.1 EL PAPEL DE LOS COMPUESTOS VOLATILES EN LA NATURALEZA

Hablar de compuestos volatiles organicos (VOCs) es hablar de compuestos
quimicos con un papel muy importante en la estructura de la vida en nuestro
planeta, y estos son producidos por animales, plantas, hongos y aunque al
altimo pero no menos importante por bacterias (Schulz y Dickschat, 2007), en
estos sistemas naturales, los compuestos volatiles tiene una gran diversidad de
funciones; una de las mas importantes es la comunicacion, ya sea intra o
interespecifica; debido a que entre los distintos seres vivos es la forma
universal por la cual se mantienen en contacto, interactuando y manteniendo
hasta cierto punto control con los otros organismos, es importante mencionar
gue la comunicacion entre animales y mas especificamente en el hombre es a
través de los sentidos donde el sistema olfatorio puede reconocer entre 10 000
y 100 000 compuestos volatiles, sin embargo, en otros organismos que carecen
de sistema nervioso se han desarrollado otros sistemas sensoriales que les
permite estar en contacto con el ambiente y con otros organismos y que estos
sistemas sensoriales son capaces de detectar compuestos quimicos, en sus

mayoria compuestos volatiles.

Los compuestos volatiles de las plantas son metabolitos que éstas emiten por
el aire. Las plantas toman ventaja de sus procesos anabdlicos para producir
compuestos volatiles, los cuales son utilizados para protegerse contra factores
bidticos a abidticos, ademas de proporcionarles informacion del medio exterior
que les rodea. Los papeles mas ancestrales e importantes de los compuestos
volétiles de la planta son la defensa, asi como la atraccion de polinizadores. De
manera general los compuestos volatiles de las plantas se clasifican en
terpenoides, compuestos con anillos aroméaticos, derivados de acido grasos y
volatiles derivados de aminoacidos como la fenilalanina. Los terpenos juegan
un papel fundamental generando la gran diversidad quimica de los volatiles de
las plantas. Mientras que los compuestos de uno o dos carbonos como el
metanol o el etileno son de los mas comunes. El etileno es el Gnico compuesto
para el cual se ha descrito un receptor aunque su funcion aun no esta del todo
clara, aunque se ha propuesto que su papel es equivalente botanico de un

propiocepcion (Baldwin, 2010).
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2.4.2 EL PAPEL DE LOS COMPUESTOS VOLATILES BACTERIANOS

Ya especificamente hablando de los microorganismos, el conocimiento de su
capacidad de producir compuestos volatiles, ha sido muy estudiada por el
hombre y ademas se ha utilizado en la industria por sus aromas 0 sus

propiedades repelentes (Schulz y Dickschat, 2007).

En los microorganismos se piensa que los volatiles son utilizados en la
comunicacion, asi como la defensa, esto debido a las propiedades antifungicas
y bactericida observadas tal vez como mecanismos de competencia con otros
microorganismos que se encuentran dentro de un mismo nicho (Schulz y
Dickschat, 2007).

Los volatiles bacterianos pueden también servir como sefiales para atraer o
repeler diferentes animales. Ademas también cumplen otras funciones como
inducir resistencia sistémica contra patdégenos o la promocién del crecimiento
en plantas (Schulz y Dickschat, 2007). Todo esto puede estar indicando que
hay una estrecha relacion entre las plantas y las rizobacterias, donde la planta
puede interaccionar con la bacteria a través de receptores especificos (van
Loon, 2007 y Zhang et al., 2007).

2.4.3 Los COMPUESTOS VOLATILES EMITIDOS POR RIZOBACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL ACTIVAN VIiAS DE SENALIZACION

HORMONAL

Ryu et al. en 2003, encontraron que compuestos volatiles bacterianos
promovian el desarrollo vegetal en plantas de Arabidopsis thaliana. En un
estudio realizado por los autores observaron que al exponer plantas de A.
thaliana a los compuestos volatiles de seis PGPR, Unicamente dos tuvieron un
efecto promotor mediado por compuestos volatiles, observandose un aumento
de hasta dos veces el éarea foliar. Estas rizobacterias fueron Bacillus

amyloliquefaciens IN937a y Bacillus subtilis GB0O3 (Fig. 9). Al hacer el andlisis
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del perfil de compuestos volatiles emitidos por ambas PGPR, asi como de una
bacteria no promotora (DH5a) y el medio solo, encontraron que el perfil de
compuestos de GBO3 e IN937a variaba entre si, sin embargo habia dos
compuestos que estaban presentes en las dos rizobacterias y eran muy
abundantes, estos compuestos fueron 3-hidroxi-2-butanona (acetoina) y 2,3-
butanediol (Fig. 10), ambos compuestos son productos de la ruta de
fermentacion anaerébica. Los bioensayos con el 2,3-butanediol puro mostrd un
incremento en el area foliar de la planta. Al realizar un analisis del efecto de los
compuestos volatiles en diferentes plantas mutantes insensibles y/o deficientes
de diferentes vias hormonales vegetales se observd que estos compuestos
activan vias de sefializacién dependientes de citocininas para el caso de GB03
mientras que IN937a no tuvo efecto aparente dentro de ninguna de las rutas
hormonales analizadas. Este autor es el primero que pone en manifiesto que
las bacterias pueden estar actuando en el desarrollo de las plantas a través de
compuestos volatiles, un mecanismo muy comun en la comunicacion entre
organismos y que no habia sido analizado a profundidad como parte de los

mecanismos por los cuales las plantas y las bacterias establecen una relaciéon

benéfica.
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Figura 9. Efecto de las PGPR Bacillus subtilis GB03 y Bacillus amyloliquefaciens IN937a en el
desarrollo del area foliar de plantas de A. thaliana mediante la emisién de compuestos volatiles,
comparado con otras PGPR como son Serratia marcenscens 90-166, B. pasteurii C-9,
Pseudomonas fluorescens 89B61 y B. pumilus T4, asi como un control negativo E. coli DH5a y

el control sin inocular (Ryu et al., 2003).
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Utilizando la técnica de SPME se ha podido establecer que en los diversos
compuestos volatiles emitidos por rizobacterias como lo es B. subtilis y B.
amyloliquequefaciens se encuentran principalmente alcoholes, como lo son 3-
metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol y butano-1-metoxi-3-metil, asi como los ya
mencionados 2,3-butanediol y 3-hidroxi-2-butanona (acetoina), también se
producen compuestos como cetonas, aldehidos, acidos, esteres, éteres entre
otros; los cuales son compuestos producto de distintas rutas metabdlicas
bacterianas, (Ryu et al., 2003; Farag et al., 2006).
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Figura 10. Perfiles cromatograficos de las rizobacterias Bacillus subtilis GB0O3 y Bacillus
amyloliquefaciens IN937a. En los circulos se pueden apreciar los compuestos Acetoina y 2,3-
butanediol los cuales son muy abundantes y presentes en ambas rizobacterias. 89B61
(rizobacteria promotora que no emite volatiles), DH5a (E. coli bacteria no promotora) y el medio

de cultivo sin inocular son los controles (Ryu et al., 2003)
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Después de lo propuesto por Ryu et al. en 2003 acerca del efecto de los
volatiles de GBO03 era a nivel de regulacion de citocininas, Zhang et al. en 2007
proponen que el perfil de compuestos volatiles de GB03 estaba modulando el
desarrollo de la planta mediando la sintesis y el transporte de auxinas en las
plantas expuestas a estos compuestos. La idea de que las auxinas podrian
estar modulando el efecto en las plantas de Arabidopsis surge después de que
estos autores hacen un andlisis del transcriptoma de plantas de Arabidopsis
expuestas al perfil de compuestos volatiles y encuentran que los genes que se
encienden durante esta interaccion son principalmente de sintesis de auxinas y
flavonoides; de enzimas relacionadas con pérdida de pared celular, proteinas
de respuesta a estrés asi como de sintesis de cloroplastos. Estos autores
reportaron que cuando los transportadores de auxinas estan inhibidos, la
acumulacion de auxinas se restringe a su sitio de sintesis, ademas se observa
una produccion de auxinas mayor en plantas que han sido expuestas que en

las plantas sin inocular.

