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RESUMEN

El suelo es un ambiente habitado por diversos microorganismos, incluyendo bacterias. En
el suelo también crecen las raices de las plantas que interactdan con los microorganismos
presentes formando un microecosistema denominado rizosfera. Las plantas y las
rizobacterias han coevolucionado intercambiando sefiales bioquimicas, donde algunas
son capaces de colonizar los tejidos internos de las plantas sin causarles dafios

conformando lo que se ha denominado la microbiota endofitica.

En el presente trabajo se puso a prueba la hipdtesis de que el compuesto orgénico volatil
dimetilhexadecilamina (DMHDA) producido por la actinobacteria Arthrobacter agilis
UMCV2 actia como una molécula mediadora para la colonizacién endofitica de la planta
modelo Medicago truncatula por bacterias provenientes de suelos con caracteristicas
diferentes. Principalmente, se caracterizé a las comunidades bacterianas de suelo y
rizdsfera, asi como a las comunidades bacterianas endoéfitas de M. truncatula. Plantas de
M. truncatula fueron crecidas in vitro en presencia de extractos de microbiota del suelo y
de diferentes concentraciones de DMHDA en el intervalo de 1 a 16 uM, y se realizaron
perfiles de la estructura de la microbiota endofitica de las plantas cuantificando el ADN de
las divisiones actinobacteria y firmicutes y las clases a-proteobacteria, B-proteobacteria y
y-proteobacterias, asi como de la actinobacteria A. agilis UMCV2 mediante PCR

cuantitativo.

Se encontré una elevada concentracion de ADN bacteriano en los compartimientos

vegetales de raiz y brotes. En particular, se encontrd que el crecimiento de las plantas en



medio de cultivo en un intervalo de concentraciones de 1 a 4 uM produjo un
enriquecimiento en la abundancia relativa de las divisiones firmicutes y actinobacterias y
un empobrecimiento de las clases a-proteobacteria y B-proteobacteria. La adicion del
compuesto DMHDA condujo a un enriquecimiento apenas perceptible de A. agilis UMCV2,
mostrando que el efecto de la DMHDA en la colonizacién endofitica no es especifico para

esta especie.

Los resultados del trabajo permiten concluir que la DMHDA actia como una molécula
moduladora en la colonizacién endofitica de M. truncatula por bacterias extraidas del

suelo.

Palabras clave: Dimetilhexadecilamina, Medicago truncatula, qPCR, colonizacién

endofitica, microbiota.



ABSTRACT

Soil is an environment inhabited by diverse microorganisms, including bacteria. In the soil
also grow the plant roots that interact with the microorganisms, shaping a
microecosystem named rhizosphere. Plants and rizobacteria have co-evolved
interchanging biochemical signals, where some are able to colonize the internal tissues of
the plants without causing any damage, forming what has been called endophytic

microbiota.

In the present work was tested the hypothesis that the volatile organic compound
dimethylhexadecylamine (DMHDA), produced by the actinobacteria Arthrobacter agilis
UMCV?2, acts as a signal molecule that modulate the endophytic colonization of the model
plant Medicago truncatula by rhizobacteria, coming from soils with different traits. The
bacterial communities from bulk soil and rhizosphere, as well as the endophytic
communities from M. truncatula plants were characterized. M. truncatula plants were
grown in vitro in presence of soil microbiota and concentrations of DMHDA in the range of
1 to 16 uM, and profiles of the endophytic plant microbiota structure were performed
qguantifying the DNA from actinobacteria, firmicutes, a-, B- and y-proteobacteria classes,

as well as the strain UMCV2 by quantitative PCR.

A high concentration of bacterial DNA was found in the plant compartments of root and
shoots. In particular, it was found that the plant growth in culture medium in a
concentration range from 1 to 4 uM of DMHDA produced an enrichment in the relative

abundance of the firmicutes and actinobacteria divisions, and a decrease of a- and B-



proteobacteria. The addition of DMHDA compound lead to a bearly enrichment of A.
agilis UMCV2, showing that the role of DMHDA during endophytic colonization is not

specific to A. agilis UMCV?2.

The results allow concluding that DMHDA acts as a modulating molecule on endophytic

colonization of M. truncatula by soil bacteria.

Keywords: Dimetylhexadecylamine, Medicago truncatula, quantitative PCR, endophytic

colonization, microbiota.
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I. INTRODUCCION

El suelo proporciona un conjunto de microorganismos, cuya diversidad es afectada por
factores edaficos y ambientales, y probablemente por la historia de la vegetacion del lugar
(Reinhold-Hurek et al. 2015). Se conoce que los microorganismos colonizadores de raiz se
reclutan desde este reservorio a la rizésfera (Wargner et al. 2016), la cual es la region del
suelo influenciada por las raices de las plantas a través de la rizodeposiciéon de exudados,
mucilago y células desprendidas. Los exudados de raiz contienen una variedad de
componentes predominantemente acidos organicos y .azucares, asi como aminodcidos,
acidos grasos, vitaminas, factores de crecimiento, hormonas, compuestos antimicrobianos
y compuestos organicos volatiles o VOCs (alcoholes, aldehidos, cetonas y CO», entre otros)

(Turner et al. 2013).

Los VOCs son definidos como todos aquellos compuestos que presentan una presién de
vapor de 0.01k Pa o mas a 293.15 °K (20 °C) (Insam y Seewald et al. 2010), por lo que son
volatiles a temperatura ambiente. Los VOCs pueden ser liberados de manera constitutiva
o bajo condiciones de estrés bidtico o abidtico y ser usados por las plantas como
mediadores de una comunicacidn entre organismos del mismo o de diferente reino
(Veldzquez-Becerra, 2011). Por otra parte, las rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPRs) también participan en el bienestar de las plantas mediante la emision de

VOCs (Sharifi y Ryu 2018).

La dimetilhexadecilamina (DMHDA) es un compuesto organico volatil producido por

distintas PGPRs (Velazquez-Becerra et al. 2011; Orozco-Mosqueda et al. 2013; Hernandez-
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Ledn et al. 2015) que modula (estimula y reprime segun la concentracién) el crecimiento
bacteriano e inhibe el crecimiento de hongos fitopatdgenos (Velazquez Becerra et al. 2011
y 2013) ademas, se conoce que este compuesto actua como una molécula sefial en la
comunicacion planta-microorganismo (Veldzquez-Becerra et al. 2011; Orozco-Mosqueda

et al. 2013).

En plantas, la DMHDA tiene diversos efectos, modula la morfogénesis y la organogénesis y
estimula los mecanismos vegetales de absorcién de hierro, aun cuando las plantas no
sufran deficiencias de este nutrimento (Orozco-Mosqueda et al. 2013; Castulo-Rubio et al.
2015). Resultados recientes, muestran que la DMHDA también enciende mecanismos de
sefializacion relacionados con las rutas de defensa en plantas mediadas por el acido
jasmodnico (Resistencia Sistémica Inducida 6 ISR) y el dcido salicilico ( Resistencia Sistémica

Adquirida o SAR) (Raya-Gonzdlez et al. 2017).

Por otra parte, se ha determinado que las rizobacterias productoras de DMHDA
Arthrobacter agilis UMCV2 y Sinorizobium meliloti tienen capacidades de colonizar
endofiticamente a la leguminosa modelo Medicago truncatula (Orozco-Mosqueda et al.

2013; Aviles-Garcia et al. 2016).

Medicago truncatula es una especie de planta del Orden Fabales que se utiliza para el
estudio de las interacciones planta-microorganismo (Benedito et al. 2008) debido a que
tiene un genoma diploide pequeno, un tiempo de generacién corto, es altamente
transformable y su genoma completo fue recientemente reportado (Cook et al. 1999;
Trieu et al. 2000; Young et al. 2011). Ademads, se conoce que las plantas leguminosas

11



(Orden Fabales) son el segundo grupo mas importante de plantas cultivadas para la
alimentacion humana y de ganado, solamente por detrds de las gramineas (Graham PH,

2003), de alli la importancia de su estudio.

En el presente trabajo se explora la hipdtesis de que la DMHDA actia como una molécula

mediadora para la colonizacién endofitica de Medicago truncatula por bacterias del suelo.

12



Il. ANTECEDENTES

I.1. Microbiota vegetal

La microbiota vegetal se define como todos los microorganismos asociados a las plantas
incluyendo comensales, simbiontes y patégenos oportunistas que habitan la planta
huésped (Miiller et al. 2016). Dicha microbiota pueden ayudar a las mismas a suprimir
enfermedades, a estimular el crecimiento, a promover la resistencia al estrés e influenciar
el rendimiento vy la calidad del cultivo mediante la movilizacion y transporte de nutrientes

(Lugtenberg and Kamilova, 2009).

Por lo tanto, la microbiota es uno de los determinantes clave para la salud y productividad
de la planta, esta consiste de microorganismos presentes en la rizésfera, filésfera y
enddsfera. La rizosfera puede contener hasta 107-10° unidades formadoras de colonia
(UFC) de bacterias cultivables por gramo de suelo (Compant et al. 2010). La filésfera, o la
superficie aérea de una planta, es considerada relativamente pobre de nutrientes
comparada con la rizdosfera. Se conoce que la colonizacién microbiana de hojas no es
homogénea debido a que es afectada por estructuras de hojas como venas, pelos y
estomas (Turner et al. 2013). Las superficies de las hojas son colonizadas por hasta 10’
UFC por cm? (Lindow SE et al. 2003). Por otra parte, la endosfera estd formada por
bacterias que se residen por lo menos una parte de su vida en el interior de los tejidos

vegetales (Goel et al. 2017).

A continuacion se desarrollan algunos aspectos relevantes de la rizdsfera y la endésfera.
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11.2. Rizosfera

La rizésfera es un ambiente Unico formado por la interface de las raices de las plantas y el
suelo circundante (Berendsen et al. 2012). En esta regidn particular, el sistema de raiz y
bacterias asociadas proliferan, interactian y responden a cambios en condiciones
ambientales (Campbell et al. 1990), dicha interaccion es influenciada a través de la
liberacion de exudados radicales, de mucilago y por las células desprendidas por la raiz.
Los exudados de raiz contienen una variedad de componentes, predominantemente
acidos organicos y azucares, pero también aminoacidos, acidos grasos, vitaminas, factores
de crecimiento, hormonas y componentes antimicrobianos (Turner et al. 2013). Por lo
tanto, los exudados de raiz son determinantes clave de la estructura del microbioma
rizosferico (Turner et al. 2013), que se refiere a la totalidad de genomas microbianos e
informacién genética presente en la planta habitada (Miiller et al. 2016). Debido al aporte
de los fotosintatos de las plantas a la rizésfera, las densidades de poblaciones microbianas
son entre 3 y 10 veces mas altas en la rizdsfera que en el suelo circundante. Este

fendmeno es conocido como “efecto rizésfera” (Lynch et al. 1990).

1.2.1. Interacciones Planta-rizobacteria benéfica, perjudicial y neutra

Los microorganismos rizosféricos incluyen a hongos, bacterias, protozoa y algas, de entre
los cuales las bacterias constituyen aproximadamente el 95%. Tanto el niumero como los
tipos de bacterias que son encontradas en diferentes suelos, son influenciados por las

condiciones del mismo, tales incluyen temperatura, textura y la presencia de sal y otros
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quimicos asi como el nimero y tipo de plantas encontradas en esos suelos (Glick et al.
1999). Las bacterias respecto a las plantas pueden tener tres efectos: benéfico, perjudicial

o neutro (Glick et al. 2012).

Las bacterias benéficas a menudo se denominan bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPB). Las bacterias que interactian con las plantas, pero que no tienen ningun
efecto discernible en la planta (aunque a menudo es un beneficio para las bacterias) se
denominan bacterias comensales y por ultimo, las bacterias que son dafiinas para las
plantas generalmente se consideran patdgenos de las plantas (fitopatdgenos) (Berendsen

et al. 2012; Glick et al. 2015).

Figura 1. Interacciones

en la rizésfera. Las 2
Filosfera
interacciones planta-

rizobacteria pueden ser
benéficas, perjudiciales

o neutras. Modificado

de Berendsen et al.

2012.

Dafianla planta

Exudados de raiz y
rizodepositos

Microbios i FReos

comensales \
% Microbios
benéficos
No afectana la planta o al patégeno \ Promueven el crecimiento

Se conoce, que las plantas son capaces de influenciar no sélo el nimero sino también la

composicidon y activacion de su microbioma rizosférico a través de sus exudados.
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Viceversa, un amplio rango de patégenos transportados por el suelo son capaces de
afectar la salud de la planta, sin embargo, antes de la infeccién estos microbios estan en
competencia con muchos otros microorganismos en la rizésfera por nutrientes y espacio.
En esta batalla por recursos, microbios benéficos pueden limitar el éxito del patdgeno a
través de la produccidon de compuestos biostaticos, el consumo de (micro) nutrimentos o
estimulando el sistema inmune de la planta. La mayoria de los microbios podrian no
afectar la planta o el patégeno directamente debido a que ocupan diferentes nichos
ecoldgicos (microbios comensales) pero es probable que afecten a cualquier otro
organismo hasta cierto punto a través de una compleja red de interacciones (Figura 1)

(Berendsen et al. 2012).

1.2.2. Bacterias promotoras del crecimiento vegetal

Las PGPRs contribuyen al crecimiento de planta a través de mecanismos directos e
indirectos. Los mecanismos directos incluyen a aquellos por los cuales la bacteria
influencia el crecimiento de la planta por la secrecidon de sustancias promotoras del
crecimiento vegetal, como son auxinas, citocininas, giberelinas y VOCs (Arkhipova et al.
2005; Ryu et al. 2003) o por el mejoramiento en la absorcidon de nutrientes tales como,

hierro, fosfato y nitrogeno (Raya-Gonzalez et al. 2016).

