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RESUMEN

Las plantas son organismos que regulan su crecimiento y desarrollo mediante la
produccion de fitohormonas, entre las cuales las auxinas son los reguladores
maestros de dichos procesos. Sin embargo, debido a este estilo de vida sésil el
crecimiento y desarrollo se ve influenciado también por diversos factores externos
como la presencia de microorganismos del suelo rizosférico. Las rizobacterias
benéficas mejor conocidas como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
o PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria por sus siglas en inglés)
promueven el crecimiento y desarrollo vegetal por diversos mecanismos, entre los
cuales se encuentra la activacion de las diversas vias de sefalizacion de los
fitoreguladores por la emision de volatiles (VOCs). En este trabajo se determing si
Bacillus subtilis M496 emite VOCs que estimulan el crecimiento y desarrollo de
Arabidopsis thaliana por un mecanismo dependiente de la via auxinica. Para
lograr el objetivo anterior, se empled un sistema de interaccion planta-rizobacteria
en el que la comunicacién entre ambos organismos fuera exclusivamente por
VOCs. Con este sistema se estudié el efecto de la densidad celular bacteriana
sobre la respuesta de la planta y se emple6 un inhibidor especifico del transporte
de auxinas (NPA), asi como la linea transgénica DR5::GUS y las mutantes
afectadas en la respuesta a auxinas (arf7-1/19-1 y tirl/afb2/afb3). El andlisis de
VOCs que emite la bacteria y durante su interaccién con las plantulas se realiz6
por la técnica de microextraccién en fase solida (SPME). En tanto que el contenido
de AIA se cuantificé por cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-

EM). Los resultados obtenidos mostraron un fuerte incremento en las biomasas
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foliar y radicular en las plantulas expuestas a los VOCs emitidos por B. subtilis
M496; también se observaron cambios significativos en la arquitectura radicular de
la plantula como: incremento en el nimero de raices laterales (NRL), aumento en
la longitud de la raiz primaria (LRP) y raices laterales (LRL). En cuanto a la parte
aérea, los VOCs promovieron una mayor formacion de hojas de roseta en
comparacion a las plantulas sin indculo. Incrementar la densidad celular a tres
estrias (2.2x10° CFU/mL) durante la interaccién plantula-rizobacteria, inhibié el
crecimiento de las plantulas con respecto a las plantulas inoculadas con una estria
(7.3x10® CFU/mL), aunque la densidad de tres estrias promovié el crecimiento de
la plantula en comparacion a las plantulas sin inocular. El analisis de la linea
transgénica DR5::GUS, mostré que la plantulas expuestas a los VOCs bacterianos
presentaron una mayor expresion del marcador en los meristemos y nervaduras
de las hojas, y en el meristemo de la raiz primaria, lo cual sugiere una activacion
del transporte de auxinas por parte de la rizobacteria. La aplicacion del inhibidor
del transporte de eflujo de auxinas NPA confirm6é que los VOCs activan el
transporte de auxinas. La cuantificacion del contenido de AIA, mostré que estos
compuestos inducen la sintesis de este fitoregulador en las plantulas. Los
resultados con la doble y triple mutante en la via de sefalizacion auxinica
especificamente en los receptores y factores de respuesta, mostraron que el
incremento en la biomasa y la activacion de programas de desarrollo como la
rizogénesis es dependiente de la auxina. El analisis del perfil de VOCs de B.
subtilis M496 en cultivo puro, indico la presencia de acetoina en un 70 %, la cual
se incrementd durante la interaccion con A. thaliana en un 90 %. Debido a la

abundancia de este compuesto se sugiere que la acetoina pudiera ser la
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responsable de los efectos observados en la plantula sobre la promocion del
crecimiento. Con este estudio se demuestra que B. subtilis M496 estimula el
crecimiento y desarrollo de Arabidopsis por un mecanismo dependiente de la

densidad celular por activacion de la sintesis y transporte de la auxina.



1. INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles y multicelulares cuyo crecimiento y desarrollo
dependen de factores internos y externos, tanto biéticos como abioticos. Entre los
primeros, se encuentra la producciébn de fitohormonas, donde destaca la
participacion de las auxinas que inducen una gran variedad de procesos para
modular el crecimiento y desarrollo vegetal como la elongacion, diferenciacion
celular, tropismo, dominancia apical y rizogénesis (Woodward y Bartel, 2005).
Entre los factores externos se encuentran los del tipo biético que de una u otra
manera impactan a los internos, modulando asi, los procesos morfogenéticos en la

planta.

Estos organismos han desarrollo mecanismos de defensa y estrategias de
comunicacién con otros que les permiten adaptarse y sobrevivir en las condiciones
de su entorno. En la rizésfera, que es el volumen de suelo que rodea la raiz (Pérez
et al., 2002), se establecen las interacciones entre las plantas y los
microorganismos del suelo. Tales interacciones, pueden ser:. asociaciones
mutualistas con microorganismos benéficos como Rhizobiales, micorrizas,
interacciones de protocooperacion con rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (PGPR), interacciones neutras o bien perjudiciales en el caso de

microorganismos patdgenos.

Las PGPR son un grupo de rizobacterias que pertenecen a una gran diversidad
de géneros entre los que se encuentran principalmente Pseudomonas, Rhizobium,

Bacillus, entre otros (Ping y Boland, 2004; Ortiz-Castro et al., 2008). Dichos



microorganismos han sido empleados como bioinoculantes para incrementar la
disponibilidad de nutrientes para las plantas, permitiendo asi una estimulacion del
crecimiento vegetal. Ademas algunos bioinoculantes pueden biocontrolar diversos

fitopatdgenos, lo que les confiere un valor agregado (Lugtenberg et al., 2002).