Ya se habia observado que en plantas de Arabidopsis expuestas al perfil de
compuestos volatiles de GB03 eran mas verdes que en plantas no expuestas,
por lo que al hacer diversos analisis se encuentra que hay una regulacién de la
fotosintesis mediada por los volatiles de GB03, aumentando los niveles de
eficiencia fotosintética y del contenido de clorofila en las plantas de Arabidopsis
en presencia de los compuestos volatiles de GB03, y los autores encuentran
que la fotosintesis esta siendo regulada por un aumento de los niveles de acido
abscisico (ABA) en la planta, reprimiendo la ruta sensora de glucosa
dependiente de hexocinasa, impidiendo que la planta detecte niveles altos de
azucares y por lo tanto no detenga la fotosintesis (Zhang et al., 2008), por lo
gue los compuestos volatiles podrian estar regulando directamente la ruta de
ABA y ésta a la vez regula la ruta sensora de glucosa dependiente de
hexocinasa y también podria estar regulando otros aspectos del desarrollo de

la planta dependiente de este regulador hormonal.

28



3. JUSTIFICACION

La raiz es un o6rgano de las plantas que es muy importante ya que le
proporcionan anclaje y toma de nutrientes y agua a la planta. La raiz es el sitio
de la planta donde a lo largo de su desarrollo mantiene diversas asociaciones
con distintos microorganismos que habitan la rizésfera y con los cuales
mantiene una comunicacion especifica. Dentro de estos microoganismos se
encuentran los microorganismos benéficos con los que la planta establece una
relacion simbidtica y a los cuales se les ha denominado rizobacterias
promotoras de crecimiento vegetal (PGPR). Las PGPR promueven el desarrollo
de la planta a lo largo de su ciclo de vida mediante diversos mecanismos, como
por ejemplo la solubilizacion de nutrientes, la emision de compuestos con
actividad antimicrobiana o emitiendo factores hormonales o compuestos que
los mimetizan. Recientemente se ha propuesto que los compuestos volatiles
emitidos por las PGPR participan en la modulacién del desarrollo de las plantas
durante la interaccion planta-rizobacteria, y se ha descrito a la acetoina como
un compuesto volatil responsable de un aumento del area foliar observado en
plantulas de Arabidopsis thaliana, sin embargo, debido a que no es muy claro
el efecto de la acetoina en el desarrollo de Arabidopsis y a que hay muy pocos
estudios sobre el papel de los compuestos volatiles en la modulacion del
desarrollo de las plantas, nosotros proponemos que puede haber otros
compuestos volatiles emitidos por las rizobacterias que  podrian estar

participando.

Estudios previos sobre las vias de sefializacion mediante las cuales las
rizobacterias promotoras modulan el desarrollo de las plantas se han enfocado
principalmente en el efecto de los compuestos volatiles en el area foliar
destacando la participacion de vias de sefializacion dependientes de citocininas
y etileno, asi como la homeostasis de auxinas (Ryu et al., 2003; Zhang et al.,
2007), aunque aun no esta claro si estas vias de sefializacion son ubicuas en
todas las rizobacterias. Sin embargo siendo la raiz un 6rgano tan importante en
la planta por llevar a cabo diversas funciones de absorcibn de agua y
nutrientes, se tiene un especial interés en estudiar el efecto de los compuestos

volatiles de las rizobacterias en la arquitectura de la raiz, asi como las vias de
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sefalizacion mediante las cuales los compuestos volatiles podrian estar
modulando los cambios morfogenéticos de la raiz, y si el efecto es diferencial

entre las rizobacterias. Cosa que ningun otro grupo de investigacion ha hecho.
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4. HIPOTESIS

Las PGPR producen compuestos volatiles que modifican la homeostasis de

auxinas y alteran la arquitectura de la raiz de manera diferencial.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de los compuestos volatiles emitidos por distintas
rizobacterias en la homeostasis de auxinas y en la arquitectura de la raiz de

Arabidopsis thaliana.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar un escrutinio de una colecciéon de PGPR en busca de bacterias
que induzcan el desarrollo vegetal mediante la emisibn de compuestos

volatiles.

» Evaluar el efecto de los compuestos volatiles de las rizobacterias en la

morfogénesis de la raiz de A. thaliana.

+ Determinar la identidad de algunas rizobacterias representativas de los

efectos observados.

* Evaluar el efecto de los compuestos volatiles de las rizobacterias en la

expresion de genes de respuesta a auxinas.

+ Determinar el perfil de compuestos volatiles producidos por las

rizobacterias in vitro y durante la interaccién planta-microorganismo.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se seleccionaron al azar 12 rizobacterias de la coleccién de cepas rizosféricas
del Laboratorio de Ecologia Microbiana del Instituto de Investigaciones
Quimico-Bioldgicas, las cuales son las siguientes L254, L255, L263, L264,
L265a, L265b, L266, L268, L270, L271, L272a y L272b. Como planta modelo
se utilizé a Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 (Col-0). Se establecié una
interaccién mediada por compuestos volatiles entre las plantas de Arabidopsis
y cada una de las rizobacterias, asi como un control sin inocular y se evaluaron
pardmetros de Biomasa Total (BT), Longitud de Raiz Primaria (LRP), NUmero y
Longitud de Raices Laterales (NRL y LRL respectivamente); de la misma
manera se realiz6 el analisis de los compuestos volatiles tanto de las bacterias
aisladas como durante la interaccion planta-rizobacteria. Con ambos
parametros se llevdé a cabo un andlisis de correlacion entre los compuestos
volétiles y los diferentes pardmetros evaluados en la raiz. Por otro lado, se
realizé la caracterizacidbn molecular para la identificacion de los aislados y el
analisis de la expresion de la linea reportera DR5::GUS para el analisis de

auxinas (Fig. 11).

PGPR
L254, L255, L263,L264, L2653, L265b, L266,
L268, L270, L271,L272a, L272b

(Rizobacterias tomadas de la coleccion del Laboratorio de Ecologia
Microbiana-11Q8)

Il

[

Biomasa total y
parametros de la Determinacion de | L
morfogénesis de la compuestosvolatiles l |
raiz de A. thaliana I ]
I Caracterizacion Analisisde la
molecular de expresion de las
Jl los aislados lineas reporteras
DR5::GUS y
Analisis estadistico de CycB1::GUS
correlacion entre los

compuestos volatilesy el
efectoen la raiz de
A. thaliana

Figura 11. Diagrama de la estrategia experimental
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Se utilizé como planta modelo a Arabidopsis thaliana ecotipo Columnbia-0 (Col-
0) donada por el laboratorio de Fisiologia del Desarrollo Vegetal de 11QB,
debido a que tiene un periodo de vida corto y a que es susceptible a ser crecida
in vitro. Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con 95% etanol
(vol/vol) durante 5 min, hipoclorito 20% (vol/vol) durante 7 min, posteriormente
se hicieron 4 lavados con agua estéril y se pusieron a vernalizar a 4°C durante
48 h. Las semillas fueron germinadas en cajas de petri dividas (I Plates) con
medio MS 0.2x (mezcla de sales basales Murashige and Skoog) (Fig. 12). Las
cajas fueron colocadas verticalmente en un angulo de 65°, para permitir que la
raiz creciera sobre la superficie del agar y que los hipocotilos no tuvieran
obstaculos. Las plantas fueron colocadas en una camara de crecimiento con un
fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad, a una intensidad de luz de 200 umol m?2

s~ ', unatemperatura de 25°C.
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Figura 12. Imagen de la caja de petri dividida. En la parte distal de la caja se pusieron cuatro
semillas de A. thalaina Col-0 y en la parte proximal inferior se inoculd la rizobacteria. La division

fue para evitar el contacto entre la planta y la rizobacteria mediante la difusion de metabolitos.
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8.2 REACTIVACION DE LAS CEPAS RIZOSFERICAS

Para activar las cepas rizosféricas que estaban en Caldo Nutritivo y glicerol a -
20°C, se tomaron aproximadamente 1x10E9 cfu en caldo soya tripticaseina
(TSB) y pusieron a crecer durante 24 h a 30°C con agitacién constante. Las
cepas rizosfeéricas fueron donadas por el laboratorio de Ecologia Microbiana del
IQB y su método de aislamiento se reporté por Duarte-Sotelo et al., 2004
Posteriormente se tomaron aproximadamente 1x10E9 cfu de las bacterias ya
activadas y se inocularon en cajas petri con medio agar soya tripticaseina
(TSA) y se dejaron incubando por 24 h a 30°C. Las rizobacterias seleccionadas
fueron L254, L255, L263, L264, L265a, L265b, L266, L268, L270, L271, L272a
y L272b. Para los analisis de compuestos volatiles y promocion de crecimiento
las rizobacterias se crecieron en cajas divididas con medio Murashige-Skoog
(MS).