En tanto que, los mecanismos indirectos incluyen la produccidn de antibidticos y de
enzimas degradadoras de la pared celular, la disminucién de los niveles de etileno en la

planta, induciendo la resistencia sistémica, disminuyendo la cantidad de hierro disponible
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para patdégenos y la sintesis de compuestos volatiles los cuales incrementan la aptitud de
la planta por la inhibicion del crecimiento de microorganismos perjudiciales (Glick, 2015;

Santoyo et al. 2012).

Se ha demostrado que tanto las bacterias rizésfericas, como las bacterias que habitan la
endosfera (endofiticas) son capaces de comportarse como PGPRs (Lacava y Azevedo,

2013).

11.2.3. Diversidad bacteriana rizosférica

Desde hace tiempo se conoce que el suelo aloja un gran numero de bacterias (alrededor
de 10% a 10° células por gramo de suelo) y que el numero de células bacterianas
cultivables en el suelo, es generalmente alrededor del 1% del nimero total de células
presentes (Schoenborn et al. 2004). Diversos factores bidticos y abidticos influencian la
diversidad estructural y funcional de las comunidades bacterianas, por ejemplo, el climay
la estacién del ano, los animales, el tipo de suelo, la salud de la planta y el estado de
desarrollo (Fig.2). Los efectos sobre la poblacion del suelo varian con la especie o la
variedad del vegetal (Frioni, 1999). La edad de la planta, su estado sanitario y vigor, el tipo
y posicién de la raiz, asi como el tipo de suelo y el ambiente determinan el efecto
rizosférico. Asimismo, el grado de lignificacion del aparato radical, el cual estd asociado a
la edad del cultivo, afecta decisivamente la composicidn cualitativa y cuantitativa de los
exudados radicales (Lynch, 1990; Gonzdlez-Manero et al. 1995) y por lo tanto, es un factor

gue influye en el funcionamiento de la rizésfera.
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Estudios de microbiomas rizésfericos de distintas plantas han revelado que la distribucion
a nivel taxonémico de phyla microbianos son similares. Proteobacteria usualmente
domina las muestras, particularmente aquellas de la clase a y B. Otros grupos principales
incluyen a Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia y
Acidobacteria. (Turner et al. 2013). Dentro de las PGPRs se incluyen varios géneros
bacterianos, entre los que destacan Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter y Serratia
(Klopper et al., 1989), Azospirillum (Okon & Labandera-Gonzalez, 1994), Pseudomonas
(Cook & Baker, 1983), Azotobacter (Khalid & Ashad., 2004), Frankia, Thiobacillus (Baker et
al., 2007). Burkholderia, Clostridium, Klebsiella, Xanthomonas, Hafnia, Flavobacterium,

Erwinia, Alcaligenes, Agrobacterium.

En un estudio realizado por Ofek et al. (2014), se compararon la diversidad y actividad de
las comunidades bacterianas en el rizoplano y en el suelo situado mas alld de la rizdsfera
de plantas de pepino, jitomate, trigo y maiz, mediante un andlisis metagendémico y se
observé que las comunidades de raiz y suelo difirieron significantemente. Las raices
fueron dominadas significantemente por Proteobacteria (80%) mientras que en el suelo
las Actinobacterias fueron las mas abundantes (40%). Ademads se reflej6 un cambio
poblacional importante en la abundancia de bacterias y-proteobacteria (desde 5.1% en
suelo a 25.2% en asociacion con raices) y también de o-proteobacteria, la clase
dominante de bacterias de la raiz, que aumentaron 1.5 veces respecto a las poblaciones
del suelo (38.1% de las lecturas bacterianas totales). También pudo observarse que en el
rizoplano de las plantas se produjo una composicién en la comunidad microbiana que fue

distintiva de cada especie vegetal.
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Figura 2. Conductores de la estructura de la comunidad microbiana dentro de la raiz. El suelo es capaz
de influenciar la composiciéon del microbioma del mismo a través de factores locales y de gran escala
(flecha café). Similarmente, el ambiente del suelo también influencia la fisiologia de la planta (flecha
café), afectando asi a las interacciones bioquimicas entre las raices de las plantas y el microbioma del
suelo. Las plantas seleccionan y reclutan a enddfitas potenciales (flecha verde) a través de las diferencias
en la arquitectura de la raiz y la sefalizacion quimica en los exudados de raiz. Las endodfitas potenciales
cooperan y compiten por sitios de invasién en la raiz (flecha azul). Una vez establecidas dentro de la raiz
de la planta pueden influenciar el crecimiento (flecha morada) a través de la liberacion de fitohormonas
(fitoestimulacién), incrementando el suministro de nutrientes (biofertilizacion) y proporcionando
proteccién contra fitopatégenos (biocontrol). Este subconjunto de poblacién enddfita es llamado
bacterias endoéfitas promotoras del crecimiento vegetal (PGPBEs) (Gaeiro et al. 2013. American Journal of
Botany 100: 1738-1750).

1.2.4. Competencia entre bacterias rizosféricas

La rizosfera es un ambiente altamente competitivo por microorganismos para ocupar

espacios y obtener nutrimentos (Raaijmakers et al. 2002). Los microorganismos, ya sean
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potencialmente benéficos o patogénicos compiten por colonizar los tejidos de las plantas
y en obtener nutrientes, logrando proliferar en este microambiente, posiblemente
afectando el crecimiento y desarrollo de la planta (Haas and Keel, 2003). Dada la
abundancia relativa de sustratos en la rizdsfera, la eficiencia en la absorcién de nutrientes
y catabolismo de las bacterias es un factor clave para la competitividad (Chin-A-Woeng et
al., 2003). La implementacidn de estrategias metabdlicas, como por ejemplo, la capacidad
de conversion extracelular de la glucosa a acido glucénico y acido 2-cetoglucénico permite
a algunas bacterias, incluyendo varias especies de Pseudomonas, secuestrar
eficientemente glucosa y darle una ventaja sobre los microorganismos que carecen de la
capacidad de utilizar estos compuestos (Gottschalk, 1986). Otro ejemplo es la producciéon
de siderdforos especificos por algunas bacterias especialmente del género Pseudomonas,
no solo como parte de un sistema de captacién de hierro de alta afinidad, sino también

para secuestrar el hierro y dejarlo indisponible para otras bacterias (Sexton et al. 2017).

1.2.5. Reclutamiento de bacterias rizésfericas por las plantas

Las plantas pueden influenciar la composicién del microbioma de la raiz por la secrecién
activa de compuestos que especificamente estimulan o inhiben a miembros de la
comunidad microbiana debido a esto, en la rizdésfera existe una seleccion de
microorganismos que son capaces de prosperar con base a los exudados de raiz y
competir con otros. Por lo tanto, la colonizacién endofitica de las plantas por bacterias es

un proceso complejo que requiere de la capacidad de la bacteria para competir en el suelo
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rizésferico y encontrar un lugar para comunicarse e interactuar con las raices de las

plantas (Bais HP et al. 2006).

Las raices de las plantas secretan grandes cantidades que van del 10% hasta el 44% de su
carbono fijado fotosintéticamente como exudados los cuales contienen un amplio rango
de moléculas como carbohidratos, aminoacidos, dcidos organicos, vitaminas, polisacaridos
y mucilago; también descaman células del borde de la capa de raiz, (Bais HP et al. 2006;
Bertin C et al. 2003). De entre los fotosintatos exudados por la raiz, destacan los acidos
orgdnicos, que han recibido atencidn considerable por su funcién en la produccién de
sustratos para el metabolismo microbiano y por su funcién como intermediarios para

reacciones biogeoquimicas en el suelo.

Especialmente, las plantas que crecen en ambientes de bajo contenido de nutrientes
emplean exudados de raiz de distintas formas. Un ejemplo es: como sefiales simbidticas a
los microorganismos del suelo involucrados en la adquisicion de nutrimentos (Berg y
Smalla, 2009). De esta forma, las raices proporcionan un nicho atractivo y rico en
nutrimentos para microorganismos, donde las interacciones de ambas partes también son
fomentadas por la necesidad de un transporte intenso de agua y moléculas solubles por

las raices. (Dakora & Phillips, 2002).

Debido a que los exudados de raiz son quimicamente diversos, incluyen a aquellas
moléculas involucradas en atraer microorganismos a la raiz o en el caso de endofitos,
microorganismos que sean capaces de colonizar tejidos internos de las plantas (Santoyo et

al. 2016). Sin embargo, las diferencias en los patrones de exudados de la raiz de la planta,
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pueden tener efectos negativos o positivos sobre microorganismos (Bais et al. 2006) los

cuales, probablemente juegan un papel importante en el desarrollo del tipo de planta.

La funcién de las moléculas derivadas de raices ha sido demostrada en un enfoque
reduccionista. Shidore et al. 2012 demostraron que los exudados de raiz colectados bajo
condiciones estériles inducen una respuesta transcriptdmica global en la bacteria enddfita
Azoarcus sp. strain BH72 elevando la expresién de genes requeridos para la colonizacién
endofitica, sugiriendo que la bacteria fue preparada para el estilo de vida endofitico por

exudados producidos por la planta.

En un estudio realizado por Dayakar et al. 2013 se analizé el efecto de diferentes grupos
de compuestos naturales derivados de los exudados de raiz de Arabidopsis thaliana en la
composicion microbiana del suelo. En el estudio se demostré que fenoles estan
correlacionados significantemente con 31 OTUs (correspondientes a las especies de
Rhizobium, Bacillus, Sphingomonas, Streptomycineae, Pseudonocardineae, etc.) seguido
de aminoacidos con 9 OTUs y alcoholes dulces con uno. Sugiriendo con estos datos que los
azUcares, aminodcidos y alcoholes dulces actian como atrayentes generales para un
amplio rango de microbios, sin embargo los compuestos fendlicos actian como sustratos
especificos o moléculas de sefalizacién para microbios especificos. Dos azucares (glucosa
o fructosa) estan positivamente correlacionados con 28 OTUs, reforzando lo establecido

que azucares actian como quimio-atrayentes generales.
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Exudados rizosféricos atrayentes y antibacterianos

El "efecto rizosfera", descrito por primera vez por Hiltner en 1904 (Hiltner et al. 1904),
asume que muchos microorganismos son atraidos por nutrientes exudados por las raices
de las plantas. Hiltner observé que el nimero y la actividad de los microorganismos

incrementaban en las proximidades de las raices de las plantas (Bais et al. 2006).

Por el hecho de que exudados de raiz son altamente especificos de especies vegetales, el
uso de compuestos especificos pueden explicar la especificidad de las comunidades
microbianas por la planta. Curiosamente, los flavonoides, una clase diversa de
compuestos polifendlicos secretados por las plantas, a menudo sirven en interacciones
entre plantas y microorganismos (Shaw et al. 2006). Por ejemplo, la secrecién de
isoflavonas en las raices de soja atrae a la bacteria Bradyrhizobium japonicum asi como al

patégeno Phytophthora sojae (Morris et al. 1998).

Se conoce que, las raices de las plantas incrementan substancialmente la actividad
microbiana en la rizésfera (Oger et al. 2004). Tal como las interacciones simbidticas
microbio-raiz dependen de metabolitos secundarios en exudados de raiz para la iniciacién
y desarrollo de asociaciones benéficas, la supervivencia de células de raiz fisicamente
vulnerables ante el continuo atague de microorganismos patégenos depende de
“productos quimicos subterraneos” mediados por la secrecién vegetal de fitoalexinas,

proteinas de defensa y otros quimicos aun no conocidos (Bais HP et al. 2006).
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Por ejemplo, se ha reportado la evidencia de la participacion de oxalato en el
reclutamiento de la cepa bacteriana benéfica Burkholderia phytofirmans PsJN por plantas
huéspedes (Kost et al. 2014). En el estudio, una cepa mutante en la utilizacién de oxalato
de Burkholderia phytofirmans fue usada para inocular plantas de lupino y maiz que
secretan niveles bajos y moderados de oxalato respectivamente. La mutante fue
observada en numeros significativamente menores comparados con los de la cepa
silvestre tanto en maiz como en lupino tres dias después de la inoculacién. El oxalato
también ha sido observado en los exudados de raiz de Brachypodium, observandose altos

numeros de Proteobacterias en al rizésfera de esta planta (Kawasaki et al. 2016).

Ademas en un estudio realizado por Yuan et al. 2015 se determind la respuesta
quimotactica y la formacién de biofilm de Bacillus amyloliquefaciens NJN-6 en respuesta a
los acidos organicos encontrados en los exudados de raiz en banana, sugiriendo con los
resultados que los exudados de raiz que contienen los acidos organicos inducen la
quimiotaxis y la formacidn de biofiim en NIN-6. De hecho, la fuerte respuesta
guimiotdctica y de biofilm se encontré cuando se aplicarén 50 UM de acidos organicos.
Mostrando con los resultados que los exudados de raiz en banana, en particular acidos
organicos tienen un efecto crucial en la atraccioén vy la inicializacién de la colonizacién de

PGPR en raices del huésped.

24



11.3. Bacterias endofitas

Los bacterias enddfitas pueden ser definidas como todas aquellas bacterias que pueden
colonizar el tejido interno de las plantas sin mostrar efectos negativos en su huésped
(Marquez-Santacruz et al. 2010). Sin embargo las comunidades endéfitas pueden incluir
hongos y se asume que contribuyen al crecimiento, desarrollo, aptitud y adaptacién de la
planta huésped (Rodriguez et al. 2008; Hardoim et al. 2015; Kandel et al. 2017). Por
ejemplo las bacterias endodfitas diazotroéficas (fijadoras de nitrégeno) pueden convertir gas
dinitrégeno en compuestos de nitrégeno tales como amonio y nitrato que estan

potencialmente disponibles para el metabolismo de la planta (Santi et al. 2013).