Recientemente, se ha establecido que la comunicacion planta-PGPR se realiza a
tres niveles: mediante la produccion de compuestos difusibles que se encuentran
disponibles en la rizésfera, durante el contacto fisico al momento de la
colonizacion y por la emision de VOCs (Kumar et al., 2006; Lugtenberg et al., 2002

y Steeghs et al., 2004).

Entre los compuestos difusibles que producen las PGPR estan las fitohormonas
como las auxinas, citocininas, acido abscisico, etileno, giberelinas vy
brasinoesteroides, entre otros que activan programas de desarrollo vegetal como
la rizogénesis. Por su parte, las plantas secretan una gran diversidad de
substancias de alto y bajo peso molecular en forma de exudados que incluyen a
los mucilagos, azucares, acidos organicos, compuestos fendlicos, aminoacidos,

fitosideréforos, flavonoides y vitaminas (Kumar et al., 2006).

En cuanto a los VOCs que emiten las PGPR, se ha reportado que son capaces de
estimular el crecimiento y desarrollo vegetal (Ryu et al., 2003). Los autores antes
mencionados observaron que los VOCs emitidos por Bacillus subtilis GB03
promovian el desarrollo del area foliar en Arabidopsis thaliana y sefialaron como
posibles responsables a la acetoina y al 2,3-butanediol. Dicho estudio abrié un

nuevo campo de investigacion enfocado al analisis de los VOCs bacterianos sobre



la activacion de las vias de sefalizacion hormonales en las plantas, que a su vez
estimulan el crecimiento vegetal. Posteriormente Zhang et al. (2007), determinaron
que los VOCs de B. subtilis GBO3 estimulaban la respuesta de la planta mediante
un mecanismo dependiente de la via auxinica. Con base a lo anterior, en el
presente estudio se determind si los VOCs liberados por la rizobacteria Bacillus
subtilis M496 estimulan el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana por un
mecanismo dependiente de la via auxinica, para lo cual se empleé al marcador de
respuesta a auxinas (DR5::GUS) y las mutantes doble en los factores de
respuesta a auxinas (arf 7-1/19-1) y triple en los receptores nucleares de auxinas

(tirl/afb2/afb3).



2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de las plantas

Las plantas son organismos multicelulares complejos en los cuales existe division
de funciones entre las células que forman los diferentes tejidos y érganos. En una
planta podemos distinguir dos grandes sistemas, el follaje y la raiz. El follaje o
parte aérea, incluye los tejidos vegetales que crecen por encima del suelo: tallo,
hojas, brotes y frutos y es el sistema encargado de llevar a cabo la fotosintesis y
reproduccién de la planta. EI meristemo apical del follaje o SAM por sus siglas en
inglés (shoot apical meristem) es el encargado de formar las hojas en la punta de
las ramas integrando la informacién proveniente del primordio de la hoja
preexistente antes de que produzca una hoja nueva (Sinha, 1999). Las hojas
pueden ser simples como en Arabidopsis y tabaco, o compuestas de varias

subunidades como en el tomate y chicharo (Sinha, 1999).

Por otra parte, el sistema radicular se encuentra formado por la raiz primaria,
raices laterales y adventicias y los pelos radiculares, todas estas estructuras le
permiten a la planta anclarse al suelo y facilitar la captura de agua y nutrientes
(Himanen et al.,, 2002). Ademas de estas funciones fisiologicas, el sistema
radicular es el mediador en el establecimiento de las interacciones simbioéticas,

neutras o perjudiciales con diversos microorganismos del suelo.

La primera raiz derivada de la planta se conoce como radicula, la cual se forma

después de la germinacion de la semilla y conduce al desarrollo de la raiz



primaria. Las raices que se forman a partir de esta ultima son las raices laterales
0 secundarias. Las raices adventicias se originan en el tallo o las hojas (Clark y
Fisher, 1986). La raiz esta formada por varias capas celulares: epidermis, cortex,
endodermis, periciclo y cilindro vascular. Las células que forman estos tejidos son
producidas por cuatro células madre o iniciales que se encuentran localizada en el
apice de la raiz (Greulach y Edison, 1970). A lo largo de la raiz primaria se
localizan tres regiones: meristematica donde se lleva a cabo la division celular,
zona de elongacion y de diferenciacion (Fig. 1) (Dolan et al., 1993). En el apice
radicular se localizan alrededor del centro quiescente las células iniciales, que
constituyen un reservorio de células indiferenciadas. El centro quiescente
desempefia un papel esencial en la organizacion y desarrollo de la raiz (Dolan et
al., 1993). En la raiz de Arabidopsis thaliana la funcion del centro quiescente
consiste en mantener el estado indiferenciado de las capas de células madre que

se hallan en contacto con él y, posiblemente, ayudarlas a conservar su naturaleza.
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Figura 1. Estructura del sistema radicular. Las células meristematicas se encuentran cerca de
la punta de la raiz, estas células generan la cofia y los tejidos superiores de la raiz. En la raiz se
presentan tres zonas: zona de division, elongacién y diferenciacién siendo en esta ultima zona
donde las células se diferencian para producir el xilema, floema, corteza y los pelos radiculares a

partir de las células de la epidermis (Dolan et al., 1993; Lincoln y Eduardo, 2002).

El crecimiento y desarrollo del follaje y la raiz depende de factores internos de la
planta en el que las fitohormonas juegan un papel importante en el establecimiento
del fenotipo. También los factores externos bidticos o abioticos pueden alterar la
produccion de hormonas y por lo tanto modificar el fenotipo original que tenia la

planta.