8.3 EXPERIMENTOS DE INOCULACION

Para evaluar el efecto de los compuestos volatiles emitidos por las
rizobacterias en la arquitectura de la raiz de Arabidopsis, se utilizaron cajas de
petri divididas (I-plates) con medio MS (Murashige-Skoog). Se colocaron cuatro
semillas de Arabidopsis en la mitad distal de la caja, cuatro dias después de la
germinacion cada una de las rizobacterias fue inoculada con aproximadamente
1 x 10E9 cfu en la mitad proximal de la caja dividida, se realizaron 5 replicas.
Las cajas fueron incubadas durante diez dias en una camara de crecimiento
bajo las condiciones ya mencionadas anteriormente (Fig. 12). Después de 10
dias se midieron los parametros de longitud de raiz primaria (LRP), nimero de

raices laterales (NRL), longitud de raices laterales (LRL) y Biomasa total (BT).
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8.4 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS AISLADOS

Los fragmentos terminales 5- 3’de las secuencias del 16s rDNA de los
aislados L254, L255, L265a, L266, L270 y L272a fueron amplificados y
secuenciados utilizando los primers universales para 16S fd1 y rd1 (Weisburg
et al., 1991). La amplificacién y secuenciacion fueron hechas como se ha sido
descrito anteriormente (Valencia-Cantero et al., 2003). Las secuencias
amplificadas fueron comparadas con secuencias reportadas en la base de
datos NCBI, usando el algoritmo de Blast nt (Altschul et al., 1990).

8.5 ANALISIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES BACTERIANOS

Las rizobacterias L254, L255, L265a, L266, L270 y L272a fueron inoculadas en
placas con medio MS, y se pusieron en una camara de crecimiento a las
condiciones anteriormente mencionadas con el fin de que las condiciones de
crecimiento fueran igual a cuando esta en interaccion con la planta. Diez dias
después de la inoculacion, los volétiles fueron colectados mediante la técnica
de SPME (Fig. 13A) empleando una fibra azul
(Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno), la cual se incub6 durante 1h. Se realizaron
3 replicas de cada rizobacteria. La presion durante la corrida fue de 7Pa, con
un voltaje de 70 eV. Los compuestos fueron identificados comparando los
patrones de fragmentaciones de los espectros de masa con la libreria
NIST/EPA/NIH 2002.
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8.6 ANALISIS DE COMPUESTOS VOLATILES EN LA PLANTA

Para evaluar los compuestos volatiles de la planta se colocaron cuatro semillas
de Arabidopsis en la parte de distal de la caja dividida (I-plates) con medio
Murashige-Skoog. Las cajas fueron incubadas durante 14 dias en una camara
de crecimiento bajo condiciones controladas. En el dia 14, se colectaron los
volétiles utilizando la técnica de SPME (Fig. 13A), para lo cual se utilizé una
fibra azul (Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno) que se dejo incubando durante
una hora en el espacio de cabeza de la caja dividida. Posteriormente se
inyecto para su debsorcibn en un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas (GC-MS) (Fig. 13B) bajo las condiciones ya
mencionadas. Como control se utilizé6 el medio Murashige-Skoog (MS) para
posteriormente eliminar los compuestos que fueran liberados por éste y de esta
manera los compuestos seleccionados en el analisis fueran emitidos
exclusivamente por los tratamientos de las rizobacterias, las interacciones y la
planta sin inocular. Se realizaron 3 replicas de la planta y del control. Los
compuestos fueron identificados comparando los patrones de fragmentaciones

de los espectros de masa con la libreria.

Figura 13. Dispositivo de SPME (A) y Cromatografo de Gases (GC-MS)(B)
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8.7 ANALISIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES DURANTE LA INTERACCION

Para realizar los andlisis de los volatiles emitidos durante la interaccion se
utilizaron cajas divididas, se pusieron cuatro semillas a germinar en la parte
distal de caja, cuatro dias después de la germinacion se inocularon las
rizobacterias L254, L255, L265a, L266, L270 y L272a en la parte proximal de la
caja dividida y se incubaron en la cAmara de crecimiento bajo las condiciones
ya descritas anteriormente durante diez dias. Al final de este periodo se
realizaron los andlisis de los compuestos volatiles emitidos durante la
interaccion utilizando la misma técnica descrita para el analisis de compuestos

volétiles en este escrito (Fig. 14).

Figura 14. Fibra de SPME expuesta al espacio de cabeza de la caja de petri dividida en la

interaccion, con plantas de 14 dias de edad, 10 dias después de la inoculacién.

8.8 ANALISIS DE LA EXPRESION DEL MARCADOR DR::GUS

Para el analisis de expresion del marcador de genes regulados por auxinas
DR5::GUS, se colocaron cinco semillas en la parte distal y en la parte
proximal de caja se inocularon las rizobacterias, se utilizaron cajas divididas
con medio MS 0.2x (Fig. 12). Este ensayo se llevo a cabo con las rizobacterias
B. cereus L254, L255 y L265a, B. simplex L266, B. nealsonii L270 y Bacillus sp.
L272a. Diez dias después de la inoculacion, se realizaron los andlisis

histoquimicos de la actividad de GUS, para lo cual las plantulas se colocaron
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en buffer de reacciébn de GUS (0.5 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glucuronido en 100 mM fosfato de sodio, pH 7) y se incubaron a 37°C toda la
noche. Posteriormente las plantulas se expusieron a un proceso de clareo
mediante el método reportado por Malamy y Benfey (1997). Se analizaron 20

plantas transgénicas por tratamiento.

8.9 ANALISIS ESTADISTICOS

Los efectos de las bacterias en los diferentes parametros evaluados, fueron
analizados con un disefio experimental totalmente al azar realizando un andlisis
de varianza y una comparacién de medias por la prueba de Duncan. Para
evaluar el grado de interaccion de los diferentes parametros, se realizé un
andlisis de cluster. Todos los analisis estadisticos fueron hechos utilizando el

software Statistica 8.0.
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9. RESULTADOS

9.1 EFECTO DE LOS COMPUESTOS VOLATILES DE LAS RIZOBACTERIAS EN LA

BIOMASA DE LAS PLANTAS DE A. thaliana

Para estudiar el efecto de los compuestos volatiles de las rizobacterias en la
biomasa de las plantas de Arabidopsis, se utilizaron cajas divididas, con la
finalidad de que los efectos observados en las plantas fueran unicamente por
los compuestos volatiles. Los resultados mostraron que los compuestos
volatiles microbianos estimulan el desarrollo de las plantas. Diez dias
posteriores a la inoculacién se midio la biomasa de las plantulas y se encontro
que solo algunas rizobacterias estimulaban el desarrollo, lo cual se veia
reflejado en un aumento en el area foliar y el tamafio de la raiz con respecto a
las plantulas sin inocular (Fig. 15). Las rizobacterias L254, L263, L265a, L265b
y L266 fueron las mejores promotoras de crecimiento mediante la emision de
compuestos volatiles, porque incrementaron hasta dos veces la biomasa
comparadas con la plantas sin inocular (Fig. 16). Por otra parte, no se observo
un incremento significativo en la biomasa de las plantas expuestas a los
volétiles de las rizobacterias L255, L264, L268, L272a 'y L272b.
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CONTROL L254 L266

L270 L265a L272a

Figura 15. Imagenes representativas del efecto de los compuestos volatiles de las rizobacterias
L254, L266, L270, L265a y L272a en el desarrollo de Arabidopsis thaliana. Se puede apreciar
que hay un aumento en el area foliar, asi como cambios en la arquitectura de raiz en los

tratamientos comparados con el control sin inocular.