Las poblaciones endofiticas al igual que las poblaciones rizosféricas, estan condicionadas
por factores bidticos y abidticos, pero en todo caso el entorno endofitico es mejor
controlado por las plantas que el entorno rizosférico, y de este modo las plantas ejercen
una mayor seleccion sobre las poblaciones endofiticas que sobre las poblaciones

rizosféricas (Lundberg et al. 2012; Kandel et al. 2017).

11.3.1. Diversidad de bacterias endofitas

En general, en diversos estudios, la division Proteobacteria, incluyendo las clases a, B y y-
proteobacteria son reportadas como enddfitas dominantes, sin embargo miembros de
Firmicutes y Actinobacteria también han sido encontradas constantemente como
enddfitas. Otras clases como Bacteroidetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia vy

Acidobacteria son menos comunes sin embargo, también se encuentran como enddfitas.
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Los géneros comunmente encontrados como enddfitas son Pseudomonas, Bacillus,
Burkholderia, Stenotrophomonas, Micrococcus, Pantoea, Microbacterium, (Romero et al.
2014; Hallmann et al. 1997; Sturzet et al. 2000; Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006;
Marquez-Santacruz et al. 2010). Todos estos géneros descritos como bacterias endéfitas,
son comunmente encontrados como habitantes de la rizdosfera. Por lo tanto, se ha
sugerido que el microbioma endofitico podria ser una subpoblacion de bacterias
habitantes de la rizésfera (Marquez-Santacruz et al. 2010; Germida et al. 1998). En este
sentido Rosenblueth y Martinez-Romero (2004) mostraron que muchas de las bacterias

rizosféricas son igualmente competitivas en la endosfera de la planta.

Recientemente Romero et al. (2014) demostraron el poder del método de
pirosecuenciacion del ARNr-16S en la determinacién de la composicion de comunidades
endofiticas bacterianas en hojas de tomate (Solanum lycopersicum). Determinaron que las
comunidades enddfitas estaban compuestas principalmente por cinco phyla, siendo
Proteobacteria la mdas abundante (90%) otros phyla detectados fueron Actinobacteria
(1.5%) Planctomycetes (1.4%), Verrucomicrobia (1.1%) y Acidobacteria (0.5%) (Santoyo et

al. 2016).

1.3.2. Factores que afectan la composicion del microbioma endofitico

Se conoce que los factores geograficos y climaticos a gran escala proporcionan controles
externos sobre las comunidades endofiticas debido a las diferentes condiciones

ambientales dptimas de las especies, predeterminando asi los microorganismos que
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pueden habitar el suelo. Estos factores pueden influenciar la fisiologia de la planta y por lo
tanto alterar las interacciones planta-endodfitas. La Latitud, elevacién, temperatura y
precipitacion son algunos de estos factores, que pueden interactuar y afectar e influenciar
la composicion de la comunidad endofitica (Gairo et al. 2013). Por ejemplo, enddfitas
rhizobias y no rhizobias en Sphaerophysa salsula fueron capaces de ser claramente
agrupadas por drea muestreada, con distintas areas que difieren en la precipitacién, en la

textura y en el contenido de nutrientes del suelo (Deng et al. 2011).

Por otra parte, las condiciones locales edaficas también pueden ser importantes en
influenciar la estructura de la comunidad enddfitica. El pH es uno de los principales
determinantes de la composicién de especies en el suelo (Baker et al. 2009). En plantas
leguminosas, el incremento de la acidez en el suelo ha resultado en baja riqueza y
diversidad enddfita y en una gran abundancia de especies acido tolerantes de rhizobia
(Lafay y Burdon, 1998; Bala et al. 2003). El tipo de suelo también es un determinante de la
comunidad endofitica muy importante; suelos organicos tienen una alta capacidad de
retencién de humedad asi como mas nutrientes y carbono orgdnico que sus contrapartes
minerales y aloja diferentes comunidades (Gairo et al. 2013). En un estudio realizado por
Long et al. en el 2010, se determind que las comunidades enddfitas de raiz fueron mas
diversas en tabaco (Nicotiana attenuata) de suelos organicos, comparadas con aquellas

crecidas en suelos minerales (Gairo et al. 2013).
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Influencia de factores en el microbioma asociado
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Figura 3. Modelo de enriquecimiento de tres pasos para microorganismos colonizando diferentes
microambientes. En suelo entero, las comunidades microbianas dependen del tipo de suelo, factores
ambientales e historia de la vegetacidn. Hacia la raiz, los gradientes en la rizésfera impuestos por la raiz
(tales como, liberacion de fuentes de carbono y fitoquimicos, gradiente de oxigeno y pH y agotamiento de
nutrientes) afectan la composicién de la comunidad y el genotipo de la planta tiene una influencia
relativamente pequefia. Una comunidad mas especializada es enriquecida en el rizoplano bajo la influencia
de factores especificos del genotipo de la planta. La endorizosfera es habitada por una comunidad de
menor complejidad. Rasgos bacterianos especificos son requeridos para el ingreso y establycimiento dentro
de este compartimento, y el genotipo del huésped probablemente tenga la influencia mas fuerte en la
estructura de la comunidad en este compartimento. Abreviaciones: LPS, lipoquitooligosacaridos; ROS,
especies reactivas de oxigeno. (Reinhold-Hurek et al. 2015. Annu. Rev. Phytopathol.53:403-424).

Experimentos de competencia con enddfitas, han mostrado que algunas enddfitas son
mas agresivas como colonizadoras debido a que desplazan a otras. Esto fue observado con
Pantoea sp. La cual fue desplazada por Ochrobactrum sp. en arroz (Verma et al. 2004) y
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por diferentes cepas de Rhizobium etli en maiz (Rosenblueth y Martinez-Romero 2004).
Ademas la presencia de diferentes especies enddfitas en soja dependen del genotipo y la
edad de la planta, de la muestra de tejido y de la estacién en la que fue aislada (Kuklinsky-

Sobral et al. 2004).

El manejo antropogénico, como la aplicacién de fertilizantes y pesticidas también puede
influenciar la composicién de la comunidad enddfita. Por ejemplo, el maiz modificado con
fertilizante orgdnico mostré un aumento en la riqueza de especies metanotroficas y una
composicidon enddfita significativamente diferente comparada con la encontrada bajo la

aplicacion del fertilizante mineral (Seghers et al. 2004).

11.3.3. Efecto de la motilidad bacteriana en la colonizacidon endofitica

Se ha mostrado que tanto la superficie como la composicién de lipopolisacaridos de una
bacteria asi como el pili tipo IV y enzimas degradadoras de polimeros de plantas tales
como celulasas o pectinasas, son requeridas para la colonizaciéon endofitica eficiente
(Reinhold-Hurek y Hurek 2011) . Los pili tipo IV retroactivos son usados no solo para la
adhesién sino también para la movilidad por deslizamiento en superficie sdlidas, lo cual
depende de la retraccién mediada por pilT del pili. Una mutacién en pilT de Azoarcus sp.
BH72, el cual todavia produce pili pero no es capaz de movilidad “por deslizamiento”, fue
particularmente alterada en la colonizacidon endofitica sin embargo todavia coloniza la
superficie de la raiz (Bohm et al. 2007). Igualmente una mutante que carece de flagelo

solo falld6 en la colonizacién endofitica. Por lo tanto, algunos rasgos de motilidad
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requeridos para la para colonizacion de rizoplano podrian ser diferentes de los requeridos

para la colonizacién endofitica.

1.3.4. Control de la planta sobre el microbioma endofitico

No obstante estudios previos sefialan que el suelo ha sido identificado como un factor
determinante en la composicion de la comunidades bacterianas, ya que actla como
reservorio de microorganismos que pueden ser reclutados para colonizar las raices (Tan Z
et. al 2003; Schreiter et al. 2014), las plantas también ejercen una influencia determinante
en el microbioma endofitico. Bajo suelos y condiciones ambientales idénticas, el genotipo
de la planta es el principal conductor de cambios estructurales y funcionales de diversas
comunidades de raiz, indicando que la planta actia como un filtro para su propio
microbioma (Reinhold-Hurek, 2015; Reinhold-Hurek B, 2011). Las plantas pueden
determinar la composicién de su microbioma de raiz por la secrecién activa de
componentes que especificamente estimulan o reprimen miembros de la comunidad

microbiana (Doornbos et. al 2012).

Las bacterias enddfitas fijadoras de Nitrégeno solo constituyen una pequeiia proporcién
del total de las bacterias (Barraquio et al. 1997; Ladha et al. 1983; Martinez et al. 2003), y
el incremento de las mismas ha sido considerado como una posibilidad para incrementar
la fijacidon de nitrégeno, incluso la mejor interaccion planta-bacteria descrita es la
establecida entre plantas leguminosas-rizobias. Las interacciones de bacterias fijadoras

pertenecientes a los géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium, Ensifer, Mesorhizobium y
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Sinorhizobium son capaces de inducir la diferenciaciéon de la estructura de nddulo en raiz
como se ha demostrado en plantas Fabaceae y Parasponia (Provorov et al. 2009).
Sintomas tipicos en las raices de plantas leguminosas infectadas por rhizobia son la
curvatura de los pelos radiculares y la apariciéon de hilos de infeccion y finalmente el
nddulo primordio en las capas internas de raiz. Todos estos procesos son mediados por un
intercambio de sefalizacion entre plantas-rhizobia. En células primordio, la bacteria es
rodeada por la membrana de la planta y juntas la bacteria y la planta forman un el
simbiosoma, en el cual el nitrégeno atmosférico es fijado y transferido en intercambio por

carbohidratos (Pawlowski K. 2009).

Iniguez y colaboradores (2005) usaron mutantes de Medicago truncatula y Arabidopsis
thaliana para determinar el papel de las vias de defensa de las plantas en regular el
numero de bacterias enddfitas. Ellos encontraron que el etileno, molécula seial que
induce la resistencia sistémica en plantas, disminuye la colonizacidon por Klebsiella sp.
Kp342 y las cepas Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella typhimurium).
Una mutante de Medicago truncatula insensible a etileno fue hipercolonizada por Kp342

(Rosenblueth et al. 2006).

1.3.5. La bacteria endofitica Arthrobacter agilis UMCV2

Arthrobacter agilis UMCV2 es una actinobacteria rizosférica aislada de la rizésfera de maiz,
capaz de promover el crecimiento de las leguminosas, frijol (Phaseolus vulgaris) y a-Ifa

(Medicago sativa) cuando es inoculada en las raices de estas plantas (Valencia-Cantero et
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al., 2007; Velazquez-Becerra et al. 2011), dicha promocion estd dada por distintos
mecanismos que incluyen i) el mejoramiento del estado nutricional de plantas mediante la
promocion de mecanismos de adquisicion de hierro involucrados en la disolucién y
reduccién de Fe*? presente en el suelo (Valencia-Cantero et al. 2007), ii) la emision
compuestos organico volatiles que actia como molécula seial estimulando el crecimiento
de la raiz y de los tejidos aéreos de M. sativa (Veldzquez-Becerra et al. 2011) v iii)
estimulando los mecanismos de absorcién de hierro en la planta (Orozco-Mosqueda et al.

2013).

Aviles-Garcia et al. (2016) demostraron que A. agilis UMCV2 es capaz de colonizar y
prosperar como bacteria enddfita en M. truncatula, y que esta capacidad es mayor

cuando el Fe se encuentra mas disponible para la planta.

Un estudio realizado por Montejano-Ramirez et al. (2018) mostré que la inoculacion de A.
agilis UMCV2 en plantas de M. truncatula incremento 12 veces la expresion de MtDef2.1
(gen de respuesta a acido jasmodnico involucrado en la via ISR). La inducciéon de este gen es
aun mayor cuando las plantas fueron sometidas a deficiencia de hierro e inoculadas con la
planta. La expresién de MtPR1 (un gen de respuesta a 4cido salicilico involucrado en la via
SAR) también se indujo en plantas inoculadas con la bacteria (hasta 12 veces), mostrando
gue la colonizacién endofitica de A. agilis produce una induccién duradera del sistema de

defensa ISR y SAR de M. truncatula que es potenciado por la deficiencia de hierro.

Otro estudio realizado en plantas de S. bicolor en un sistema de compartimientos

separados donde las plantas y las bacterias no entran en contacto fisico, mostré que los
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VOCs emitidos por A. agilis UMCV2 fueron suficientes para inducir tanto genes
relacionados a las vias de defensa ISR y SAR (Hernandez-Calderdén et al. 2018) lo que
sugiere que compuestos sefial emitidos por rizobacterias podrian afectar la colonizacion

endofita de las plantas al estimular sus sistemas de defensa sistémica.

11.4. Dimetilhexadecilamina

Los compuestos organicos volatiles (VOCs) son definidos como todos aquellos compuestos
que presentan una presion de vapor de 0.01 kPa o mds a 293.15 °K (20 °C) (Insam y
Seewald, 2010), por lo que son volatiles a temperatura ambiente. Uno de los VOCs
producidos por e A. agilis UMCV2 es la N,N-dimetilhexadecilamina (dimetilhexadecilamina
o DMHDA), compuesto estructuralmente relacionado a las alcamidas, capaz de promover

el crecimiento vegetal de M. sativa (Velazquez-Becerra et al. 2011).