2.2. Reguladores del crecimiento y desarrollo vegetal

Una hormona vegetal o fitohormona es un compuesto organico sintetizado en un
organo especifico de la planta y transportado a otra parte, donde produce una

respuesta fisiologica, son moléculas pequefias esenciales para la regulacion del
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crecimiento, desarrollo, reproduccion y supervivencia de la planta, que actuan
como moléculas sefal a bajas concentraciones (Lincoln y Eduardo, 2002). Sin
embargo, las respuestas del 6rgano destino no necesariamente son promotoras,
porque procesos como crecimiento o diferenciacion en ocasiones son inhibidos
(Salisbury y Ross, 1992; Lincoln y Eduardo, 2002). Este grupo de moléculas son
de distinta naturaleza quimica (Fig. 2), e involucra a las fitohormonas clasicas
como las como son auxinas, acido abscisico, citocininas, giberelinas y etileno,
cuya funcion ha sido ampliamente estudiada (Teale et al., 2006); asi como otras
moléculas mas pequefias como los brasinoesteroides, jasmonatos, acido salicilico,
N-acil etanolaminas, glutamato y éxido nitrico (Gray, 2004; Lépez-Bucio et al.,

2006; Morguecho-Contreras y LOpez-Bucio, 2007; Santner et al., 2009).

Cabe mencionar que el control entre el crecimiento, desarrollo y defensa en la
planta se debe a una compleja red de comunicacion cruzada en las vias de
sefalizacion hormonal, lo que permite a la planta adaptarse rapidamente a
diferentes ambientes. Un ejemplo de la comunicacion cruzada entre las
fitohormonas es la establecida entre auxinas y citocininas que interactian en el
control de varios procesos del desarrollo en plantas, particularmente en la
dominancia apical y desarrollo de la raiz y el brote, ademas, las auxinas regulan

los niveles de citocinina y viceversa (Nordstrom et al., 2004).
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Figura 2. Fitohormonas. Las cinco fitohormonas mas estudiadas y sus efectos en el crecimiento y

desarrollo de las plantas (Teale et al., 2006).

2.2.1. Las auxinas en el crecimiento y desarrollo de las plantulas

Las auxinas son los reguladores del crecimiento vegetal mas estudiados y su
nombre deriva de la palabra griega auxein que significa crecer. Existen un gran
namero de auxinas naturales: el acido 1-naftalen acético, indol-3-etanol, indol-3-
acetaldehido, acido fenol acético, acido indol-3-butirico, &cido 4-cloroindol-3-

acético y el acido indol-3-acético (AIA) (Fig. 3) (Simon y Petrasek, 2011).
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Figura 3. Estructura quimica de las auxinas naturales. AIB sirve como un almacén del AlA, AlA-
4-Cl esta involucrado en la estimulacion del crecimiento del pericarpio, AFA presenta efectos mas

débiles que el AIA (Simon y Petrasek, 2011).

El AIA es la principal auxina vegetal y se sintetiza por dos vias, una dependiente
de triptéfano y la otra del acido shikimico (Woodward y Bartel, 2005). El AlA actla
como molécula sefal en procesos de gran importancia para el desarrollo de la
planta durante todo su ciclo de vida. Algunos de estos procesos regulados por
dicha fitohormona son la division, elongacion y diferenciacion celular, formacion de
meristemos apicales y radiculares (Bishopp et al., 2006; Teale et al., 2006). Las
auxinas estan implicadas en la formaciébn y emergencia de raices laterales,
organizacion del meristemo y respuesta gravitropica (Teale et al., 2006;
Michniewicz et al., 2007). Sin embargo, los efectos auxinicos son dependientes de

la concentracion de esta hormona, de tal manera que en Arabidopsis
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concentraciones de 10° a 10° M promueven el crecimiento de hipocotilos, follaje
y disminucion de la longitud de la raiz primaria, mientras 10° a 10° M estimulan
la longitud de la raiz primaria se ve promovida (Woodward y Bartel, 2005;

Benjamis y Scheres, 2008).

La concentracibn de auxinas es regulada por un proceso homeostatico, que
mantiene un equilibrio interno estable entre la sintesis, conjugacion, transporte y
catabolismo (via oxidativa) y que permite el crecimiento y desarrollo favorable de
la planta (Fig. 4) (Eckardt, 2005; Tromas y Perrot, 2010). Las auxinas pueden
estar en los tejidos de forma activa o inactiva mediante la conjugacion con una
gran variedad de moléculas, las cuales pueden ser de bajo peso molecular como
la glucosa o de alto peso molecular como las glicoproteinas (Teale et al., 2006).
Entonces los procesos de conjugacién y catabolismo son los que disminuyen los
niveles de auxinas activas. Por otro parte, la sintesis de novo y la hidrélisis de los
conjugados proporcionan la forma activa de auxinas en la planta, contribuyendo
estos procesos a la regulacion del desarrollo. Sin embargo, es el gradiente de
concentracion que se mueve entre las células lo que mas influye en la regulacion
del desarrollo de la planta; de este modo el transporte de auxinas es uno de los

procesos mas importantes en el crecimiento de la planta (Teale et al., 2006).
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Figura 4. Homeostasis de las auxinas. Los cuatro mecanismos que contralan la homedstasis

de auxinas, son: la biosintesis, conjugacion, transporte y catabolismo (Tromas y Perrot, 2010).