Biomasa total en peso fresco (mg)

x ho) > I 2 Ao o S Q . > 0

Rizobacterias

Figura 16. Efecto de los compuestos volatiles de las rizobacterias en la produccién de biomasa
en plantas de Arabidopsis. Se utilizaron cajas divididas, donde se inocul6 la rizobacteria en la
parte proximal y en la parte distal se germinaron las plantulas. Se grafica el peso fresco total de
las plantas expuestas a las rizobacterias y el control sin inocular. Las diferentes letras nos

muestran las diferencias estadisticas (Duncan, p=0.05, n=16).
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9.2 EFECTO DE LOS COMPUESTOS VOLATILES DE LAS DISTINTAS RIZOBACTERIAS

EN LA ARQUITECTURA DE LA RA{Z DE ARABIDOPSIS

Después de haber determinado la biomasa, se prosiguié a realizar el estudio
del efecto de los compuestos voléatiles en la modulacion de la arquitectura de la
raiz. Para lo cual se midieron los parametros de longitud de raiz primaria (LRP),
namero (NRL) y longitud de raices laterales (LRL) (Fig. 17). Los resultados de
este estudio nos mostraron que los compuestos volatiles de nueve de las doce
rizobacterias estimulan LRP, estas rizobacterias fueron L263, L264, L265a,
L266, L268, L270, L271, L272a y L272b, y de las cuales L263, L266 y L272a
fueron las que tuvieron un mayor efecto (Fig. 17A). Por otro lado L266 fue la
Unica de este grupo que promovié un incremento en la biomasa. Con respecto
a el parametro de NRL nuevamente L263, L266 y L272a fueron las que
promovieron un aumento en el niumero de raices laterales (Fig. 17B). En lo
referente a la LRL la rizobacteria L265b fue la que estimul6 en mayor medida el
crecimiento de las raices laterales (Fig.17C), de igual manera es la que tuvo
un mayor efecto en biomasa, mientras que L263 fue la que presenté una menor
LRP. Aunque el efecto de las otras rizobacterias en la LRL fue
estadisticamente diferente a L265b, también son estadisticamente diferentes a

las plantulas sin inocular, y muestran también un efecto estimulador.
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Figura 17. Efecto de los volatiles de las rizobacterias en los parametros de la morfogénesis de

la raiz. Las gréficas muestran el efecto de los volatiles de las rizobacterias en los diferentes
parametros de la arquitectura de la raiz como (A) Longitud de raiz primaria LRP, (B) Nimero de
raices laterales NRL, (C) Longitud de raices laterales LRL. Las diferentes letras indican las

diferencias estadisticas (Duncan, p=0.05, n=16).

La Fig. 18 muestra un grupo de fotografias donde se puede observar que los
aislados L254, L265a, L270 y L272a modificaron la arquitectura de la raiz en
comparacion a las plantas sin inocular y que esta modificacion fue diferente
entre las rizobacterias. Los imagenes muestran que las rizobacterias L254 y
L270 aumentaron el grosor de la raiz primaria comparado con las otras
rizobacterias, y se observdé un engrosamiento de las raices laterales en las
plantas expuestas a los volatiles de L254, también se observé que L254,
L265a, L270 y L272a aumentaron en el numero y longitud de los pelos

radiculares asi como en la LRL y NRL (Fig. 18).
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inocular L254 L265a L270 L272a

Figura 18. Efecto de los volatiles bacterianos en la arquitectura de la raiz. Fotografias
representativas de los efectos en la formacién de pelos radiculares en raiz primaria (A, D, G, J,
M), formacion de raices laterales (B, E, H, K,N) y la punta de la raiz (C, F, I, L, O) en plantas sin

inocular y plantas inoculadas con las distintas rizobacterias.

En la Fig. 19 se muestra un analisis de correlacion en el que se determino
como los diferentes parametros de la raiz como son LRP, NRL y LRL podrian
estar afectando la produccion de biomasa. En este andlisis encontramos que
todos los pardmetros de la raiz, tuvieron una correlacion positiva con el peso
fresco total (r= 0.21, 0.14 y 0.82 respectivamente). Sin embargo, LRL es la que
tuvo una correlacion significativa con el peso fresco, lo que nos indicé que un
aumento en la longitud de las raices laterales se refleja positivamente con un

aumento en el peso fresco total de la planta.
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Longitud de raiz Numero de raices Longitud de raices
Primaria (cm) laterales laterales (cm)

Peso fresco total (mg)

r’=0.21 r’=0.14 r’=0.82 *

Figura 19. Andlisis del indice de correlacién de los parametros de laterales raiz (Longitud de
raiz primaria, Nimero de raices laterales y Longitud de raices laterales) y el peso fresco total.

Nivel de significancia en p=0.05, n=13.

9.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS RIZOBACTERIAS L254, L255,

L2654A,L266,L270YL272A

Para continuar con los analisis mas finos se decidié seleccionar un grupo de
seis rizobacterias representativas de los distintos efectos observados en los
parametros medidos de BT, LRP, NRL y LRL. Una vez seleccionadas se
prosiguioé a hacer la caracterizacion molecular de las rizobacterias L254, L255,
L265a, L266, L270 y L272a mediante la secuenciacion del gen 16S rDNA vy asi

conocer la identidad de estas rizobacterias (Tabla 1).

Los productos de amplificacion (Fig. 20) se mandaron secuenciar y lo que se
obtuvo fue que las rizobacterias correspondieron al género Bacillus, siendo
L254, L255 y L265a pertenecientes a Bacillus cereus, L266 obtuvo un 99% de
identidad con Bacillus simplex, mientras que L270 tuvo un 100% de identidad
con Bacillus nealsonii y la rizobacteria L272a tuvo un 100% de identidad con B.

cereus/thurigensis/anthracis.
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Figura 20. Gel de agarosa 1% donde se muestran los productos de amplificacion del 16S rDNA
mediante la técnica reportada por Valencia-Cantero et al., 2003. En los carriles de izquierda a
derecha encontramos las bandas del control (C), L254 (1), L255 (2), L265a (3), L266 (4), L272a
(5) y L270 (6).

Tabla 1. Caracterizacion molecular de las rizobacterias L254, L255, L265a, L266, L270y L272a
por un analisis del 16S rDNA

Aislado Nimerode basesde  Maxima

bacteriano rDNA secuenciadas  identidad Género/Especie
L254 769 99% Bacillus cereus
L255 926 89% B. cereus
L265a 802 100% B.cereus
L266 361 99% B. simplex
L270 797 100% B. neaisonii
L272a 1520 100% B. cereus/thuringensis/anthracis

Las secuencias de 165 rDNA fueron comparados con el GenBank uwsando el algoritmo bastn para
determinar el porcentaje de homologia (www.ncbi.nlm.nik.gov/blast).
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9.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DE LA LINEA REPORTERA DR5::GUS
EN PLANTAS EXPUESTAS A LOS VOLATILES DE DIFERENTES PGPR