Se ha reportado que la DMHDA es producida por otras rizobacterias incluidas Bacillus
subtilis G8 (Firmicutes) (Liu et al. 2008) Sinorhizobium meliloti 1021 (a-proteobacteria)
(Orozco-Mosqueda et al. 2013) y Pseudomonas fluorescens UM270 (y-proteobacteria)
(Hernandez-Ledn et al. 2015); no obstante, estas bacterias pertenecen a divisiones y
subdivisiones distintas, tienen en comun ademas de producir DMHDA, su capacidad para
promover el crecimiento vegetal en plantas. Esto sugiere que la DMHDA podria ser una

caracteristica de muy diversas PGPRs.
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1.4.1. Dimetilhexadecilamina y resistencia sistémica

Diferentes rizobacterias pueden inducir el desarrollo coordinado y respuestas de defensas
en plantas, ya que ambas acciones son tipicamente mediadas por la fitohormona acido
jasmodnico (Wasternack 2007; Raya-Gonzalez et al. 2012). En un estudio realizado por Raya
Gonzalez et al. 2017 se analizé si la DMHDA podia activar la expresion de la via ISR de
respuesta al acido jasmodnico evaluando el efecto del en compuesto la expresion del gen
marcador pLOX2:uidA que corresponde a una lipooxigenasa que participa en la sintesis del
de dicho fitohormona, encontrandose que exposicion de las plantas tanto a acido
jasménico como a DMHDA enciende la expresion del gen marcador con intensidades

semejantes. Esto muestra que la via de ISR es activada por el compuesto bacteriano.

11.4.2. Efecto de la dimetilhexadecilamina en los microorganismos

Reportes previos han mostrado que la aplicaciéon exégena de DMHDA a cultivos de A.
agilis UMCV2 tiene un efecto sobre el crecimiento bacteriano en forma dosis
dependiente, observandose que a concentraciones de 0.37 a 1.5 uM se estimula el
crecimiento de la bacteria, mientras que concentraciones de 6 y 12 uM inhibe el
crecimiento de esta bacteria (Veldzquez-Becerra et al. 2011). Otro estudio realizado por
Martinez- Cdmara (comunicacion personal) se analizé el efecto de la DMHDA sobre el
crecimiento poblacional de Bacillus subtilis zap018-2, Pseudomonas aeruginosa PAO1 y la
mutante Pseudomonas aeruginosa Lasl, observando que la DMHDA tuvo un estimulador

del crecimiento de B. subtilis zap018-2 en un intervalo de concentraciones de 0.37 a 3 uM
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mientras que a la concentracién de 12 uM produjo un efecto inhibitorio sobre la misma.
Sin embargo, este compuesto no mostrd un efecto sobre la bacteria P. aeruginosa PAO1 y
la mutante Lasl en el mismo intervalo de concentraciones. Con estos resultados, se
concluyd que la DMHDA tiene un efecto de modulacion sobre el crecimiento bacteriano,

resultando distinto en diferentes microorganismos.

Otro reporte seiala que la DMHDA inhibe fuertemente el crecimiento tanto del hongo
fitopatdgeno Botrytis cinerea como del oomiceto Phytophthora cinnamomi también en
forma dosis dependiente. En el caso de B. cinerea, la inhibicién del crecimiento fue
alrededor del 35% a 12.5 uM de DMHDA mientras que la mas alta concentraciéon evaluada
(100 uM) mostré una inhibicién cercana al 70%. Un efecto inhibitorio mayor de DMHDA se
evidencid para P. cinnamomi en el cual la concentracidon de 25 uM inhibe el crecimiento
en un 80% comparados con los controles sin el compuesto; sin embargo Trichoderma
virens y T. atroviride mostrarén una sensibilidad reducida a DMHDA comparado con B.
cinerea y P. cinnamomi. La concentracién de 12 uM de DMHDA que causo una fuerte
inhibicidn de crecimiento de ambos no afecto el crecimiento de T. virens y solo se observd
una ligera reduccion del 7% a la concentracién de 50 UM comparado con el control. La
concentracion mas alta de DMHDA evaluada (100 uM) produjo una inhibicion modesta
cerca del 15% en el crecimiento de T. virans. Similarmente, el crecimiento T. atroviride no

fue inhibido a bajas concentraciones de DMHDA (Velazquez- Becerra et al. 2013).

35



ll. JUSTIFICACION

Diversas PGPRs producen el compuesto DMHDA, el cual modula la morfogénesis, estimula
las vias de defensa en plantas y regula el crecimiento de distintas bacterias en forma dosis
dependiente. Asimismo, se conoce que algunas de estas PGPRs tiene la capacidad de
colonizar endofiticamente a la leguminosa Medicago truncatula; sin embargo, se
desconoce si la DMHDA interviene en dicha capacidad y si influye en la estructura de la

microbiota endofitica.
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IV. HIPOTESIS

La DMHDA actiua como una molécula mediadora para la colonizacién endofitica de

Medicago truncatula por bacterias del suelo.
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IvV.1. Objetivo General

Determinar el efecto de la DMHDA sobre la colonizacion endofitica de Medicago

truncatula.

Iv.2. Objetivos especificos

e (Caracterizar la estructura de la comunidad bacteriana de un suelo modelo no

desecado, rizésfera y la microbiota endofitica de M. truncatula.

e Determinar el efecto de la DMHDA en la estructura de la microbiota endofitica de

M. truncatula in vitro.

e Examinar la especificidad de la DMHDA como molécula seial de A. agilis UMCV2

en el proceso de colonizacién endofitica de M. truncatula.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Suelo modelo
Se utilizé un suelo tipo andosol ligeramente acido (pH 6.2) obtenido del municipio de
Uruapan en México (19°23_56.69_N, 102°02_41.17_W) con una capacidad de campo del
67.5%, 64.47% de arena, 27.44% de limo, 7.80% de arcilla, 1.74% de COs total y 8.94% de
materia orgdnica. Este suelo fue usado como fuente de poblaciones bacterianas. El analisis
del suelo se realizd en el laboratorio de Fertilidad de suelo y nutricidon vegetal del Instituto
Nacional de Agricultura y silvicultura (INIFAP) en Celaya, México. El suelo fue tomado de la
capa superior del suelo (0—20 cm), se tamizé (4mm) y se mantuvo a 4 ° C hasta el andlisis

quimico. A. agilis UMCV2 fue aislada de este suelo (Valencia-Cantero et al. 2007).

V.2. Condiciones de crecimiento de plantas de Medicago truncatula

Se usaron plantas de Medicago truncatula ecotipo Jemalong (A17-1). Las semillas fueron
escarificadas con dacido sulfurico anhidro concentrado. El exceso de acido fue removido
por 6 lavados con agua desionizada estéril y la esterilizacion se realizé con una solucién
de hipoclorito de sodio 2.5% por 2 minutos, posteriormente se realizaron 6 lavados con
agua destilada estéril. Las semillas fueron germinadas en medio completo Murashige-
Skoog (MS) (con 0.6% de fitagar) en cajas Petri envueltas en papel aluminio para evitar la

exposicidn a la luz, estas se mantuvieron a 4°C durante 3 dias.
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Las plantas germinadas en las cajas Petri fueron transferidas a macetas (tres plantas por
maceta) de 60 mL conteniendo 140 gr de suelo modelo.

Otras plantas fueron transferidas a frascos de vidrio de 170 mL cerrados con tapas
translicidas (magenta © Sigma-Aldrich) conteniendo 50 mL de medio Hoagland 1X,
suplementado con 50 mL de extracto de suelo modelo desecado/L, 6 g/L de agar
(Phytotechnology,X Shawnee Mission KS, US) y DMHDA a concentraciones de 1, 2, 4y 8
UM,

Por otra parte, otras plantas fueron transferidas a frascos de vidrio de 170 mL cerrados
con tapas translicidas (magenta © Sigma-Aldrich) conteniendo 50 mL de medio Hoagland
1X, 50 mL de extracto de suelo desecado, 6 g/L de agar (Phytotechnology,X Shawnee
Mission KS, US) y DMHDA a concentracionesde 1, 2, 4, 8y 16 uM.

Las plantas en macetas o frascos fueron crecidas en una cdmara de crecimiento Percival
(ciclo de 16-h luz/8-h oscuridad) con una intensidad de luz de 200 mol-m?s?! a 22°C
durante 21 dias. Transcurrido el tiempo las plantulas fueron colectadas, medidas y
pesadas. La concentracidn de clorofila se midié empleando el medidor de clorofila CCM-
600 OPTI-SCIENCES el tejido vegetal se desinfectd y conservo para la obtencion de ADN.

Todos los tratamientos se realizaron con tres réplicas bioldgicas.
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V.3.Preparacion de la microbiota de suelo modelo natural y la microbiota

modificada de suelo modelo desecado.

Para la obtencion de la microbiota de suelo no desecado, se prepard una solucion del
suelo modelo agregando 10 gr de suelo/100mL de agua desionizada, se agito durante 2
horas y posteriormente se filtré para eliminar residuos sélidos provenientes del suelo
hasta obtener una solucidon clara, a esta solucién se le considero extracto de suelo no

desecado.

Para el desecamiento del suelo modelo, se mantuvo a temperatura ambiente durante 3
meses dejandolo secarse. De este se obtuvo la microbiota, realizando una solucién del
suelo modelo agregando 10 gr de suelo/100 mL de agua desionizada, se agito durante 2
horas y posteriormente se filtré para eliminar residuos sélidos provenientes del suelo
hasta obtener una suspension clara a la que le fue adicionada 0.4 mL de una suspension
de A. agilis UMCV2 con una densidad 6ptica de 1 a 595 nm. A esta suspensién se le

considero extracto de microbiota de suelo desecado.

V.4. Extraccion de ADN metagendmico de suelo modelo

Se realizd la extraccion del ADN total de muestras de suelo empleando el kit de
aislamiento de ADN MO BIO PowerSoil® siguiendo las instrucciones del fabricante. La

solucién de ADN extraida fue completamente transparente y se analizé su integridad por
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electroforesis en gel de agarosa (1%). El ADN se evalu6 usando pequefias cantidades de
ADN metagendmico como un templado para la amplificacién de genes ribosomales 16S
con los oligonucledétidos universales FD1y RD1: 5'-CAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3'y 5'-
AAG GAG GTG ATC CAG CC-3" (Weisburg et al. 1991; Velazquez-Sepulveda et al. 2012).
Una vez analizado se procedié a conservar las muestras a - 20°C para su posterior uso en

la caracterizacién de su comunidad bacteriana mediante qPCR.

V.5. Obtencion de ADN rizdsférico

Para la obtencion de las muestras de suelo rizésferico, las raices fueron cuidadosamente
removidas de cada maceta y el exceso de suelo fue removido sacudiéndolo. Al suelo que
permanecié adherido a las raices se le consideré como suelo rizésferico (Sturz et al. 2001).
El suelo fue separado en 3 muestras.

Para la extraccidon de ADN, se empled el kit de aislamiento de ADN MO BIO PowerSoil®
siguiendo las instrucciones del fabricante. La soluciéon de ADN extraida fue completamente
transparente y se analizé su integridad por electroforesis en gel de agarosa (1%). EIl ADN
se evalué usando pequefias cantidades de ADN metagendmico como un templado para la
amplificacién de genes ribosomales 16S con los oligonucleétidos universales FD1 y RD1:
5’- (Weisburg et al. 1991; Velazquez-Sepulveda et al. 2012). En todos los casos el ADN fue
cuantificado empleando el micro espectrofotometro Nanodrop 2000c de Thermo
SCIENTIFIC. El ADN analizado se procedié a conservar las muestras a - 20°C hasta su

empleo en la caracterizacién del microbioma endofitico por qPCR.
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V.6. Extraccion de ADN total de plantas de Medicago truncatula

Los tejidos de las plantas fueron colectados tras 21 dias de crecimiento (seccién VI.2) y
posteriormente se realizd la esterilizacidn superficial de las plantulas sumergiendo raices y
brotes por separado en etanol al 70% por 3 min y 1 min respectivamente, enseguida
realizando 5 lavados con agua desionizada estéril y sumergiendo en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2.5% durante 5 y 3 min respectivamente, enseguida se enjuagaron
con etanol al 70% durante 30 s y por ultimo se lavaron 5 veces con agua desionizada
estéril. Para confirmar que el proceso de esterilizaciéon fue exitoso, las alicuotas de agua
desionizada estéril usadas en el ultimo lavado fueron plaqueadas en cajas Petri con agar
nutritivo, las placas fueron incubadas durante 5 dias a 28 °C y posteriormente examinadas,
considerandose que la ausencia de crecimiento bacteriano implicaba una desinfeccién
exitosa las superficies de los tejidos (Marquez-Santacruz HA, 2010). Una vez corroborada
que la desinfeccidn, los tejidos fueron usados para el aislamiento de ADN total.

Se realizd la extracciéon del ADN total de brotes y raices de cada una de las réplicas
empleando la técnica de Mahuku, (2004) y enseguida se procedié a cuantificar la cantidad
de ADN total en cada una de las muestras compuestas empleando el Nanodrop 2000c de
Thermo SCIENTIFIC. Estas muestras fueron conservadas a -20°C para la posterior

caracterizacion del microbioma endofitico mediante gPCR.
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V.7. Cuantificacion de las comunidades bacterianas por PCR en tiempo real (qPCR)

Para la implementacidon de esta técnica el primer paso fue la estandarizacién de las
condiciones de PCR para cada par de oligonucledtidos utilizados especificos a nivel de
subdivisién para a-proteobacteria (a682F-908aR), B-proteobacteria ( B-1F- B-1R), y y-
proteobacteria (1080YF-Y1202R), a nivel de division para Actinobacteria (Act920F3-
Act1200R), Firmicutes (Lgc353-Eub518), Verrucomicrobia (Ver53-Eub518) y Bacteroidetes
(Bac960F-Bac1100R) y por ultimo en especifico para la bacteria A. agilis UMCV2 (2CV2F-
2CV2R). En todos los casos las combinaciones de cebadores se probaron utilizando
muestras de ADN de bacterias pertenecientes a cada una de las subdivsiones y divisiones
(Sinorizhobium medicae, Herbaspirillum frisingense, Pseudomonas sp., Arthrobacter agilis
UMCV2, Bacillus cereus) llevando a cabo la amplificacion el gen 16S del ARN ribosomal
(ARNr) mediante PCR con gradiente de temperatura, con el fin de confirmar la
temperatura dptima de alineamiento a la cual amplificar segln las condiciones sugeridas
por la bibliografia de donde se obtuvieron dichos oligonucledtidos (Tabla 1). Los
cebadores y las combinaciones probadas que no produjeron una Unica banda del tamarfo

esperado no fueron utilizados para ninguno de los analisis.
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Tabla 1. Combinaciones de cebadores y condiciones de la PCR utilizadas para cuantificar mediante qPCR el numero

de copias del gen ARNr 16S de bacterias totales y grupo taxondmicos especificos.