2.2.2. Biosintesis de auxinas.

El AIA se sintetiza mayoritariamente en las hojas jovenes asi como en regiones
con crecimiento activo como los cotiledones y los primordios de las raices (Ljung
et al., 2001). Sin embargo, la sintesis de esta auxina no se limita a estos sitios, Si
no que puede ocurrir en la mayoria de los tejidos (Ljung et al., 2005). Se ha
propuesto que el AIA puede provenir de dos rutas principales, la dependiente de
triptéfano que a su vez consta de cuatro rutas que se distinguen por los siguientes
intermediarios: indol-3-acetamida (IAM), indol-3-piravico (IPA), triptamina (TAM) e
indol-3-acetaldoxima (IAOx). La ruta independiente de triptofano, parte del
antranilato (via del acido shikimico) (Fig. 5) (Delker et al., 2008; Tromas y Perrot-

Rechenmann, 2010). La ruta IPA es la mas comun de las vias dependientes de
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triptéfano e involucra la reaccion de desaminacion del IPA seguida de una
descarboxilacion que resulta en la sintesis del indol-3-acetaldehido, el cual es
oxidado para formar AlA. La via TAM es similar a la via IPA donde el orden de las
reacciones de desaminacion y carbonizacion esté invertido. La via dependiente del
triptéfano es la del IAN, en la cual el triptofano es convertido a indol-3-
acetaldoxima y posteriormente a indol-3-acetonitrilo. Este ultimo por medio de la
accion de una nitrilasa lo convierte a AlA. Otra via dependiente del triptéfano es la
que usa el intermediario 1AM, la cual es utilizada por varias bacterias, involucrando
la participacion de la triptéfano monoxigenasa e IAM hidrolasa (Jordan vy

Casaretto, 2006) (Fig. 5).
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Casaretto. 2006).
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2.2.3. Transporte de auxinas.

Las auxinas sintetizadas en los diferentes tejidos de la planta, son transportadas
para regular el desarrollo. La distribucion de las auxinas se lleva a cabo por dos
rutas: transporte no polar y polar. El primer tipo es rapido y se lleva a cabo a larga
distancia a través del floema, e involucra el flujo de auxinas desde los tejidos
fuente a los blanco. Por otra parte, el transporte polar, se efectda célula-célula,
lentamente (Michniewicz et al., 2007; Bohn-Courseau, 2010). Las auxinas son
transportadas de la parte aérea a la raiz, (basipétalo). Una vez en la raiz, las
auxinas contindan llegando a la punta principalmente a través de tejidos
vasculares, a este movimiento se le denomina acropétalo. Las auxinas en la raiz
se recirculan a las partes aéreas, con un movimiento basipétalo (Michniewicz et

al., 2007).

El transporte polar de auxinas es especifico y requiere energia, las células utilizan
ATPasas de la membrana plasmatica para bombear protones del citosol a las
paredes celulares. El pH &cido de las paredes celulares hace que el grupo
carboxilo de las auxinas esté menos disociado que en el citosol, donde el pH es de
7 a 7.5. En el interior del citosol, el pH mayor hace que el grupo carboxilo de la
auxina se disocie y adquiera carga negativa. A medida que aumenta la
concentracion de auxina cargada en el citosol, su salida seria mas facil en
términos termodinamicos. Sin embargo, debido a su carga negativa, el transporte
polar de auxinas requiere de un transportador de eflujo en el extremo basal de la

célula (Salisbury y Ross, 1992; Lincoln y Eduardo, 2002) (Fig. 6).
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Figura 6. Transporte polar de auxinas. En la imagen se muestra el movimiento de las auxinas
entre las células y como van cambiando su carga a medida que van atravesando la pared celular y

el citosol (Lincoln y Eduardo, 2002).

El transporte polar estda mediado por el uso de acarreadores especificos de
entrada (influjo) como las proteinas AUX1, compuestas de 485 aminoécidos y 11
dominios transmembranales (Bennett et al., 1996) y de salida (eflujo), como los
transportadores de la familia PIN, MDR (resistentes a multiples farmacos) y PGP
(fosfoglicoproteinas). La familia de las PIN consiste de proteinas especificas de la
membrana plasmatica integral que contienen de 6 a 10 dominios
transmembranales y se expresan en tejidos y células que transportan auxinas y se
encuentran localizadas asimétricamente (Mravec et al., 2008). Las PIN son
requeridas en todos los procesos del desarrollo vegetal que involucran a las

auxinas: embriogénesis, organogénesis, actividad del meristemo radicular,
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diferenciacion y regeneracion de tejidos, asi como tropismo (Mravec et al., 2008).
Las proteinas PIN muestran distinta localizacion subcelular polar, la cual es
determinada por la direccion del flujo de auxinas. En el meristemo de la raiz, PIN
1, 3, 4y 7 se encuentran orientadas hacia el 4pice de la raiz en las células del haz
vascular, llevando el flujo de auxinas hacia el centro quiescente (QC). La proteina
PIN2 se localiza en las células epidérmicas de la parte apical y es la encargada de
redirigir el flujo de auxinas a la zona meristematica (Muller et al., 1998; Friml et al.,
2003) (Fig. 7). Un segundo grupo de transportadores de eflujo son las
fosfoglicoproteinas PGP, éstos tienen una localizacion celular principalmente
apolar, se ha propuesto que refuerzan el flujo de auxinas en la raiz mediado por

las PIN mediante la estabilizacion de la localizacién de estos transportadores.