Con los experimento anteriores se demostré que B. cereus L254, L255 y
L265a, B. simplex L266, B. nealsonii L270 y Bacillus sp. L272a promueven de
manera diferencial cambios en la morfogénesis de la raiz. Para determinar si
los compuestos volatiles de las rizobacterias en estudio activan la ruta de
sefalizacion de auxinas, ya que es la principal via que regula este tipo de
procesos morfogenéticos de las plantas, se decidi6 emplear el marcador de
genes regulados por auxinas DR5::GUS. Al hacer el andlisis del marcador se
encontré que habia un aumento en la expresion del marcador en la punta de la
raiz, en los haces vasculares de las raices y en las nervaduras de las hojas de
todas las plantas expuestas a los volatiles de todas las rizobacterias analizadas
comparadas con el control sin inocular (Fig. 21), siendo este efecto mas
notable en las plantas expuestas a los compuestos volatiles de B. simplex
L266. También se observé un engrosamiento de las raices primarias en las
plantas expuestas a los volatiles de B. cereus L254, L255 y L265a, B.nealsonii
L270 y Bacillus sp. L272a. En las raices laterales (RL) se observé un patrén

similar de expresion que en la raiz primaria (RP).
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Figura 21. Efecto de los compuestos volatiles emitidos por las PGPR en la expresiéon de genes
regulados por auxinas. Plantulas de cuatro dias después de la germinacion fueron expuestas a
los compuestos volétiles de seis diferentes rizobacterias promotoras en medio MS 0.2x. La
expresion del marcador DR5::GUS se ve incrementado en la raiz primaria (RP) vy las raices
laterales (RL) en las plantas inoculadas comparadas con las plantas sin inocular. También se

incremento la expresion en las nervaduras de las hojas de las plantas inoculadas.
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9.5 DETERMINACION DE LOS PERFILES DE LOS COMPUESTOS
VOLATILES DE ARABIDOPSIS, LAS RIZOBACTERIAS Y LA INTERACCION
PLANTA-RIZOBACTERIA

Al evaluar los perfiles cromatograficos de la planta sin inocular, las
rizobacterias y la interaccidn planta-rizobacteria, se encontr6 que hubo
diferencias tanto cualitativas como cuantitativas en distintas regiones de los
cromatogramas (Fig. 22). Hubo compuestos que Unicamente se encontraron
en la planta, como el acido octanoico con un tiempo de retencion (Tr) de
43.91min, otros que solo estuvieron presentes en la rizobacteria como el
benzaldehido (Tr. 24.34 min), también se encontraron compuestos que
Unicamente se detectaron en los perfiles de la interaccion como el limoneno
(Tr.8.96 min). Por otra parte se identificaron compuestos presentes tanto en la
planta sin inocular como en la interaccién y cuya abundancia increment6
durante la interaccién como el eucaliptol (Tr. 9.91 min). Otros compuestos se
detectaron tanto en la rizobacteria 'y en la interaccion como la butirolactona (Tr.
28.54 min), o por ultimo el caso de la acetofenona (Tr. 29.35 min) la cual se
encontré en los perfiles cromatograficos de la planta, la rizobacteria y la
interaccién, aunque sus abundancias fueron diferentes en todos lo casos (Fig.
22).
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Figura 22. Perfiles cromatogréficos representativos de los compuestos volatiles de la planta sin
inocular, la rizobacteria B. cereus L265a y de la interaccion planta- B. cereus L265a. Los

rectangulos muestran las zonas de mayor diferencia tanto cualitativa como cuantitativa.

9.5.1 COMPUESTOS VOLATILES DE LA PLANTA

En el perfil cromatografico de la planta Unicamente se detectaron 9
compuestos, de los cuales se encontraron dos alcoholes, una cetona y seis
terpenos; cabe destacar que no se identificd ningun aldehido (Tabla 2). Aunque
en la planta solo se encontré una cetona su abundancia relativa correspondio

al 31.87% del total de los compuestos identificados (Tabla 3).

En los perfiles cromatograficos de las plantas, los compuestos volatiles mas
representativos fueron el 3-careno, el eucaliptol y el terpinoleno, el 6-metil-2-
heptanol y la acetofenona (Tabla 4). Aunque como se puede observar en la
tabla 4, el 6-metil-2-heptanol y la acetofenona, también fueron identificados en

las rizobacterias pero en menor concentracion.
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9.5.2 ANALISIS DE LOS COMPUESTOS VOLATILES DE LAS RIZOBACTERIAS

El nimero de compuestos identificado en las rizobacterias vario entre 17-20,
siendo de B. cereus L255 la que menor nimero de compuestos presentd con
solo 17, mientras que B. cereus L265a fue la que tuvo mas (20 compuestos),
(Tabla 2). El andlisis de los perfiles cromatograficos mostro la presencia de
alcoholes aldehidos y cetonas, entre otros. De estas familias de compuestos,
se encontr6 que las cetonas fueron mas diversas en namero (8 a 9
compuestos). Cabe destacar que bajo nuestras condiciones de andlisis no se
identificd la presencia de terpenos en las rizobacterias. La abundancia relativa
de la familia de los aldehidos y las cetonas fue similar entre las rizobacterias y
ademas fueron las que se encontraron en mayor concentracion comparados
con los alcoholes (Tabla 3).

Tabla 2. Comparacion de namero de compuestos volatiles emitidos por las diferentes

rizobacterias y que son agrupados por grupo funcional.

Nimero de Compuestos por Familia

B. cereus B. negisonii Bacillus sp. B. cereus B. cereus B.simplex

Grupo Funcional A, thaliana  L255 L270 L272a L254 L265a L266

Alcoholes 2z 4 4 4 3 4 4
Aldehidos 0 2 4 4 4 4 4
Cetonas 1 8 8 8 8 3 8
Terpenos 6 0 D 0 0 g 0
Otros 0 3 3 3 3 3 2
Total 9 17 19 19 18 20 18
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Tabla 3. Abundancia relativa de los compuestos volatiles por grupo funcional que fueron

detectados en la plantay en las rizobacterias.

Abundancia Relativa de Volatiles (%)

B. cereus B. nealsonii Baociflus sp. B. cereus B. cereus B. simplex

Grupo Funcional A. thaliana 1255 L270 L272a L2534 L265a L266

Alcaholes 22.49 4.65 10.95 5.82 4,18 6.56 9.57
Aldehidos o 29.52 42.78 49.72 51.65 45.11 43.57
Cetonas 31.87 56.69 35.13 39.14 3%.42 40.45 41.16
Terpenos 45.64 0 0 0 0 0 0
Otros o 9.14 714 531 4.74 7.B8 531
Total 100 100 100 100 100 100 100

En la Tabla 4 se muestra una seleccibn de compuestos volatiles mas
representativos que emiten las rizobacterias en medio MS (Tabla 4). El
tridecanal, el tetradecanal, el 6,10,14.trimetil-2-pentadecanona y el ciclodecano
son compuestos que se encontraron en todas las rizobacterias pero, el 6,10,14-
trimetil-2-pentadecanona tuvo abundancias relativas muy variables entre las
diferentes rizobacterias siendo de 5.97% en Bacillus sp. L272a hasta 36.71%
en B. cereus L255. Por otro lado se identificaron compuestos que Unicamente
estuvieron presentes en solo algunas de las rizobacterias, como el
benzaldehido en B. nealsonii L270, Bacillus sp. L272a, B. cereus L254 y B.
simplex L266 (3.83, 24.09, 11.26, 8.84% respectivamente) o la butirolactona

presente Unicamente en B. cereus L265a.
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Tabla 4. Compuestos volatiles representativos que fueron emitidos por la plantay las
diferentes rizobacterias.
El andlisis de compuestos volatiles se realiz6 por SPME-GC-MS y tanto la planta como

las rizobacterias fueron crecidas en medio MS.

Abundancia Relativa de Volatiles {%})

B. cereus B. nealsonii Baciffus sp. B. cereus B.cereus B. simplex

Compuesta A. tholiona 1255 L270 L272a L254 L265a L266

3-Carena 9.33 0 0 0 ¢ 0 0
Eucaliptol 8.12 0 a 0 0 0 a
Terpinoleno 12.57 0 0 0 o] 0 0
6-Metil-2-heptanol 16.05 0.88 0691 202 132 0.9 131
Benzaldehido 0 0 383 24.09 8 1128 8.84
Butirclactona 0 0 0 0 ¢ 217 a
Acetofenona 31.87 98 2002 2278 1627 2.31 2043
Tridecanal 0 13.7 17.89 15.13 12.44 17.91 18,77
Tetrade canal 0 1582 18.83 951 1631 14.38 14.34
6,10,14-Trimetil-2-pentadecancna 0 36.71 82 597 12.06 14.59 9.14
Ciclododecano Q0 1.47 241 1.45 1.63 241 244

9.5.3 CoMPUESTOS VOLATILES IDENTIFICADOS DURANTE LA INTERACCION

PLANTA-RIZOBACTERIA

Realizando el analisis de compuestos volatiles durante la interaccion planta-
rizobacteria, se encontré que el perfil cromatogréfico estaba representado por
las mismas familias de compuestos que se reportaron para la planta y las

rizobacterias, estos fueron alcoholes, aldehidos, cetonas (Tabla 5).