Taxdn Cebadore Secuencia de oligonucledtidos Temp. Especificidad Longde  Referencia
susados ((57-37) De amplic
alineacio on (pb)
n
a-proteobacteria a682F CIAGTGTAGAGGTGAAATTC 63°C 100% 180 Bachetti De
908Ar CCCCGTCAATTCCTTTGAGTT Gregoris et
al. 2011
B-proteobacteria - 1F AGCCGCGGTAATAC 48°C 92% 320 Patton et al.
B- 1R GGTATCTAATCCTG 2009
y-proteobacteria  1080F TCGTCAGCTCGTGTYGTGA 54°C 80% 170 Bachetti De
¥1202R CGTAAGGGCCATGATG Gregoris et
al. 2011
Actinobacteria Act920F3 TACGGCCGCAAGGCTA 61.5°C 83% 170 Bachetti De
Actl200R TCRTCCCCACCTTCCTCCG Gregoris et
al. 2011
Firmicutes Lgc353 GCAGTAGGGAATCTTCCG 60°C 95% 180 Fierer et al.
Eub518 ATTACCGCGGCTGCTGG 2005
Bacteroidetes Bac960F GTTTAATTCGATGATACGCGAG  60°C 99.2% 122 Yang et al.
Bacl1100R TTAASCCGACACCTCACGG 2015
Verrucomicrobia  Verl165F TCAKGTCAGTATGGCCCTTAT 60°C 87% 186 Yang et al.
Ver1263R  CAGTTTTYAGGATTTCCTCCGCC 2015
Arthrobacter 2CV2F GTCCTGGTGGCATTC 61°C 100% 162 Aviles-
agilis UMCV2 2CV2R ACGCAGAACAAGAGC Garcia et al.
2016

Para la cuantificacién del ADN perteneciente a las subdivisiones, divisiones y en especifico

a A. agilis UMCV2 en suelo y dentro de los tejidos de M. truncatula, se utilizé la técnica de

medicion del incremento de fluorescencia del fluoréforo SYBR Green Il unido al ADN de

doble cadena generado durante la amplificaciéon (Dorak 2006). Las reacciones las cuales

consistieron de un volumen final de 20 uL conteniendo 10 pL de SYBR green Master Mix

2X (Applied Biosystems, UK), 0,5 uM de cada oligonucleétido, 0.4 uL de ROX y 4 ng de

ADN de la muestra, fueron llevadas a cabo en un equipo para PCR en tiempo real
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termociclador StepOne (Applied Biosystems. Foster City, California, EU) comparando los
valores de fluorescencia con curvas de estandares generadas a partir de diluciones
seriadas (1:5) de un nimero conocido de copias del mismo gen. Como estandar se utilizé
el ADN de bacterias especificas pertenecientes a cada divisidon y subdivision estudiadas.
Las curvas de calibracién cubrieron un intervalo de 4 ng a 640 fg de ADN como templado
para las divisiones, subdivisiones y A. agilis UMCV2, en todos los ensayos de gPCR se
obtuvo un coeficiente de correlacidon (r?) > 0.98, una pendiente cercana o igual a -3.34 y
una curva de disociacién con un sélo maximo, lo cual muestra un patréon de amplificacién
lineal con un sélo amplicén. La cuantificacion de ADN de las divisiones, subdivisiones asi
como de A. agilis UMCV2 en suelo y en tejidos de M. truncatula se realizd con base en las
curvas de calibracién, utilizando como templado 4 ng de ADN proveniente de las muestras

de suelo y tejidos vegetales.

V.8. Analisis Estadistico
Todos los experimentos tuvieron 3 réplicas bioldgicas (o 3 muestras de suelo en su caso).
Cada replica consistié de tres plantas (9 plantas en total). Los resultados fueron analizados
usando Statistica 7.0 software (Statsoft Inc. 2001). La prueba de ANOVA vy la prueba de

separacion de medias de Duncan fueron usadas para multiples comparaciones (p<0.05).
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VI. RESULTADOS

VI.1. Curvas de calibracion de qPCR de las comunidades bacterianas

Para poder realizar la cuantificacion de cada una de las comunidades bacterianas
presentes en las distintas muestras, fue necesario construir curvas de calibraciéon de gPCR
con un ADN bacteriano de concentracion conocida, representativo y perteneciente a cada
division o clase a cuantificar. Las curvas fueron validadas, obteniendo parametros
aceptados. La figura 4 muestra las curvas de calibracién realizadas con los cebadores

seleccionados y probados a nivel de division y clase.

En la figura 4a se observa a la curva para oa-proteobacteria y en su parte inferior se
muestra la ecuacioén de la recta arrojada por el programa Y=-3.567X+22.721 donde el eje
“X” corresponde a distintas diluciones de concentraciones conocidas del ADN bacteriano
perteneciente a la clase, y el eje “Y” corresponde al ciclo menor en el cual cada dilucién
supera el valor del umbral de flourescencia o “Ct”. Los limites de deteccidén van de los 4 ng
hasta 1280 fg. Lo mismo se observa para las clases B-proteobacteria y y-proteobacteria
(Fig. 4b y 4c) asi como para las divisiones Actinobacteria y Firmicutes (Fig. 4d y 4e) en las
cuales se observa un limite de deteccién mas amplio que va de los 4 ng a los 256 fg, y por
ultimo se muestra a la curva de la bacteria A. agilis UMCV2 (Fig. 4f) en la cual su limite de
deteccion es el mds amplio dado que con este se logré cuantificar a la bacteria en la
muestra problema, este va de los 4 ng a los 51.2 fg. Es importante mencionar que dado a

gue no se tenia el ADN de bacterias pertenecientes a las divisiones Bacteroidetes vy
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Verrucomicrobia no se llevé a cabo la realizacion de sus curvas estandar y por lo tanto no

fue posible su cuantificacion.

El analisis de la especificidad de la reaccion de qPCR realizada con los cebadores
seleccionados para la cuantificacion de cada divisién o clase, se llevé a cabo por medio de
la visualizacién de una curva de disociaciéon de los productos de amplificacién o curva
“melting”. En esta, los productos fueron sometidos a un gradiente de temperaturas y si la
reaccion fue especifica, se observa un pico de melting Unico, correspondiente al cambio
de fluorescencia existente entre el punto de maxima fluorescencia y el descenso de esta.
Con esto se logré determinar la temperatura de fusién (Tm) para cada uno de los
productos de amplificacion, a-proteobacteria muestra una Tm de 85.88 °C, B-
proteobacteria de 85.83 °C, y-proteobacteria de 84.08 °C, Actinobacteria de 83.39 °C,
Firmicutes de 83.92 °C y A. agilis UMCV2 de 87.52 °C En todas las curvas de melt
obtenidas se observa un pico Unico mayor lo cual indica que la reaccion es especifica

(datos no mostrados).
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Figura 4. Curvas de calibracion realizadas con los cebadores especificos a nivel de divisién, clase y en
especifico para A. agilis UMCV2. En la parte inferior se observa la ecuacién arrojada por el programa:
Ejemplo: a) a-proteobacteria Y=-3.575X + 25.297; donde “X” corresponde a la cantidad de ADN bacteriano
perteneciente a la divisién en la muestra problema e “Y” al calor del Ct “threshold cycle”. b) Curva de

calibracién de
Firmicutes, y f) A. agilis UMCV2

B-proteobacteria, ¢) Curva de calibracién de y-proteobacteria, d) Actinobacteria , e)
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VI.2. Identificacion molecular mediante la amplificacion del gen 16S rDNA en

suelo tipo 1

Una vez que se realizaron las curvas estandar en qPCR vy se validaron, se procedié a

obtener el ADN de cada una de las muestras a analizar.

Con la finalidad de identificar si el suelo modelo contenia inhibidores que causaran
interferencias en la posterior caracterizacion de la comunidad bacteriana mediante la
técnica de qPCR, se extrajo ADN con el kit MO BIO PowerSoil® y se usé para amplificar el
gen 16S rDNA; en la Figura 5, se muestra un gel representativo donde se obtuvo un
amplificado especifico de aproximadamente 1500 pares de bases (pb) el cual corresponde
a el gen 16S rDNA con el cual se indica que es ADN puro, que no contiene inhibidores de Ia

PCR, y que es util para su caracterizacion.

pb

2000 —>»
1500 —p

1000 —p

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1% 90 Volts durante 45 min, mostrando el amplificado del gen
16S del tamaiio esperado. Carril 1 Marcador de peso, Carril 2 muestra de suelo 1, muestra de suelo 2.
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VL.3. Analisis de crecimiento de M. truncatula en suelo natural

Previo a la obtencién del ADN total de M. truncatula para la caracterizacidén de su
comunidad bacteriana enddfita a nivel de divisién o clase, se cultivaron plantas de M.
truncatula en suelo modelo por 21 dias en condiciones de invernadero y sin exposicion a
DMHDA con la finalidad de poder comparar su microbiota con la encontrada en plantas

expuestas a diferentes concentraciones de DMHDA in vitro.

Bajo estas condiciones, se caracterizd el crecimiento de la planta con fines de referencia
para tratamientos posteriores. Se observé el crecimiento caracteristico de las plantas en
maceta (Fig.6a) y se registraron los pardmetros de crecimiento de biomasa (0.18 g brote;
0.019 g raiz) (Fig. 6¢), longitud (15.9 cm brote; 10.8 cm raiz)(Fig. 6d) y contenido de
clorofila (4.9 unidades arbitrarias)(Fig. 6b) considerada debido a que es un indicador del
estado nutricional de la planta, se determiné que M. truncatula crecida en este tipo de

suelo son plantas sanas y de buen crecimiento.
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Figura 6. Crecimiento de M. truncatula en suelo modelo o no desecado bajo condiciones in vitro. Plantulas
de 3 dias de germinadas fueron colocadas en macetas con suelo no desecado durante 21 dias con riego
constante de agua. Los valores representan la media (error estandar [SE]) (n=9). a vista general del sistema
de crecimiento en suelo, b planta control de 21 dias de edad, ¢ peso fresco de raiz y brote, d longitud de raiz
y brote y e concentracidon de clorofila.

Vi.4. Diversidad de comunidades bacterianas en suelo, rizosfera e interior de

los tejidos de M. truncatula.

Obtenidas las muestras de ADN del suelo, rizésfera e interior de los tejidos de M.
truncatula crecidas sin tratamiento, se procedid a caracterizar su composicién bacteriana
lo cual se realizdé previo a la determinacion del efecto de la DMHDA en las comunidades
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bacterianas endéfiticas de M. truncatula, con el objetivo de comparar la composicién
bacteriana de estos compartimientos con la encontrada en los tejidos M. truncatula

expuestos a DMHDA.

El ADN extraido de estos compartimientos fue amplificado y cuantificado a nivel de clase,
division y en especifico para A. agilis UMCV2 mediante qPCR. Los resultados mostraron
una gran cantidad de bacterias en los cuatro compartimientos siendo mayor la cantidad
en rizéosfera y suelo (Tabla 2). El contraste mas marcado en la abundancia relativa de
taxones bacterianos fue observado en el brote de la planta respecto al tejido de raiz,
rizésfera y suelo, sin embargo el perfil de la microbiota de la rizosfera también pudo ser
diferenciada de la microbiota del suelo y la microbiota endofitica de raiz que mostraron

una composicion muy similar (Fig. 7; Tabla 2).

Diversas divisiones fueron encontradas en diferentes cantidades entre los cuatro
compartimientos estudiados. Los taxones mds dominantes en el suelo fueron
Proteobacteria (69%), Actinobacteria (30%), Firmicutes (0.46%) y en especifico se logré
determinar la presencia de A. agilis UMCV2 en los cuatro compartimientos sin embargo;
fue mads abundante en el suelo (Fig. 7; Tabla 2). Notablemente, la rizésfera fue
principalmente habitada por Proteobacteria (85%) entre esta, se representd a a-
proteobacteria (56%), B-proteobacteria (19%) y y-proteobacteria (10%). Proteobacteria
fue enriquecida en la rizésfera en relacidn al suelo como se reporté previamente en la
rizésfera de Medicago sativa (Khalloufi et al. 2016), este enriquecimiento fue ocasionado

principalmente por B-proteobacteria y y-proteobacteria. Sin embargo, en este
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compartimiento se observé que hubo un agotamiento significativo de Actinobacteria

representada Unicamente con el 13% (Fig. 7; Tabla 2).