Figura 7. Localizacién de los transportadores de eflujo PIN en la raiz de A. thaliana.
Localizaciéon polar de las proteinas PIN en las diferentes capas celulares. Ep: epidermis, Cx:

cortex, En: endodermis y St: tejidos de la estela (Tromas y Perrot, 2010).
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El transporte de auxinas ha sido estudiado con inhibidores como el acido N-1-
naftil-talamico (NPA) y el acido 2,3,5-triyodobenzoico (Fujita y Siono, 1996), estos
dos compuestos no son compuestos naturales de las plantas, son compuestos
quimicos que se han utilizado para estudiar el transporte de auxinas, los cuales
presentan efectos sobre la elongacion del tallo y la raiz (Li et al., 1994), el tropismo
(Takahashi y Suge, 1991) y formacidén de pelos radiculares (Gaither, 1975). Se
sabe que los inhibidores del transporte de auxinas lo alteran cuando las auxinas
son transportadas del apice del brote al de la raiz. Varios de los efectos causados
por el NPA, se ha propuesto que se deben a la interferencia con los
transportadores de eflujo de auxinas (Bailly et al., 2008), como los PGP. Dichos
transportadores presentan tres sitios de unién: uno para las auxinas y los otros
dos con una afinidad especifica al NPA. Una vez realizada esta union, estos
transportadores no pueden regular de manera correcta a los transportadores PIN,
por lo cual el transporte de eflujo de auxinas se ve afectado de manera general

(Depta y Rubery, 1984).

Todos los procesos anteriormente mencionados regulan fuertemente el
crecimiento y desarrollo de una planta y debido a la importancia de dichos
procesos actualmente se cuanta con una amplia variedad de herramientas para
estudiarlos de una manera mas adecuada, una de estas herramientas es la planta

de Arabidopsis thaliana.

Por otra parte, la percepcion de las auxinas involucra tres componentes
principales: A) receptores nucleares de auxinas de la familia TIR1/AFB’s y el

receptor de la membrana plasmatica, el ABP1; B) los represores AUX/IAA y C)
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factores transcripcionales de la familia ARF que permiten la expresion de los
genes de respuesta temprana a las auxinas (Fig. 8). Los receptores nucleares de
la familia TIR1/AFB’s transducen la sefial en respuestas especificas al regular la
expresion de los genes de respuesta temprana agrupados en tres clases: SAUR,
GH3 y AUX/IAA. Los genes SAUR codifican RNAmM pequefos y de vida corta; en
Arabidopsis se han reportado aproximadamente 70, entre los GH3 (20 genes en
Arabidopsis), algunos codifican proteinas que conjugan al AlA. Finalmente los 29
genes AUX reportados en Arabidopsis codifican para proteinas nucleares de vida

corta (Simon y Petrasek 2011).
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Figura 8. Sefalizacién de las auxinas. El AlA puede ingresar en un bajo porcentaje, mediante
difusién pasiva. Sin embargo, para un mayor transporte se requieren transportadores de influjo de
auxina AUX1/LAX. Los receptores de auxina nucleares de la familia TIR1/AFB de proteinas F-box,
interactian con el AIA para iniciar la degradacion de los represores AUX/IAA mediante su
ubiquitinacion. Al degradar al represor, se liberan los factores de transcripcion ARF, los cuales
transcriben los genes de respuesta temprana a auxinas. Posteriormente, las auxinas salen de la
célula mediante los transportadores de eflujo de la familia PIN (Modificado de Simon y Petrasek

2011).

2.3. Doble y triple mutante en la via auxinica (arf 7-1/19-1 y tir1l/afb2/afb3).

Los ARF son los factores de transcripcion que en usencia de auxinas forman
heterodimeros inactivos con las proteinas AUX/IAA, los ARF 7 y 19 son requeridos
para el desarrollo de las raices laterales. La familia TIR1/AFB’s es una de las

familias de receptores de auxinas, los cuales transducen la sefial en respuestas
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especificas al regular la expresion de los genes de respuesta temprana. Las
mutaciones en las proteinas ARF dan como fenotipo plantas sin formacién de
raices laterales y las mutaciones en TIR/AFB generan plantas con una deficiente
formacion de la raiz primaria y escasa formacion de raices laterales (Okushima et

al., 2007; Dharmasiri et al., 2005).

2.4. Arabidopsis thaliana como planta modelo.

Arabidopsis thaliana pertenece a la familia de las Brasicaceas y esta relacionada
a plantas comestibles como el brocoli, la coliflor, la col y los rabanos (Koornneef
et al., 2004). Esta planta retne numerosas ventajas que la hacen un modelo del
estudio vegetal: su tamafio pequefio (30 cm) permite crecer un gran namero de
plantas en un espacio reducido, su ciclo de vida es corto de 6 a 8 semanas,
presenta abundante produccion de semillas (mas de 10,000 semillas por planta),
su autofertilizacion facilita mantener lineas y realizar cruzas controladas y existen
diferentes “ecotipos” de esta planta. Su genoma organizado en 5 cromosomas
esta totalmente secuenciado. Al poseer uno de los genomas mas pequefos
detectados en plantas, es posible disponer de un banco de semillas
mutagenizadas (Bennetzen, 2001; Dinneny y Benfey, 2009). Ademas de todas
estas ventajas, la arquitectura del sistema radicular es una de las mas simples
haciéndola manejable durante la manipulacion experimental (Scheres vy

Wolkenfelt, 1998).
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2.5. Linea marcadora de respuesta a auxinas DR5::GUS en Arabidopsis
thaliana.