En el caso de la interaccion el nimero de compuestos entre las diferentes
interacciones aumenté con respecto al numero de compuestos identificados en
las rizobacterias solas, siendo 19 compuestos para el caso de B. cereus L255

hasta 31 para B. cereus L265a. En el caso de los alcoholes, aldehidos y
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terpenos el nimero de compuestos en la interaccion fue semejante entre
bacterias teniendo cada uno de estos entre 3-6, 1-3 y 8-9, respectivamente.
Con respecto a los terpenos se encontré qué mientras que en la planta habia
Unicamente 6 terpenos, durante la interaccion el niumero de terpenos por
tratamiento varié dependiendo de la rizobacteria con la cual se estaba llevando
a cabo la interaccion, por ejemplo en la interaccién de Arabidopsis- B. cereus
L255 solo se identificd un terpeno que fue el eucaliptol; en la interaccién de
Arabidopsis- B. cereus L265a se identificaron 11 terpenos entre los cuales se
cita al 3-careno, el eucaliptol y el terpinoleno (Tabla 5y 7) mientras que en
algunos casos como el de la interaccion Arabidopsis- B. cereus L254 no se
detectd la presencia de terpenos. En lo referente a las abundancias relativas,
los alcoholes son los que tuvieron mas oscilaciones en sus abundancias. Por
ejemplo la interaccion Arabidopsis-B. cereus L265a tuvo un mayor nimero de
alcoholes (6), cuya abundancia correspondio al 2.78%, mientras que en el caso
de la interaccién Arabidopsis- B. cereus L255 solo se identificaron 4 alcoholes y

su abundancia relativa represento el 20.26% (Tabla 6).

Tabla 5. Nimero de compuestos volatiles por familia detectados durante la interacciéon

planta-rizobacteria.

Nimero de Compuestos por Familia

Grupo Funcional A. thaliona Ara-1255 Ara-L270 Ara-1272a Ara-l254 Ara-1265a Ava-L266
Alcoholes 2 4 4 5 5 6 3
Aldehidos 0 2 2 3 1 1 2z
Cetonas 1 8 g 9 8 8 8
Terpenos 6 1 5 3 0 11 3
Otros 0 4 3 3 6 5 4
Total 9 19 23 23 20 31 20
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Tabla 6. Abundancias relativas de las familias de compuestos detectadas durante la

interaccion planta-rizobacteria

Abundancia Relativa de Volatiles (%]

Grupo Funcional A. thaliuna  Ara-L255 Ara-L270 Ara-L272a Ara-L254 Ara-L265a Ara-L266
Alcoboles 22.49 20.26 10.03 8.43 16.37 2.78 a4.64
Aldehidos [ 17.67 11.18 14.28 11.05 4.5% 21.75
Cetonas 31.87 52.01 51.96 51.68 53.59 35.95 4581
Terpenos 45.64 2.19 10.58 16.02 0 46.82 15.27
Otros 0 7.87 15.85 9.5% 18.99 9.88 8.73
Total 100 100 100 100 100 100 100

En lo referente a los compuestos volatiles detectados en la interaccion (Tabla
7), se encontraron compuestos que estuvieron presentes en todas las
interacciones como el 6-metil-2-heptanol, también hubo compuestos que se
habian detectado en la planta y que permanecieron presentes en algunas
interacciones como el 3-careno, que Unicamente se encontrd en las
interacciones con B. nealsonii L270 y B. cereus L265a. También se
encontraron compuestos en la interaccion y que ademas estaban en todas las
rizobacterias como tridecanal, tetradecanal, 6,10,14-trimeti-2-pentadecanona y
el ciclodecano, y destaco el caso del tetradecanal que no se encontré durante
la interaccion Arabidopsis- B. cereus L254 , sin embargo si se habia
identificado en la rizobacteria. También destacan los compuestos que durante
la interaccion aparecen de novo como el isobornil tiocianoacetato y la a-
isoforona que se encontraron en la interaccibn con B. nealsonii L270, la
acetoina presente solo en la interaccion con Bacillus sp. L272a, el (S)-(+)-6-
Metil-1-octanol el cual se encontr6 exclusivamente en B. cereus L255 y por
altimo el mentol, que a excepcion de los demas compuestos nuevos se detecto
en las interacciones con B. nealsonii L270, Bacillus sp. L272a y B. simplex
L266.
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Tabla 7. Compuestos volatiles identificados por SPME-GC-MS durante la interaccion

planta-rizobacteria

Abundancia Relativa de Volatiles {%)

Compuesto A. thaliong  Ara-L255 Ara-L270 Ara-1272a Ara-L254 Ara-1265a Ara-L266

3-Careno 9.33 0 0381 0 0 .78 0
Eucaliptol 8.12 219 1.9 221 Q 1.4 201
Terpinoleno 12.57 0 0 0 0 17.55 0
3-Hidroxi-2-butanona [Acetoina} g 0 0 £33 0 0 0
6-Metil-2-heptanol 16.05 1.25 191 31 249 0.18 1.57
Ispbornil tiocianoacetato 0 0 2.1 0 0 4] 0
a-Isoforona 0 0 357 0 0 0 0
Butirolactona 0 0 0 0 0 5.29 0
8)-(+)-6-Metil-1-octanal 0 16.19 0 0 0 0 0
Mentol 0 0 4,66 12.29 0 0 16.07
Acetofenona 31.87 19.7¢ 31.79 27.49 20.62 16.4 2246
Tridecanal D 10,05 6.73 8.51 1105 0 1212
Tetradecanal ¢ 762 445 5.39 a 455 863
6,10,14-Trimetil-2-pentadecanana 0 125 7.06 1.7 1215 8.75 1216
Ciclodedecano { 1.73 3.07 1.03 2.01 1.37 247
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10. DISCUSION

El sistema radicular provee de anclaje, agua y nutrientes del suelo a la planta,
ademas de ser el sitio de sintesis de algunas hormonas como auxinas y
citocininas, que son fundamentales para los procesos de desarrollo (Ortiz-
Castro et al 2009). La raiz es un 6rgano de planta que presenta alta plasticidad
y su morfologia y fisiologia se modifica en respuesta a factores internos propios
de la planta y a factores externos como los son la presencia de materia
organica y los cambios en el ambiente. Los mecanismos de promocion
reportados hasta la fecha para las PGPR implican la sintesis de fitohormonas y
otros compuestos con actividad antimicrobiana, sin embargo, el papel de los
compuestos volatiles de las PGPR se determing hace a penas unos afos (Ryu
et al., 2003), aunque no se sabe si este efecto es ubicuo entre las PGPR.

En este estudio se determiné el efecto de doce rizobacterias y su efecto en la
modulacién de la arquitectura de la raiz de plantulas de Arabidopsis mediante
la emision de compuestos volatiles. De esta manera se evaluaron los cambios
en la arquitectura de la raiz de plantas que habian estado expuestas a los
compuestos volatiles de la diferentes rizobacterias, y se encontré que no todos
los aislados estimularon la producciéon de biomasa en Arabidopsis, siendo B.
cereus L255, y los aislados L264, L268 y L272b estadisticamente similares a

las plantas control sin inocular (Fig. 17).

Este resultado nos indicé que los compuestos volatiles de las rizobacterias
tuvieron un efecto especifico sobre el desarrollo de la planta. Los compuestos
volétiles son los participes fundamentales de la comunicacion quimica entre los
organismos de todos los reinos, actuando como sefiales de atraccion, repulsion
0 precaucion. En particular en los microorganismos, se emiten compuestos
volatiles que les sirven como sefiales de comunicacion o defensa (Schulz y
Dickschat, 2007, Kai et al 2009). Debido a la cercania de las rizobacterias con
las raices de la planta, se ha especulado que estos organismos mantienen una
estrecha comunicacion mediante compuestos volatiles, y mas especificamente
las PGPR con las raices de la planta. En este estudio se establecié un sistema

de cajas divididas para evitar el contacto directo de la rizobacteria con la planta
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y que el efecto que estuviéramos observando fuera promovido exclusivamente
por los compuestos volatiles, y los resultados demostraron que algunas
rizobacterias estimularon fuertemente la produccion de biomasa, tal es el caso
de las rizobacterias B. cereus L254, B. cereus L265a, L265b y B. simplex L266,
las cuales también tuvieron un efecto modulador de la arquitectura de la raiz
(Fig. 18).