En el interior de los tejidos de M. truncatula se observé una diferencia marcada en el
brote respecto de la raiz, dado por un enriquecimiento de casi siete veces de la divisién
y-proteobacteria (67%) y casi 20 veces en la divisién Firmicutes (9.6%). Sin embargo, a-
proteobacteriay B-proteobacteria y Actinobacteria fueron significativamente agotadas en
la microbiota endofitica de brote al comparar con los compartimientos de suelo, rizésfera
y microbiota enddfitica de raiz lo cual indica que no todas las poblaciones bacterianas son

capaces de ascender a los tejidos aéreos de las plantas de la misma manera.
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Figura 7. Porcentaje de abundancia relativa de diferentes clases, divisiones y de A. agilis UMCV2
presentes en las comunidades microbianas de suelo, rizésfera y en el interior de los tejidos de raiz y brote
de M. truncatula (microbiota endofitica ME). La abundancia es expresada como el porcentaje del promedio
de la cantidad total de ADN de cada taxdn por gramo de cada una de las muestras biolégicas.
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Ademas se examind la cantidad de ADN de cada una de las clases, divisiones y de A. agilis
UMCV2 por gramo de suelo, rizésfera 6 peso fresco de M. truncatula (ADN (ug) / g de PF),
la cual varia al comparar entre compartimientos. Los resultados demostraron que existen
diferencias significativas en los niveles poblacionales (p<0.05). En términos
generales la abundancia de bacterias es mayor en rizésfera y suelo, comparado con el
interior de los tejidos de la planta. En la rizosfera, a-proteobacteria y B-proteobacteria
son significativamente mds abundantes que en el compartimiento de suelo e interior de
los tejidos siendo mayor el decremento en estos ultimos; sin embargo, fue interesante
observar el enriquecimiento de y-proteobacteria, Firmicutes y A. agilis UMCV2 en brote
respecto de raiz, suelo y rizésfera (Tabla 2). Estos datos coinciden con los valores
reportados en otros cultivos de interés agricola en la cuantificacion de microorganismos
presentes en la planta, lo cual se atribuye a que en la rizésfera hay una mayor cantidad de
microorganismos y actividad microbiana que en todo el suelo y por lo tanto mayor
competencia por los sustratos, lo cual favorece a que las bacterias penetren en estos

tejidos para la obtencion de fuentes de carbono u otros nutrientes.

Un caso muy particular fue el de A. agilis UMCV2, que estuvo presente en cantidades muy
pequefas (43 pg de ADN/g suelo) en la rizésfera pero que tuvo una presencia entre mil y
dos mil veces mas alta en la raiz y los brotes, confirmado que esta bacteria tiene aptitudes

como bacteria endofitica.
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Tabla 2. Cantidad de ADN de las clases, divisiones y de A. agilis UMCV2 presentes en el
ADN extraido de suelo, rizosfera y de los tejidos internos de M. truncatula basada en la
amplificacién y cuantificacion de las secuencias de RNAr 16S mediante qPCR’

Cantidad de ADN pg/ g de suelo | Cantidad de ADN pg/g de PF de

- Medicago truncatula

Suelo Rizosfera Raiz Brote
“ 11.748 b 26.604 c 5.869 a 1.271a
m 0.591a 9.365 b 1.084 a 0.494 a

1.035a 4.905 b 0.529 a 7.697 b
“ 6.744 b 6.501 b 5.750 b 0.609 a
m 0.102 a 0.409 a 0.141a 1.061 b

0.024 a 4X10%5a 0.047 ab 0.090 b

20.244 47.784 13.420 11.222

¥ La abundancia absoluta es expresada como el promedio de la cantidad total de ADN de cada taxén por
gramo de muestra bioldgica (suelo o tejido). Las letras son usadas para indicar las medias que difieren
significantemente para cada taxdn por separado en los diferentes compartimentos por una prueba de rango
multiple de Duncan (p<0.05).

VI.5. DMHDA promueve el crecimiento de M. truncatula bajo condiciones in

vitro

Para determinar el efecto del compuesto DMHDA en el crecimiento de M. truncatula se
realizd un experimento en frascos donde plantulas fueron crecidas en Medio Hoagland 1X
suplementado con microbiota de suelo natural Unicamente (tratamiento control) o

suplementado con microbiota de suelo natural y diferentes concentraciones del
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compuesto puro estandar de DMHDA (Fig. 8a). Después de 21 dias, se determind el peso
fresco de la planta (raiz y brote), asi como longitud y contenido de clorofila. Observandose
gue bajo estas condiciones la DMHDA tuvo un efecto estimulatorio del crecimiento sobre
los brotes a concentraciones de entre 1 a 4 uM pero con el mayor efecto a la
concentracién de 2 uM (Fig. 8b y d), un comportamiento semejante si bien menos claro se
observd en la concentracion de clorofila, donde la Unica diferencia estadisticamente
significativas se registré entre el tratamiento con 1 uM y el 8 uM de DMHDA (Fig. 8f). Los
parametros de peso fresco y longitud de raiz tuvieron un comportamiento diferente, ya
que las concentraciones mayores de DMHDA utilizadas en este experimento (4 y 8 uM)
fueron las que produjeron un aumento en peso y longitud. El aumento en la relaciéon
brote/raiz ha sido interpretada como un indicador de estrés en la planta (Castulo-Rubio et
al., 2015), este podria ser el caso en la concentracién de 8 uM, mientras que las plantas
crecidas en tratamientos con la concentracién de DMHDA de 4 pM tuvieron un
comportamiento menos caracteristico de una condicién de estrés, ya que la promocién
del crecimiento de la raiz fue acompafada con una promociéon en el crecimiento de los
brotes (Fig. 8 g). Estos datos indican que la DMHDA modula el crecimiento de M.
truncatula en forma dosis dependiente, como ya habia sido observado en Medicago sativa

(Veldzquez-Becerra et al. 2011) pero sin la presencia de la microbiota bacteriana.
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Figura 8. Efecto de la DMHDA en el crecimiento de la leguminosa M. truncatula suplementada con
microbiota extraida de suelo natural. Plantulas de M. truncatula fueron trasferidas a frascos con medio
sélido Hoagland 1X adicionadas o no (tratamiento control) con DMHDA. Después de 21 dias (a), se midié
el peso fresco de brote (b) y raiz (c), longitud brote (d) y raiz (e), el concentracidn de clorofila (f y g). Las
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barras representan la media + valores de error estandar (n = 9). Las letras son usadas para indicar las
medias que difieren significantemente por una prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05).

VI.6. La DMHDA actuia como mediadora en la colonizacion de M. truncatula por

bacterias provenientes del suelo natural en condiciones in vitro

El principal objetivo de este estudio fue evaluar los cambios mediados por la DMHDA en la
estructura de las comunidades bacterianas endofiticas de M. truncatula. Para ello, ADN
bacteriano extraido del tejido de raices y brotes previamente estériles fue cuantificado
mediante gPCR. Dicho analisis, revelo que la exposicion a la DMHDA influencié la
abundancia de las diferentes divisiones y clases; sin embargo, la manera en la que lo hizo
varia considerablemente acorde a la concentracion del compuesto y entre los tejidos de

de raiz y brote.

En ambos tejidos, se observd que la poblacién bacteriana endofitica fue dominada por
Proteobacteria en raices (60-74%) y en brotes (47-91%), independientemente de la
exposicién a la DMHDA (Fig. 9; Fig. 10). Mientras que en raices, B-proteobacteria fue la
clase mas abundante (47-60%) seguido de oa-proteobacteria (6-11%) y y-proteobacteria
(4-10%), en los brotes P-proteobacteria fue menos abundante (17-42%) pero la
dominancia de a-proteobacteria fue mucho mayor (17-67%); La abundancia de y-
proteobacteria fue comparable en ambos compartimientos. Seguido de esta division,
Actinobacteria fue la segunda divisidn mas abundante en ambos compartimientos: en
raices (15-28%) y en brotes (6-32%) y por ultimo Firmicutes de abundancia menor pero

significativa en raices (7-11%) y en brotes (2-22%)(Fig. 9; Fig. 10). Es importante
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mencionar que A. agilis UMCV2 no fue detectada en el interior de los tejidos a pesar de
que el inoculo de suelo fue del mismo en donde se aislé a la bacteria y en cual fue
previamente cuantificada en el presente trabajo (Fig. 7), esto podria indicar que la
presencia de A. agilis UMCV2 en el extracto de microbiota bacteriana empleado en este
experimento fue muy limitada o nula, sefalando limitaciones en la metodologia

empleada.

Fue interesante observar que el tratamiento con DMHDA fue responsable de las
diferencias en la abundancia de los taxones al comparar entre tratamientos y controles en
cada uno de los compartimientos. En raiz, a- y [- proteobacterias redujeron su
abundancia a las concentraciones de 1, 2 y 4 uM siendo mas notable el decremento en -
proteobacterias en la concentracién de 2 uM que pasaron del 61 % (control) al 49 % (2
puM) (Fig. 9). El efecto de la adiciéon de la DMHDA en las y-proteobacterias fue menos
claro, sin embargo a la concentracidon de 2 uM registré su menor abundancia, pasando de

5.1 % (control) a 4.5 (2 uM).
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Figura 9. Efecto de la DMHDA en el porcentaje de abundancia relativa (%) de los principales taxones
bacterianos presentes en las comunidades microbianas de las raices de M. truncatula basado en la
cuantificacion mediante gqPCR. La abundancia es expresada como el porcentaje del promedio de la
cantidad total de ADN de cada taxdn por gramo de cada una de las muestras bioldgicas.

Por otra parte, tanto en raiz como en los brotes, la adicién de 2 uM de DMHDA
incremento significantemente la abundancia relativa de Actinobacteria y Firmicutes, sin
embargo a 8 UM de DMHDA disminuyo la abundancia de ambas divisiones alcanzando un

valor similar al control (Fig. 9 y 10).

En brote, fue mas visible el efecto de la DMHDA sobre la abundancia de los taxones, a-
proteobacteria disminuyo su abundancia relativa significativamente en todos los
tratamientos respecto del control, siendo mayor este decremento a 2 uM. Por su parte las
B-proteobacteria tuvieron su abundancia relativa minima en el tratamiento de 2 uM de

DMHDA vy fueron incrementandose con un maximo a 8 uM, mientras que las y-

61



proteobacteria incrementaron su proporcién en todos los tratamientos respecto al

control, siendo mayor en a 2 uM (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de la DMHDA en el porcentaje de abundancia relativa (%) de los principales taxones
bacterianos presentes en las comunidades microbianas de los brotes de M. truncatula basado en la
cuantificacion mediante qPCR. La abundancia es expresada como el porcentaje del promedio de la cantidad
total de ADN de cada taxén por gramo de cada una de las muestras bioldgicas.

En general los resultados obtenidos muestran un efecto estimulatorio de la DMHDA sobre
la abundancia relativa de las Actinobacterias y los Firmicutes que es dependiente de la
concentracion del compuesto y que resulta en detrimento de la abundancia relativa de las

o-proteobacterias y B-proteobacterias.

La cantidad de ADN por gramo de peso fresco de M. truncatula (ADN (ug) /gr de PF) varia
al comparar entre el compartimiento de brote y raiz asi como en funcién de la
concentracion de DMHDA. Tanto en raices como en brotes la exposicién a la DMHDA
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disminuyo la abundancia absoluta de algunos de los taxones bacterianos comparando con
plantas no expuestas. En el compartimiento de raiz, la abundancia de a-proteobacteria no
se modificd ante la exposicidon al compuesto, sin embargo en brote disminuyo a partir de
la concentracién de 2 uM a 8 uM, en la raiz [B-proteobacteria, y-proteobacteria y
Actinobacteria disminuyeron en 8 UM de DMHDA no fue asi para Firmicutes la cual no se
vio afectada en ninguna de las concentraciones, por otra parte en brote B-proteobacteria
mostroé sensibilidad de 2 a 4 uM, en la abundancia de y-proteobacteria el compuesto no
tuvo un efecto y tanto Actinobacteria como Firmicutes se vieron disminuidas entre 2 y 8

UM (Tabla 3).
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Tabla 3. Cantidad de ADN de las divisiones, clases y de A. agilis UMCV2 en las

comunidades microbianas presentes en el ADN extraido de los tejidos internos de M.
truncatula obtenida de la amplificacidn y cuantificacion de las secuencias de RNAr 16S
mediante qPCR".

Raiz Brote
Cantidad de ADN (pg)/gr de PF Cantidad de ADN (ug)/gr de PF

Control  1uM 2um 4uM suM Control 1uM 2uM 4uM sum

m 0.094a  0.061a 0.065a  0.093a  0.114a 9.770b 2.796 ab  0.068a 0.741a  0.394 a
m 0.624b 0.453ab  0.448 ab 0234 ab  0.187 a 2.638b  0.760ab  0.057a 0.181 a 0.527 ab
m 0.052 ab  0.072b  0.041ab  0.048ab  0.029 a 0.375a  0.242a 0.044a 0047 a  0.080a
m 0.179bc  0.187 bc 0.250c  0.133ab  0.053a 0.315b 0.201ab 0.104a 0.066 a  0.072a
“ 0.070ab  0.078b 0.101b  0.036a  0.036a 0.131b 0.108ab 0.070a  0.070a  0.063a
- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
- 1.019 0.851 0.905 0.544 0.419 13.229 4107  0.343 1.105 1.136

La abundancia es expresada como el promedio de la cantidad total de ADN de cada taxén por gramo de
muestra bioldgica. Las letras son usadas para indicar las medias que difieren significantemente para cada
taxdn en los diferentes compartimentos por una prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05).