El marcador de genes regulados por auxinas DR5::GUS es una fusion entre un
elemento de un promotor de respuesta a auxinas sintético, al gen reportero de la
enzima beta-glucuronidasa (GUS), la cual se va a expresar en presencia de
auxinas, y si ademas se encuentra presente, el sustrato de la enzima, al ser
hidrolizado dara como resultado un precipitado azul (Uimasov et al., 1997). La
linea reportera DR5::GUS es un marcador enfocado a la expresion de genes
regulados por auxinas en plantas.

La expresién de genes durante el desarrollo de las plantas esta regulada en gran
parte por las fitohormonas. Recientemente se han identificado y caracterizado un
grupo de genes de respuesta temprana que son inducidos por auxinas. Uno de
estos genes, el GH3, contiene un promotor de respuesta a auxina, el cual presenta
tres elementos (AuxRES) que pueden funcionar independientemente uno de otro.
Los elementos acoplados confieren una expresion diferencial en presencia o
ausencia de auxinas del gen reportero GUS presente en la fusion DR5::GUS,
causando una represion de la expresion del gen reportero en ausencia de auxinas
y la activacion de la expresion en presencia de éstas. El promotor DR5 es un
tandem sintético de repeticiones directas de 11 pb del elemento de respuesta a
auxinas D1-4 perteneciente al promotor del gen GH3 (Ulmasov et al., 1997). Por
otra parte, el gen de la beta glucuronidasa (GUS) es un gen reportero que codifica
para la B-glucuronidasa, que cataliza la hidrélisis de una amplia variedad de
sustratos tipo B-glucurénidos: 5-bromo-4-cloro-3-indolil glucurénido (X-GLUC), el

4-metil umbeliferil glucurénido (MUG), el p-nitrofenil glucurénido (PNPG), entre
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otros. La hidrdlisis de dichos sustratos puede ser detectada mediante técnicas
histoquimicas. El sustrato que actualmente se utiliza para la localizacion
histoquimica de la actividad de la beta-glucuronidasa en los tejidos es el 5-bromo-
4-cloro-3-indolil glucurénido (X-Gluc). Este dltimo forma un precipitado color azul
en el sitio de actividad de la enzima. Este precipitado azul es el producto de la
dimerizacion oxidativa estimulada por el oxigeno atmosférico y se amplifica el
color adicionando un catalizador de la oxidacion como la mezcla de

ferricianuro/ferrocianuro de potasio (Jefferson et al., 1987).

2.6. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o por sus siglas en inglés
PGPR, se encuentran presentes en el suelo de manera natural como parte de los
microorganismos de la rizésfera, estableciendo una relacién simbidtica con la
planta (Banchio et al., 2009). Las PGPR incluyen un amplio rango de bacterias
colonizadoras de la raiz con la capacidad de aumentar la disponibilidad de
nutrientes y con ello el crecimiento y peso de la planta resultan favorecidos
(Klopper y Schroth, 1978; Ping y Boland, 2004; Kai y Piechulla, 2009). Ademas las
PGPR estimulan la germinacion y controlan la presencia de fitopatdgenos
(Banchio et al., 2009). Dentro de la categoria de las PGPR se encuentran
bacterias tanto Gram+ como Gram- (Haas et al., 2002), siendo los géneros mas
abundantes Rhizobium, Bradyrhizobium, Bacillus, Pseudomonas y Azospirillum
(Whipps, 2001; Ping y Boland, 2004; Ortiz-Castro et al., 2008; Banchio et al.,

2009). Los mecanismos propuestos para la promocién del crecimiento de la planta
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por las PGPR incluyen la sintesis bacteriana de fitohormonas como el AlA, las
citocininas y las giberelinas (Glick, 1995; Glick et al., 1999). Por todos los
beneficios que representan para las plantas, las PGPR se han propuestos como

una herramienta alternativa para incrementar la produccion de cultivos agricolas.

2.7. Compuestos orgéanicos volatiles en la comunicacion planta-

microorganismo.

Las plantas produce fitohormonas que modulan su crecimiento y desarrollo, sin
embargo existen diversos factores externos que también pueden alterar estos
procesos como la presencia de microorganismos del suelo, especificamente en la
rizosfera. En la Ultima década se ha especulado que las plantas y los
microorganismos se “‘comunican” entre si mediante la emision de VOCs. Los
VOCs son compuestos que poseen un peso molecular usualmente inferior a 300
g/mol y por su alta presion de vapor se encuentran en estado gaseoso (Dudavera
y Negre, 2005). Organismos de todos los reinos producen este tipo de compuestos
que les permite interactuar entre si. Diversos reportes en la literatura mencionan
que el perfil de VOCs que emite cada organismo es diferente y estas diferencias
pueden ser cualitativas y/o cuantitativas. Asi que, individuos pertenecientes a la
misma especie pueden presentar perfiles de compuestos diferentes, mismos que
son susceptibles a ser alterados por la influencia de factores bidticos y abidticos
presentes en su entorno (Dicke et al., 2009; Vickers et al., 2009; Holopainen y

Gershezon, 2010).
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Las plantas emiten de forma constitutiva o inducible una amplia cantidad de VOCs
diariamente; al menos una quinta parte del CO, atmosférico que es fijado se libera
como VOCs (Baldwin, 2010). Dichos compuestos le sirven a la planta para atraer
polinizadores, dispersadores de semillas 0o enemigos naturales de herbivoros.
Ademas algunos VOCs pueden funcionar como barrera quimica en contra de
insectos y microorganismos patdgenos, asi como para enviar sefiales de alerta a
plantas vecinas para que estas activen sus propios mecanismos de defensa

(Dicke et al., 2003; Gershenzon, 2007).