También se encontrd que las plantas modifican la arquitectura de la raiz de
manera diferencial en respuesta a los volatiles emitidos por cada una de las
rizobacterias, lo que sugiere que la planta emplea un mecanismo de
sefalizacion selectivo y ampliamente efectivo para discriminar entre

microorganismos y de esta manera alterar la su arquitectura radicular.

El resultado del analisis del indice de correlacion (Fig. 19) mostrdé que existe
una correlacién positiva entre la produccion de biomasa y la longitud de las
raices laterales, lo que indica que este parametro puede estar implicado en la

regulacion de la promocion de crecimiento por parte de las PGPR.

Con este trabajo se especula que la respuesta de la planta a los compuestos
volatiles de las rizobacterias por medio de la alteracién de la arquitectura de la
raiz podria ser un aspecto de relevancia ecologica, ya que al haber mayor area
radicular aumenta la colonizacion de ésta, por lo tanto aumenta las
interacciones simbidticas entre la planta y las asociaciones bacterianas
benéficas, lo que se ve reflejado en un aumento en la promocién de
crecimiento de la planta, que a la vez emite mas exudados como compuestos
carbonados, lo cual les beneficia a las poblaciones microbianas que habitan la
rizosfera, incrementandolas.

El andlisis de secuencias del 16S rDNA de las rizobacterias que se escogieron
como representativas de los efectos de todos los parametros analizados,
fueron a L254, L255, L265a, L266, L270 y L272a, indic6 que todas ellas
pertenecian al género Bacillus (Tabla 1). El género Bacillus es uno de los mejor
caracterizados, de los cuales una inmensa mayoria se han encontrado en el
suelo. Bacillus se define como una bacteria Gram positiva, con forma de bacilo,
gue puede ser aerobia o anaerobia facultativa y produce endoesporas en
respuesta a déficit nutricionales o ambientales (Alcaraz et al.,, 2010).
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Recientemente, B. cereus y B. simplex se aislaron de la rizosfera de un pasto y
se probo su efecto promotor en plantas de trigo (Triticum aestivum L.) y tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.), y lo que los autores encontraron fue que estas
dos rizobacterias (B. cereus y B. simplex) aumentaban el peso seco del brote y
la raiz e incrementaban la longitud de la raiz, lo cual fue relacionado con la
produccion de auxinas por parte de la bacteria (Hassen y Labuschagne, 2010).
En el presente trabajo se evaluo el efecto los compuestos volatiles de cepas de
B. cereus (L254 y L265a) y B. simplex (L266) en el desarrollo de A. thaliana y
se observé que éstas incrementaron hasta dos veces el peso fresco y el
crecimiento de raices laterales en plantulas Arabidopsis in vitro (Fig. 17 y 18C),
lo que provee evidencia de que los compuestos volatiles emitidos por estas
rizobacterias estan involucrados en la promocién de crecimiento. La
caracterizacion molecular del aislado L270 arrojé una identidad del 100 % con
B. nealsonii de la cual no hay ningun reporte previo donde se mencione como
una bacteria habitante de la rizésfera y mucho menos como una rizobacteria
promotora de crecimiento vegetal. El aislado L272a arroj6 un 100% de
identidad con B. cereus, B. thuringiensis y B. anthracis. En la base de datos
hay cerca de 1000 secuencias genomicas completas de procariotes, de los
cuales aproximadamente 85 son genomas del género Bacillus, de los cuales un
61% se clasifican como B. cereus-anthracis-thuringiensis, por lo que se
recomienda la utilizacibn de otros marcadores para su mejor identificacion
como hibridacion comparativa del genoma (CGH), regiones intergénicas (ITS) o

mediante la caracterizacion bioquimica (Alcaraz et al., 2010).

Se ha reportado que diferentes mecanismos de sefializacion en las plantas se
encienden en respuesta a los compuestos volatiles de las rizobacterias.
Recientemente Ryu et al., en 2003 mencionaron que los compuestos volatiles
de las rizobacterias pueden activar rutas de sefializacion hormonales e inducir
cambios en el desarrollo. De aqui que estos autores probaron mutantes de
Arabidopsis de las diferentes rutas de sefializacion hormonal de las plantas,
encontrando que los compuestos volatiles emitidos por B. subtilis GBO03
activaban las vias de sefializacion dependientes de citocininas y etileno, sin
embargo los compuestos volatiles B. amyloliquefaciens IN937a promovian el
desarrollo de Arabidopsis de manera independiente de esta via, lo que sugiere

que otras rutas de sefializacibn hormonal podria estar participando en la
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promocién de crecimiento regulada por los compuestos volatiles de las
rizobacterias. Posteriormente Zhang et al en 2007 propone que los compuestos
volatiles de B. subtilis GB0O3 tienen un efecto en el desarrollo de la planta
aumentando el area foliar mediante la regulacion de la homeostasis de auxinas
de la planta, modulando el transporte y la sintesis de auxinas. En el presente
trabajo se encontr6 que las rizobacterias B. cereus L254, B. cereus L255, B.
cereus L265a, B. simplex L266, B. nealsonii L270 y Bacillus sp. L272a regulan
el desarrollo de la planta y la arquitectura de la raiz mediante la ruta de
sefializacion dependiente de auxinas modulando la homeostasis de auxinas,
probablemente aumentando la sintesis de auxinas en las raices, y estimulando
su transporte, ya que se observé un aumento en la expresién del marcador de
genes regulados por auxinas DR5::GUS en la cofia de la raiz y en los haces

vasculares asi como en las nervaduras de las hojas (Fig. 21).

Este resultado sugiere que los compuestos volatiles bacterianos incrementan la
velocidad de movilizacion de auxinas en la planta, lo que impide que se
acumulen concentraciones inhibitorias en los meristemos y por lo tanto no
exista una inhibicion del crecimiento de la raiz principal, si no al contrario, que
ésta incremente su tamafio. Si recordamos Zhang et al 2007 habian observado
gue Bacillus subtilis GB03 regula el desarrollo de la planta mediante la
homeostasis de auxinas. En este trabajo se encontr6 que todas las
rizobacterias pertenecientes al género Bacillus incrementaron la expresion de
genes regulados por auxinas, aunque no se descarta la posibilidad de que la
complejidad en la modulacion del desarrollo de la planta involucre otro
mecanismos de sefalizacion hormonal como citocininas, ya que previamente
se reportd que B. megaterium modulaba la arquitectura de la raiz a través de

la ruta de citocininas (Ortiz-Castro et al., 2008).

En un trabajo previo se reportdé que los compuestos volatiles acetoina (3-
hidroxi-2-butanona) y 2,3-butanediol, producidas por dos rizobacterias
promotoras del desarrollo de Arabidopsis (Ryu et al 2003, Farag et al 2006).
Durante el analisis de compuestos volatiles de las rizobacterias L254, L255,
L265a, L266, L270 y L272a no se identificod la presencia de ninguno de estos
compuestos dentro del perfil de compuestos de las rizobacterias, muy

probablemente por el medio de cultivo que se utilizé para cultivar a las
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bacterias, ya que Ryu usé medio agar soya tripticaseina (TSA) (Ryu et al.,
2003) y nosotros utilizamos medio MS. Sin embargo vimos acetoina
Unicamente durante la interaccién Arabidopsis- L272a, pero como esta cepa no
fue la mejor, sugiere fuertemente que otros compuestos estan implicados en el

desarrollo vegetal bajo nuestras condiciones de trabajo.