VI.7. Efecto de la DMHDA en el crecimiento de M. truncatula crecidas en suelo

desecado bajo condiciones in vitro

Una vez que se observé que la DMHDA tiene un efecto promotor sobre el crecimiento de
M. truncatula en forma dosis dependiente y crecidas en suelo no desecado, se decidid
analizar si al usar una microbiota diferente, la DMHDA mantenia el mismo efecto. Para

ello, semillas de 3 dias de germinadas fueron crecidas en frascos los cuales contenian
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medio Hoagland 1X suplementado con microbiota extraida de suelo desecado y diferentes
concentraciones de DMHDA. Después de 21 dias (Fig. 11a) se midieron parametros de
crecimiento y los resultados obtenidos mostraron que la adicion de un suelo diferente
modifico el efecto de la DMHDA sobre el crecimiento de M. truncatula. Se observo que el
peso de los brotes de las plantas, se registrd un ligero incremento a la concentracién de 4
MM sin embargo no fue estadisticamente significativo respecto al control lo cual coincide
con el efecto no visto en su longitud en ninguna de las concentraciones de DMHDA

(Fig.11b y 11d).
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Figura 11. Efecto de la dimetilhexadecilamina en el crecimiento de la leguminosa M. truncatula

suplementada con microbiota extraida de suelo desecado. Plantulas de M. truncatula de 3 dias de
germinadas fueron trasferidas a frascos con medio sdélido Hoagland 1X suplementado o no (tratamiento
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control) con concentraciones crecientes de DMHDA, después de 21 dias de la germinacion (a), de semillas
se grafico el peso fresco de brote(b) y raiz (c), longitud de brote (d) y raiz (e), y concentracién de clorofila
(fy g). Las barras representan la media + valores de error estandar (n = 9). Las letras son usadas para
indicar las medias que difieren significantemente por una prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05).

Por otra parte las plantas crecidas en medio suplementado con este tipo de suelo
incrementaron su contenido de clorofila Unicamente ante la exposicion de 16 uM con
respecto al control (Fig 11f). El peso fresco de raiz incrementd a partir de la concentracién
de 4 uM y hasta 16 uM respecto al control; sin embargo en estas condiciones, la DMHDA
produjo una disminucion en la longitud de la raiz en todos menos uno (4 uM) los

tratamientos en comparacion con el control (Fig.11cy 11e).

Pudo observarse que con bajo estas condiciones las raices de las plantas fueron
notoriamente menores que las encontradas en los tratamientos del experimento realizado

con microbiota de suelo natural (Fig 8gy 11g).

VL.8. La microbiota inicial y la DMHDA influencian cambios en la estructura de

las comunidades bacterianas endoéfitas de M. truncatula

Después de haber evaluado los efectos sobre los pardmetros del crecimiento vegetativo
dados por la DMHDA vy el suelo desecado en condiciones in vitro, se analizé el efecto de la
DMHDA en la colonizacién bacteriana de M. truncatula al utilizar como fuente de
microbiota a este tipo de suelo distinto. Este anadlisis revelo una dominancia de

Proteobacteria tanto en el compartimiento de raiz (71-92%) como en brote (50-70%).
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En raiz, la division estuvo comprendida principalmente por y-proteobacteria (24-54%),
seguido de B-proteobacteria (20-38%) y por ultimo de a-proteobacteria (2-12%) en
donde de acuerdo a la concentracion aplicada de DMHDA se observd un cambio en la
abundancia relativa de estas clases respecto del control. y-proteobacteria incremento su
abundancia pasando de 38 % (control) a 47 % ante la exposicién de 4 uM de DMHDA y un
54 % a 8 uM (Fig. 12), ademas de que el tipo de suelo favorecié la dominancia de esta
clase ya que con el suelo natural la clase dominante fue [-proteobacteria (Fig.11). En
suelo desecado, esta clase se vio disminuida con la adicion de DMHDA variando su
abundancia de 34 % en el control a 20 y 22 % en las concentraciones de 4 y 8 uM
respectivamente. a-proteobacteria se mostré altamente enriquecida en la maxima
concentracion probada de DMHDA, pasando de 7 % de abundancia en el control a 2% en
la concentracion de 2 uM de DMHDA a 24 % en 16. La segunda divisidn mas abundante en
raices fue Firmicutes (7.5-28%) la cual fue favorecida con el tratamiento de desecacién
que sufrié el suelo previamente a la extraccion de la microbiota. La abundancia relativa de
los Firmicutes fue modificada por la DMHDA de forma dependiente de la dosis, teniendo
una abundancia relativa de 15 % en los controles, de 30 % en el tratamiento con 4 uM y de
13 % en el tratamiento con 16 uM. Por ultimo, Actinobacteria disminuyo su abundancia
relativa en este tipo de suelo comparado con el suelo no desecado, ya que solo se
encontré en una muy pequena cantidad, en la condicidon control estuvo representada por
el 4.5% fluctuando en torno a este valor sin un efecto claro debido a la adicién de DMHDA

(Fig.12).
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Figura 12. Efecto de la DMHDA en el porcentaje de abundancia relativa (%) de los principales taxones
bacterianos presentes en las comunidades microbianas de las raices de M. truncatula crecidas en
medio suplementado con microbiota extraida de suelo desecado basado en la cuantificacion mediante
gPCR. La abundancia es expresada como el porcentaje del promedio de la cantidad total de ADN de cada
taxén por gramo de cada una de las muestras bioldgicas.

La presencia de A. agilis UMCV2 también fue determinada, detectandose abundancias
bajas de la bacteria que fluctuaron entre 0.7 % y 0.25 y que no mostraron una variacién

clara en funcion de la concentracion de la DMHDA.

Por otra parte en brotes, como se mencionaba anteriormente Proteobacteria fue
dominante (50-70%) y esta a su vez estuvo comprendida principalmente por y-
proteobacteria, lo cual también fue observado en la raices de estas plantas crecidas en

suelo desecado; sin embargo, en este compartimiento estuvo representada con una
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abundancia relativa menor. Al igual que en raices la aplicacién de la DMHDA indujo un
decremento en la abundancia relativa de y-proteobacterias que pasé de del 40 % en el

controla 31% en4 uMy 25% en 16 uM de DMHDA.

Seguido de esta clase, B-proteobacteria comprendié del 11 al 26% de abundancia relativa,
teniendo las abundancias mds bajas en concentraciones de DMHDA de 1y 2 uM vy (10 y
13% respectivamente) y las mas altas en 8 y 16 uM (23 y 26% respectivamente). En el caso
de a-proteobacteria su abundancia relativa entre tratamientos no vario claramente en
funcion de la adicion de la DMHDA fluctuando alrededor del 10% en todos los
tratamientos, con excepcién de el de 4 uM de DMHDA en el que las a-protobacterias

tuvieron una abundancia relativa del 20%.

La segunda division dominante fue Firmicutes como también se observd en raices, no
obstante en este compartimiento fue mds abundante (21-33%) y se mostré un ligero
incremento en todas las concentraciones de DMHDA a excepcién de 4 uM en donde se vid
un decremento del 5% comparado con el control. Por ultimo Actinobacteria tuvo una
abundancia relativa de 5% en plantas control y se mostré incrementado fuertemente
(entre dos y tres veces) en todos los tratamientos registrdndose mayor incremento en el

tratamiento con 2 uM de DMHDA donde alcanzé la abundancia relativa de 18%.

También de manera similar a lo ocurrido en el compartimento de raiz, se detectd la
presencia de A. agilis UMCV2 en brotes en bajas abundancias sin encontrarse una
estimulacion clara por la presencia de DMHDA pero si una inhibicién a la concentracion de

16 uM (20 veces menor que en la concentracion de 1 uM).
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En general los resultados obtenidos muestran un efecto estimulatorio de la DMHDA sobre
la abundancia relativa de las Actinobacterias (brotes) y los Firmicutes (brotes y raiz) que es
dependiente de la concentracidn del compuesto y que resulta en detrimento de la

abundancia relativa de las y-proteobacteriasy B-proteobacterias.

Interesantemente, se observd que las plantas crecidas en suelo natural y desecado
expuestas a 2 uM de DMHDA y mas notable en el compartimiento de brote mostraron un

incremento significativo de Actinobacteria y Firmicutes (Fig. 13).

100% A w I a-proteobacteria

90%
. 80% - M B-proteobacteria
2
= 70% - .
] M y-proteobacteria
z 60% -
2 50% -

“ M Actinobateria

S 40% -
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Figura 13. Efecto de la DMHDA en el porcentaje de abundancia relativa (%) de los principales taxones
bacterianos presentes en las comunidades microbianas de los brotes de M. truncatula crecidas en
medio suplementado con microbiota extraida suelo desecado basado en la cuantificacion mediante
gPCR. La abundancia es expresada como el porcentaje del promedio de la cantidad total de ADN de cada
taxén por gramo de cada una de las muestras bioldgicas.
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Por otra parte, se determind que la abundancia absoluta de ADN bacteriano (pg/gr de PF)
para cada una de las divisiones y clases en los compartimientos de raices y brotes de
plantas crecidas en suelo desecado varié en funcién de la concentracion de DMHDA

aplicada.

En las raices de plantas expuestas a 16 uM se observéd un incremento estadisticamente
significativo de a-, B- y y-proteobacteria sin embargo en brote la DMHDA no tuvo un
efecto tan notable sobre la cantidad de ADN bacteriano perteneciente a estas clases, ya
que solo PB-proteobacteria tuvo un incremento significativo a 16 uM. Ademas, la
aplicacion de DMHDA no tuvo un efecto sobre Actinobacteria ya que en ninguna de las
concentraciones se observd un cambio estadisticamente significativo en su abundancia

absoluta.

En el caso de las bacterias de la division Firmicutes fue especialmente claro, la adicion de
DMHDA en todas las concentraciones produjo un aumento numérico en la cantidad de
ADN de esta division que fue significativo a concentraciéon de 1, 4 y 16 uM en raiz y a

concentracion de brotesy 4, 8 y 16 uM en brote (Tabla 4).

En cuanto a A. agilis UMCV2, con una sola excepcion (tratamiento de 16 uM en brote) fue
encontrada en todos los tratamientos, sin embargo sélo se encontré una cantidad de ADN
significativamente superior entre las muestras con DMHDA 4 uM en raiz respecto de su

control sin el compuesto (Tabla 4).
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Tabla 4. Cantidad de ADN de las clases y divisiones en las comunidades bacterianas presentes en el
ADN de los tejidos internos de M. truncatula basada en la amplificacion y cuantificacion de las
secuencias de RNAr 16S mediante qPCR".

Brote Raiz

Cantidad de ADN ng/gr de PF Cantidad de ADN ng/gr de PF

Control 1uM 2uM 4uM 8uM 16pM Control 1pM 2uM 4um 8uM 16pM
78.8a 97.0a 73.8a 246.2b  84.0a 117.9a 40.0a 111.1a  186a 26.5a 8la 1819b
96.7 a 121.6a 89.2a 226.9 ab 223.2ab  343.4b 179.4a 302.7 a 301.8a 169.5a 257 a 1513 b

y-prot 273.8ab  155.4a 157.5 ab 215.6ab  258.7ab 315.8b 183.4a 323.7a 369.9a 411.5a 663ab 1211b

369a 82.2a 114.0a 167.0a 95.8a 118.4a 23.8a 50.0a 7.8a 73a 63a 27 a

171.49 a 197.0 ab 218.2 ab 300.2 bc 2989bc 361.6¢c 77.5a 224.2 ¢ 149.5 ab 237.5¢ 183 ab 215c¢

uMcv2 0.7a 0.5a 03a 0.6 a 0.3a 0.0a 3.2ab 25a 3.7 ab 8.0c 28a 7 bc

Total 658.39 654.2 653.0 1156.5 960.9 1257.1 507.3 1014.2 851.3 860.3 1249 4792

*La abundancia es expresada como el promedio de la cantidad total de ADN de cada
taxon por gramo de muestra bioldgica. Las letras son usadas para indicar las medias que
difieren significantemente para cada taxon en los diferentes compartimentos por una
prueba de rango multiple de Duncan (p<0.05).
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VII.DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las plantas estan asociadas con diversas comunidades microbianas que influyen en su
salud y nutricion (Berendsen et al. 2012). Estos organismos se conocen colectivamente
como la microbiota de la planta y podrian usarse para mantener o mejorar de forma
sostenible la seguridad alimentaria mundial (Liu et al. 2017). La manipulacién del
microbioma tiene el potencial de reducir la incidencia de enfermedades de las plantas
(Bloemberg et al. 2001; Andrews et al. 1992), aumentar la producciéon agricola (Bakker et
al. 2012), reducir los insumos quimicos (Adesemoye et al. 2009) y las emisiones de gases
de efecto invernadero (Singh et al. 2010); sin embargo para llevar acabo esto, es
importante conocer formas de manipular o mediar la estructura de las comunidades

microbianas asociadas a las plantas.

En este estudio, se evalué el efecto de la DMHDA, un compuesto organico volatil
producido por diversas rizobacterias, sobre la colonizacion de la leguminosa M. truncatula
por bacterias provenientes de un suelo modelo natural y desecado. De esta forma y con
un enfoque molecular se analizé la composicion de las comunidades bacterianas
endofiticas de M. truncatula. Fue primordial de inicio analizar la estructura bacteriana del
suelo, la rizosfera y de los tejidos internos (brotes y raices) de M. truncatula crecidas en
suelo sin tratamiento, esto con la finalidad de comparar el efecto de la DMHDA sobre la
comunidad bacteriana endéfita de la planta con la estructura bacteriana endéfita

encontrada de forma natural.
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Todas las muestras estuvieron compuestas por comunidades bacterianas diversas. Como
se ha observado en otros estudios (Reinhold-Hurek et al. 2015; Edwards et al. 2015) la
composicion en las comunidades bacterianas en la rizésfera difieren de aquellas asociadas
al suelo (Tabla 2). La rizésfera estuvo asociada con abundancias relativas mas grandes de
B-proteobacteria, y-proteobacteria y Firmicutes y abundancias absolutas mayores de a-
proteobacteria, [-proteobacteria y y-proteobacteria, mientras que en el suelo se
encontraron cantidades menores pero significantes de estas divisiones y clases; sin
embargo, fue positivamente asociado con una abundancia relativa mds grande de
Actinobacteria (Figura 7; Tabla 2). Estos resultados reafirman que los nutrientes
especificos estan mas disponibles en la proximidad de raices y mucho mas en la superficie
de la raiz, principalmente en partes jévenes donde se liberan exudados de raiz. Ademas
nuestros datos concuerdan con un estudio realizado por Khalloufi et al 2016 en el cual se
determind que Proteobacteria fue enriquecida en la rizdsfera en relaciéon con el suelo lo

cual subraya el efecto rizésfera.