Por otra parte, los microorganismos también tienen la capacidad de producir
VOCs, de ahi que una gran cantidad de especies bacterianas sean empleadas
para producir estos compuestos a nivel industrial, debido a su utilidad como
aromatizantes y a sus propiedades repelentes (Schulz y Dickschat, 2007). Sin
embargo, diversos reportes en la literatura mencionan que las posibles funciones
biol6égicas de estos compuestos liberados por las bacterias sean para la
comunicacion y en la defensa como antimicrobianos (Schulz y Dickschat, 2007).
En lo que respecta a la comunicacion planta-rizobacteria mediada por VOCs, se
ha reportado que los volatiles bacterianos promueven el crecimiento vegetal e
inducen la resistencia sistémica (ISR) contra fitopatdégenos (Ryu et al., 2003; 2004;
Schulz y Dickschat, 2007). Lo antes mencionado estaria indicando que hay una
estrecha relacion entre las plantas y las rizobacterias (van Loon, 2007 y Zhang et
al., 2007).

Durante un andlisis realizado por Ryu et al. (2003), sobre el efecto de los VOCs

microbianos en la promocién del crecimiento de Arabidopsis, ellos observaron que

24



los volatiles de dos rizobacterias B. subtilis GB03 y B. amyloliquefaciens IN937a,
promovieron aproximadamente al doble la produccién de la biomasa area de las
plantas respecto a los controles sin inéculo e inoculados con la bacteria control

E.coli DH5a (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de los VOCs emitidos por las PGPR sobre el crecimiento foliar de A.
thaliana. Efecto promotor de Bacillus subtilis GB03 y Bacillus amyloliquefaciens IN937a sobre el
desarrollo del area foliar de plantas de A. thaliana, comparado con otras PGPR como son Serratia
marcenscens 90-166, B. pasteurii C-9, Pseudomonas fluorescens 89B61 y B. pumilus T4, asi

como un control negativo E. coli DH5a y el control sin inocular (Ryu et al., 2003).

Al observar la estimulacién del crecimiento vegetal por ambas rizobacterias, los
autores decidieron analizar el perfil de VOCs que emite cada PGPR, asi como el
de la bacteria no promotora E.coli DH5a y del medio de crecimiento solo. Ellos

encontraron que las bacterias GB03 e IN937a presentaban variaciones en sus
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perfiles. Sin embargo, ambas PGPR sintetizaron dos compuestos en mayor
abundancia que correspondieron a la 3-hidroxi-2-butanona (acetoina) y 2,3-
butanediol;, ambos producto de la ruta de fermentacion del género Bacillus, en el

que el 2,3-butanediol se considera como el producto final (Fig. 10).
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Figura 10. Perfiles cromatograficos de Bacillus subtilis GB03 y Bacillus amyloliquefaciens
IN937a. En los rectangulos rojos se observa la presencia de acetoina y 2,3-butanediol, los cuales
son abundantes y se sintetizan en ambas rizobacterias. 89B61 (rizobacteria no promotora por
emision de volatiles), DH5a (E. coli bacteria no promotora) y el medio de cultivo sin inocular son

los controles (Ryu et al., 2003).

De acuerdo con el estudio de Ryu et al. (2003), tanto la acetoina como el 2,3-
butanediol pudieran ser los responsables de los efectos promotores en la biomasa
aérea de Arabidopsis thaliana y para demostrarlo realizaron bioensayos utilizando
gradientes de concentraciones de 2,3-butanediol como compuesto puro, donde

observaron un efecto promotor dosis dependiente sobre la biomasa area (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto promotor dosis dependiente del 2,3-butanediol sobre el crecimiento foliar
de A. thaliana. Promocién del crecimiento de A. thaliana Col-0 control, expuesta a los volatiles de

GBO03 y a varias concentraciones de 2,3-butanediol (Ryu et al., 2003).

Posteriormente los autores llevaron a cabo un analisis para evaluar el efecto de
los volatiles de las rizobacterias promotoras sobre plantas mutantes insensibles
y/o deficientes en diferentes vias hormonales. Los autores observaron que dichos
compuestos activaban vias de sefalizacion dependientes de las citocininas para el
caso de B. subtilis GB03 mientras que para B. amyloliquefaciens IN937a no
observaron efectos aparentes en ninguna de las rutas hormonales analizadas. A
partir de entonces, este grupo de investigadores se consideraron los pioneros al
aportar informacién de que las rizobacterias pueden afectar el desarrollo de las

plantas a través de la emision de VOCs.
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Continuando con la misma linea de investigacion Zhang et al. (2007), plantearon
que el efecto promotor de los volatiles de GBO03 involucraba la modulaciéon de la
via auxinica; por lo que analizaron el efecto de los VOCs de GBO03 en las lineas
transgénicas de Arabidopsis DR5::GUS. A los 3 y 8 dias después de la inoculacion
(ddi), los autores observaron que las plantas sin indculo presentaban una tincion
azul en una parte del follaje y escasa tincion en la raiz que correspondio a la
expresion del marcador en respuesta a auxinas, mientras que las plantas que
habian sido expuestas a los volatiles de GB03 presentaban una pérdida de la
expresion del marcador en la parte aérea y un incremento en la raiz, asi como un

aumento en la biomasa aérea (Fig. 12).
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Figura 12. Expresion del marcador de respuesta a auxinas en plantulas expuestas a los
VOCs de B. subtilis GB03. Expresion en follaje y raiz de las plantas control a los 3 dias (byf) y
después de la exposicion a los volatiles (a y e€). Expresion del marcador en follaje y raiz a 8 dias
en plantas control (d y h) y expuestas a los volatiles de GB03 (c y g). Los follajes de las plantas
control (b y d) presentan una fuerte expresion en comparacion a las plantas expuestas a los

volatiles de GB03 después de 3 y 8 dias de exposicidn (Zhang et al., 2007).