La diversidad de compuestos identificados en este trabajo de tesis indica que
probablemente algunos de estos compuestos podrian estar implicados en la
modulacion del desarrollo de Arabidopsis (Tabla 3) Las familias de compuestos
mas abundantes dentro del perfil cromatografico de compuestos pertenecientes
a las rizobacterias fueron alcoholes, aldehidos y cetonas (Tabla 2), de los
cuales las cetonas fueron las que estuvieron mMAas representadas
encontrandose ocho cetonas diferentes mientras que para los alcoholes y los
aldehidos Unicamente se encontraron cuatro. Farag et al en 2006 ya habian
reportado la presencia de alcoholes, cetonas y aldehidos en el perfil
cromatografico B. subtilis GBO03 utilizando la técnica de SPME-GC.MS. El
benzaldehido se identific6 en B. cereus L265a, B. simplex L266, B. nealsonii
L270 y Bacillus sp. L272a, la acetofenona y el 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona, son compuestos que fueron identificados en todas las
rizobacterias analizadas y los reportes en la literatura indican que estos
compuestos poseen actividad antimicrobiana (Kloepper et al. 1999; Sivakumar
et al 2008; Yayli et al 2006; Roy et al 2009). Interesantemente se observo que
B. cereus L265a produce butirolactona. Este compuesto ha sido reportado que
actia como autoinductor en la sefializacion de quérum-sensing (QS) (Miller y
Bassler 2001). Estudios recientes en el grupo de trabajo indican que las raices
de las plantas pueden percibir sefiales de QS y alterar la arquitectura de la raiz
(Ortiz-Castro et al 2008), por lo que no se puede descartar la posibilidad que
compuestos volatiles que forman parte de la sefalizacion de QS formen parte
de los compuestos volatiles que participen en la modulacion de desarrollo

durante la interaccion planta-rizobacteria.

Este estudio es el primero donde se lleva acabo el analisis de los compuestos
volatiles durante la interaccion. Donde los compuestos volatiles son emitidos
tanto por la rizobacteria como por la planta. El analisis de compuestos durante

dicha interaccion sugiere la existencia de una comunicacién mediante el
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intercambio de sefiales quimicas, las cuales fueron diferentes entre cada
interaccién. Esto se ve reflejado muy claramente con los terpenos, ya que se
detectaron seis terpenos en la planta mientras que durante las interacciones
hubo mucha variabilidad en el nimero de terpenos en cada interaccion, por
ejemplo durante la interaccién con B. cereus L265a se detectaron 11 terpenos
mientras que en la interaccion con B. cereus L254 no se detect6 ningun
terpeno (Tabla 3). Esta variacion es un indicio de que la planta percibe y
responde ante la presencia de las bacterias. Entre los terpenos que se
encontraron en la planta y que se mantuvieron en algunas de las interacciones
tenemos al eucaliptol el cual es un terpeno con actividad antimicrobiana
ademas de ser un compuesto alelopatico o el terpinoleno el cual se ha
reportado con actividad antimicrobiana (Chen et al, 2004) Otro terpeno
encontrado durante la interaccion y que tiene actividad antimicrobiana es el
mentol (Mucciarelli et al 2003). Otro ejemplo claro de que la comunicacion es
especifica entre la planta y la rizobacteria durante la interaccion fue la
identificacibn de compuestos que fueron sintetizados de novo, es decir no
fueron encontrados ni en la planta sin inocular, ni en la rizobacteria; tal es el
caso de la a-isoforona y el isobornil tiocianoacetato que estuvieron presentes
solo en la interaccion de Arabidopsis con B. nealsonii L270. Un compuesto
biomarcador de la interaccion Arabidopsis-B. cereus L255 es el (s)-(+)-6-metil-

1-octanol.

De acuerdo con los resultados de este trabajo se puede destacar que cada una
de las rizobacterias probadas, tiene su propia huella quimica, la cual de
acuerdo con nuestros estudios las plantas pueden percibir, de manera que su
respuesta en la modificacion de la morfogénesis de la planta es diferente para
cada una de las rizobacterias, ya que como recordamos tres de las
rizobacterias probadas en este trabajo son Bacillus cereus sin embargo sus
efectos y sus perfiles cromatograficos tanto de manera aislada como durante la

interaccion son totalmente diferentes.
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11. APORTACIONES DEL TRABAJO

En este estudio se estableci6 que la comunicacién planta-rizobacteria es
especifica, ya que de acuerdo con nuestros resultados la planta puede
reconocer a la rizobacteria con la que esta interactuando y responder de
manera diferencial, lo que se ve reflejado en que cada una de las rizobacterias
tuvo un efecto distinto sobre la morfogénesis de la planta, siendo mas claro
para el caso de las cepas de B. cereus L254, L255 y L265a, las cuales a pesar
de pertenecer a la misma especie desencadenaron respuestas diferentes en la
arquitectura de la raiz y la biomasa de la planta. En la Fig. 23 podemos
observar como B. cereus L254 y L265a, B. simplex L266 y el aislado L265b
fueron las rizobacterias que estimularon un aumento en la biomasa, asi como
L265 b fue el mejor promotor de LRL y las rizobacterias L263, B. simplex L266
y Bacillus sp. tuvieron un efecto promotor tanto en las LRP y NRL. Ademas que
en este estudio se identifico a la rizobacteria B. nealsonii como PGPR y de la
cual no hay reportes previos como rizobacteria promotora de crecimiento

vegetal.

De manera general se observé que las rizobacterias estimularon la movilizacion
de auxinas en las plantas, ademas de que hay un aumento en la expresion del
marcador de genes regulados por auxinas en la punta de la raiz, siendo este
trabajo el primero donde se hace un analisis sobre la expresion del marcador
DR5::GUS en la raiz de plantas expuestas a los volatiles de PGPR, y de
acuerdo con nuestros resultados se esta sugiriendo que los compuestos
volatiles de las rizobacterias estan modulando el crecimiento de la planta
mediante la homeostasis de auxinas a nivel de biosintesis y transporte; sin
embargo no se sabe que esta pasando con la conjugacion y el catabolismo de

las auxinas, por lo que hacen falta realizar mas estudios .

Este trabajo es el primero en el que se hace un analisis de los compuestos
volatiles durante la interaccion, y en este andlisis se identificaron compuestos

gue se sintetizaron de novo como el isobornil tiocianoacetato, la a-isoforona, el
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(S)-(+)-6-Metil-1-octanol y el mentol, los cuales podrian participar de los

cambios morfogenéticos observados en la planta durante la interaccion.

No se descarta la posibilidad de que el efecto observado en las plantas se
debe al perfil de compuestos volatiles emitidos por las rizobacterias durante la
interaccion mas que a los volatiles emitidos de forma constitutiva por cada una

de las bacterias.

VOCs RIZOBACTERIAS
B. Cereus L254, L265a
B. simplex L266 ==) Biomasa Total
L265b
1263 Longitud de raiz primaria

B. simplex L266
Bacillus sp. L272a Numero de raices laterales

L265b |= Longitud de raices laterales

HOMEOSTASISDE AUXINAS ‘ B. nealsoniiL270 ‘

Biosintesis !

t B

Catabolismo (—— Auxinas QTransporte %
\4

Conjugacion

Figura 23. Aportaciones realizadas en este trabajo.
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12. PERSPECTIVAS

Probar los compuestos puros que hayan sido seleccionados en los
perfiles y establecer la relacion probable con el efecto observado en la

modulacién de la arquitectura de la raiz.

Cuantificar el contenido de auxinas en las plantas de Arabidopsis

expuestas a los compuestos volatiles bacterianos.

Llevar a cabo el andlisis del efecto de los compuestos volétiles de las
rizobacterias aqui estudiadas en lineas reporteras de distintas vias

hormonales en plantas de A. thaliana.

Evaluar el efecto de los compuestos volatiles de las rizobacterias sobre

la elongacion celular utilizando el marcador de Expansina.
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13. CONCLUSION

Los distintos compuestos volatiles de las rizobacterias disparan respuestas
diferenciales en los programas morfogenéticos en la raiz de las plantas de

Arabidopsis thaliana mediante procesos que involucran la modulacién de la

homeostasis de auxinas.
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