Las plantas crecidas en suelo natural sin ningun tratamiento mostraron buen crecimiento
(Fig. 6) y su comunidad bacteriana endofitica tanto en raiz como en brote se observé
dominada por Proteobacteria 68% y 84% respectivamente, a pesar de esto, la
composicion de las comunidades endofiticas difirieron significantemente entre raices y
brotes. Las enddfitas de brote fueron mayormente asociadas a a-proteobacteria (55%) y
Actinobacteria (40%) el resto estuvo comprendido por B-proteobacteria, Y-
proteobacteria y Firmicutes. Por otra parte, las endofitas de raiz fueron positivamente

asociadas a y-proteobacteria (67%) dicho enriquecimiento hizo que el compartimiento de
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brote se diferenciara del de raiz (Figura 7). Estos resultados sugieren que puede ser
debido al efecto que la planta huésped ejerce sobre las poblaciones a través de la
produccién de metabolitos atrayentes o antibacterianos o por moléculas efectoras
producidas por bacterias que le permiten ascender a los tejidos aéreos, ya que se conoce
que miembros de esta division tienen la capacidad de formar parte de dicha , microbiota,
como es el caso de Pseudomonadales, en particular el género Pseudomonas pero también
Acinetobacter, los cuales son colonizadores bien conocidos de plantas (Weller, 2007; Rolli

et al.,, 2015).

A. agilis UMCV2 es una actinobacteria con capacidades de promocién del crecimiento
vegetal que fue aislada de la rizésfera de una planta de maiz crecida en suelo de jardin
extraido doce afos antes de exactamente la misma localidad que el suelo empleado en
este estudio (Valencia-Cantero et al 2007), adicionalmente ya se habia observado que esta
bacteria es capaz de colonizar y prosperar como bacteria endofita de M. truncatula
(Aviles-Garcia et al. 2016). Con esto en mente se decidid cuantificar a la bacteria en los
compartimientos de suelo, rizésfera y tejidos internos de M. truncatula, logrando
identificarla en todos los compartimientos, en orden descendente de su abundancia
absoluta brote>raiz>suelo>rizésfera (Fig. 7). Esto muestra que la bacteria persistié en el
suelo y estd bien adaptada a un ambiente endofitico. Otra de las caracteristicas de A.
agilis UMCV2 es la capacidad de producir DMHDA compuesto que promueve el
crecimiento vegetal, que es capaz de modular el crecimiento de la propia bacteria
(Veldzquez-Becerrra et al., 2011) y que es capaz de encender en A. thaliana la via de

defensa ISR dependiente de acido jasmonico (Raya-Gonzélez et al. 2016).
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La produccién de DMHDA no es exclusiva de A. agilis UMCV2, también se ha detectado en
los VOCs del firmicute B. subtilis G8 (Liu et al., 2008), la a-proteobacteria Sinorrhizobium
meliloti (Orozco-Mosqueda et al.,, 2013b) y la y-proteobacteria P. fluorescens UM270
(Hernandez-Ledn et al., 2015). Todo lo anterior llevo a decidir probar el efecto de la
DMHDA sobre el crecimiento de M. truncatula y especialmente, sobre la composicidn de
su microbiota endofitica, poniendo a prueba la hipétesis central del presente trabajo
sobre la funcion de la DMHDA como una molécula mediadora para la colonizacién

endofitica de M. truncatula por diversas bacterias.

Se observé que a la concentraciéon de 1y 2 uM de DMHDA produjo un incremento en el
peso y longitud de brote, sin embargo altas concentraciones (4 y 8 uM) afectaron su
crecimiento e incrementaron Unicamente la longitud y el peso fresco de raiz (Fig. 8), lo
cual podria indicar un estado de estrés bidtico. Un decremento en la relacién brote/raiz es
considerado como un indicador de estrés (Castulo-Rubio et al., 2015). En todo caso lo
anterior muestra que en el sistema empleado en el presente trabajo la DMHDA modula el

proceso de desarrollo y crecimiento de M. truncatula en forma dosis dependiente.

Posteriormente se analizo el efecto mediador de la DMHDA sobre la colonizacion de M.
truncatula por bacterias provenientes del extracto de microbiota de suelo modelo natural.
Existe poca informacidn acerca de la relacion entre la comunidad bacteriana endofitica de
una planta y su crecimiento. En el presente trabajo, se observaron algunas relaciones
entre los parametros de crecimiento de M. truncatula con el cambio en su estructura
endofitica. Por un lado se determind que la composicion de las comunidades bacterianas

endofiticas de M. truncatula difiere en su abundancia entre compartimientos (brote y
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raiz); sin embargo los principales componentes de la comunidad fueron Proteobacteria. En
raiz, la clase dominante fue pB-proteobacteria en menor proporcién estuvo conformada
por a-proteobacteria y y-proteobacteria (Fig. 9) y en brote domino a-proteobacteria
seguido de  B-proteobacteria y  y-proteobacteria (Fig. 10). Actinobacteria fue
representativa en el interior de los tejidos de los dos compartimientos lo cual concuerda
con otros estudios realizados en donde Actinobacteria particularmente Streptomyces
spp., han sido frecuentemente aislado de los ambientes endofiticos de raices y brotes de
maiz (Zea mays L.) (Aradjo et al. 2000), arroz (Kampapongsa et al. 2015), tomate (Cao et
al. 2004) vy trigo (Sadrati et al. 2013), por otra parte, se han encontrado miembros de
Streptomycetaceae como componentes clave de las comunidades endoéfitas de raices de
Arabidopsis thaliana (Lundberg et al. 2012). A su vez, Firmicutes se encontré en muy
pequefias cantidades lo cual no es comin dado a que es una de las divisiones mas
abundantes en suelo, sin embargo coincide con los resultados previamente obtenidos en
la caracterizacién del suelo en donde se logré cuantificar a una muy pequefia cantidad de

esta division (Fig. 7; Fig. 9 y 10).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observd que la exposicion de M. truncatula a
diferentes concentraciones de DMHDA modifico la estructura de las comunidades
bacterianas endofiticas presentes en raices y brotes de plantas crecidas con microbiota de
suelo natural. La aplicacién de DMHDA en concentraciones de 1, 2 y 4 uM produjo un
aumento en la abundancia relativa tanto de Actinobacterias como de Firmicutes mientras
o-proteobacteria y B-proteobacteria disminuyeron en la misma proporcién, tanto en

raices como en tallos. Interesantemente las plantas crecidas en estos tratamientos
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también fueron las que mostraron mayor crecimiento y una mayor concentracion de

clorofila.

La division actinobacteria, incluye muchas especies que han demostrado promover el
crecimiento de las plantas, movilizar nutrientes y suprimir fitopatdogenos bacterianos,
fungicos o virales (Passari et al. 2015; Xue et al. 2013; Mahajan et al. 2011; El-Tarabily et
al. 2009; Zeng et al. 2013). Por esta razon, los cambios observados en nuestro estudio en
las abundancias relativas de las poblaciones de actinobacterias ante la exposicién de bajas
concentraciones de DMHDA pueden haber tenido consecuencias funcionales para el
huésped lo cual lo podemos relacionar al crecimiento observado en los brotes de plantas
expuestas a bajas concentraciones que fue mas notable a 2uM. Sin embargo, el efecto que
la DMHDA tiene per se en la planta no permite valorar con la metodologia del presente
trabajo si el enriquecimiento de Actinobacterias y Firmicutes como enddfitas en la planta
tuvo un aporte real en la induccién del crecimiento vegetal o estas bacterias sélo lograron

una mejor colonizacién de una planta con un mejor crecimiento producido por la DMHDA.

En cuanto a la abundancia absoluta de las comunidades bacterianas endofiticas
encontradas en dichas plantas, se observd que a partir de la concentraciéon de 2 uM hubo
un decremento estadisticamente significativo siendo mayor conforme aumentaba la
concentracion a 8 uM; a pesar de ello hubo poblaciones que no se observaron afectadas
por el tratamiento, como fue el caso de a-proteobacteria en raiz y y-proteobacteria en
brote (Tabla 3). Este decremento conforme incrementaba la concentracidon puede haber
ocurrir por diversos mecanismos. Raya-Gonzalez et al. (2016) Reportaron que la DMHDA

activa la ruta de sefalizacion del acido jasmoénico en plantas de Arabidopsis vy
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recientemente se demostrd que la activacién de esta via de defensa de acido jasmonico
(JA) de la planta, estd involucrada en supresiéon de patégenos necrotréficos e insectos
herbivoros (Glazebrook et al. 2005), alterando la composicién del microbioma de raiz de
Arabidopsis thaliana (Carvalhais, et al. 2013), lo cual abre la posibilidad de que en plantas
de M. truncatula tenga el mismo efecto, explicando de cierta manera el decremento de las
diferentes poblaciones bacterianas en plantas expuestas a mayores concentraciones de

DMHDA, sin embargo son necesarios mds analisis para corroborar dicho efecto.

No obstante A. agilis UMCV2 fue detectada en el suelo, la rizésfera y como enddfita en
plantas crecidas en suelo natural (Tabla 2), no fue detectada en ninguno de los
tratamientos de plantas crecidas en medio suplementado con extracto de microbiota de
suelo natural, esto mostré que el extracto de microbiota en el presente sistema
experimental no recogid la totalidad de la microbiota del suelo, por otra parte se
considerd interesante observar si el efecto producido por la DMHDA en la microbiota
endofitica de M. truncatula se reproducia en plantas crecidas en un medio suplementado
con una microbiota inicial diferente, ya que se conoce que la comunidad bacteriana
endofitica es modificada por la fisiologia de la planta, el tipo de suelo y el manejo agricola
(Hardoim et al. 2012). Con esto en mente, se sometid al suelo a un proceso de desecaciéon
por tres meses buscando inducir una modificacién en la estructura de la microbiota y una
posible disminucidn en la diversidad de la misma (Pilatti et al. 1988), adicionalmente al
extracto de microbiota obtenido de este suelo se agregado con A. agilis UMCV2 para
asegurar su presencia. Los brotes de plantas crecidas en presencia de esta microbiota

modificada no mostraron un incremento en el crecimiento en respuesta a la DMHDA, si
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bien su tamafio fue comparable al de las plantas en la condicién control de los
experimentos anteriores y sdélo las raices fueron discretamente mayores en tratamiento
con mayor concentracion de DMHDA (fig 11). La estructura de las comunidades
endofiticas derivadas del extracto de microbiota de suelo natural y de suelo desecado
fueron efectivamente diferentes, en particular fue notorio un enriquecimiento de las y-
proteobacterias y en los Firmicutes en la segunda comunidad (Fig. 12 y 13). Estudios
previos sefialan la asociacién entre una mayor abundancia de la divisién Firmicutes y la
baja actividad de agua en suelos (a y Hedges, 2009), también es conocida la capacidad de
esporular de diversos géneros de Firmicutes (Ej. Bacillus y Clostridium) en condiciones
ambientales extremas que son desfavorables para su crecimiento y que eliminan a las
células vegetativas (Nicholson et al. 2000); paralelamente se ha reportado que miembros
del género Methylophaga (y-proteobacteria) son conocidos por su capacidad de utilizar
compuestos de un carbono (C1l) y se han aislado principalmente de habitats de baja

actividad de agua (Boden et al. 2012).

No obstante estas diferencias con la primera comunidad endofitica, la aplicacion de las
diferentes concentraciones de DMHDA también modifico la abundancia relativa de las
diferentes divisiones y clases, estimulando la abundancia relativa de las Actinobacterias
(brotes) y los Firmicutes (brotes y raiz) de forma dependiente de la concentracién del
compuesto y en detrimento de la abundancia relativa de las y-proteobacterias y pB-
proteobacterias, lo cual fue semejante a lo visto en plantas crecidas con extracto de suelo

no desecado y expuestas a las mismas concentraciones.
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Finalmente fue interesante observar la presencia de A. agilis UMCV2 practicamente en
todos los tratamientos de plantas crecidas con el extracto de microbiota de suelo
desecado, especialmente en el compartimiento de raices donde se pudo localizar una
cantidad de bacteria significativamente mayor sélo entre el tratamiento de 8 uM y su
control sin el compuesto (Tabla 4). Esto muestra que si bien la DMHDA podria estar
teniendo un efecto en la colonizacidn endofitica de M. truncatula por A. agilis UMCV2,
este efecto no es especifico de esta bacteria, ya que en general Actinobacterias y
Firmicutes respondieron positivamente a concentraciones medias (2-8 uM) del compuesto
lo que indica que A. agilis UMCV2 esta implicada en un proceso de competencia con

amplios grupos de bacterias en respuesta a la presencia del compuesto DMHDA.

En conjunto los resultados anteriores permiten llegar a la siguiente

CONCLUSION:

La DMHDA actua como una molécula mediadora en la colonizacién endofitica de

Medicago truncatula por bacterias presentes en suelo.
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