Este resultado les permitié a dichos autores sugerir que los volatiles emitidos por
GBO03 durante la interaccion con Arabidopsis, esta activando el transporte de
auxinas llevandolas de la parte aérea a la radicular y con esto promoviendo un
incremento en la biomasa aérea. Posteriormente para corroborar que el efecto
observado efectivamente se debia a la activacion del transporte de auxinas, los
investigadores utilizaron el inhibidor especifico del transporte de eflujo, NPA,
analizaron la expresion del marcador de DR5::GUS en presencia del NPA y

después de la exposicion de los VOCs de GBO03. Los resultados mostraron un
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cambio en el patron de expresion del marcador en las plantas expuestas a los
volatiles de GBO03, observando una disminucién de la expresion en la raiz y un
incremento en el follaje. Ademas, de una disminucion en la promocion del
crecimiento de las plantas tratadas tanto a 1 como 10 uM de NPA, pero dichos
efectos fueron mas evidentes a una concentracion de 10 uM de NPA,
posiblemente debido a que la inhibicion del transporte fue mayor a esta
concentracion y como consecuencia se acumularon las auxinas en los sitios de
sintesis. Lo anterior, correlaciona con el efecto conocido que concentraciones
elevadas de auxinas inhiban el crecimiento de la planta. Con estos efectos los
autores concluyeron que los compuestos volatiles liberados por B. subtilis GB03
durante la interaccion con Arabidopsis thaliana promueven el crecimiento foliar de

la planta mediante la activacion del transporte de auxinas (Fig. 13).
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Figura 13. Efecto del NPA sobre la expresion del marcador de respuesta a auxinas y el
crecimiento de la plantula expuesta a los VOCs de B. subtilis GB03. Planta inoculada con B.
subtilis GB03 (a) y en presencia de 1 uM NPA (c) y 10 uM (e); control sin inéculo (b) y en

presencia de 1 uM NPA (d) y 10 uM (f) (Zhang et al., 2007).

En un estudio reciente, Gutiérrez-Luna et al. (2010), analizaron el efecto de los
VOCs de doce rizobacterias aisladas de la rizosfera de limon sobre la promocion
del crecimiento vegetal. Los autores observaron que las rizobacterias L254, L263,
L265a, L265b y L266 estimularon el crecimiento en Arabidopsis; al incrementar

dos veces la biomasa comparadas con la plantas sin inocular.

Por otra parte, no observaron un incremento significativo en la biomasa de las
plantas expuestas a los volatiles de las rizobacterias L255, L264, L268, L272a y

L272b en comparacion a las plantas sin indculo (control) (Fig. 14).
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Figura 14. Efecto de los compuestos volatiles de diferentes rizobacterias sobre la biomasa
de A. thaliana. (A- B) Fotografias representativas que muestran el efecto de la rizobacteria L254
sobre el crecimiento de Arabidopsis. (C) Peso fresco total de A. thaliana sin indculo e inoculada

con distintas rizobacteria (Gutiérrez-Luna et al., 2010).

Ademas, los autores observaron que las rizobacterias modularon la arquitectura
radicular de Arabidopsis diferencialmente (Fig. 15). Como se observo en la figura
13 los VOCs de nueve de las doce rizobacterias estimularon la longitud de la raiz
primaria (LRP), de las cuales L263, L266 y L272a fueron las que presentaron un
mayor efecto (Fig. 15A). Respecto al parametro de numero de raices laterales
(NRL), L263, L266 y L272a fueron las que estimularon el nimero de raices
laterales (Fig. 15B). En lo referente a la longitud de raices laterales (LRL) la
rizobacteria L265b fue la que incremento en mayor medida el crecimiento de las

raices laterales (Fig.15C).
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Figura 15. Efecto de los volatiles de las rizobacterias sobre la morfogénesis de la raiz. (A)
Longitud de raiz primaria LRP, (B) Numero de raices laterales NRL, (C) Longitud de raices

laterales LRL (Gutiérrez-Luna et al., 2010).

Ademas, en el mismo estudio, los autores decidieron caracterizar a las
rizobacterias representantes de cada uno de los pardmetros involucrados en
crecimiento y desarrollo de la planta, determinaron que los aislados L254, L255 y
L265a son pertenecientes a Bacillus cereus, L266 a Bacillus simplex, L270 a
Bacillus nealsonii mientras que L272a tuvo un 100% de identidad con B.
cereus/thurigensis/anthracis. Una vez caracterizadas dichas rizobacterias, se
analizo la expresion del marcador de respuesta a auxinas de las lineas DR5::GUS,
debido a que las auxinas regulan los procesos de crecimiento y desarrollo y a que

estas rizobacterias promovieron ambos procesos, los autores sugieren una posible
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interaccion de esta via hormonal. Posteriormente, Gutiérrez-Luna (2010) realizé6 el

analisis del gen reportero GUS y encontr6 un aumento en la expresion del

marcador en la punta de la raiz, en los haces vasculares de las raices y en las

nervaduras de las hojas de las plantas expuestas a los volatiles de las

rizobacterias analizadas comparadas con el control sin inocular (Fig. 16), siendo

este efecto mas notable en el follaje de las plantas expuestas a los compuestos

volatiles de B. simplex L266.

Follaje

RL

RL

RP

B. cereus B.simplex B.nealsonii Bacillus sp.

|
"L254 1255 L2654 1266 L270 1272a

10x

40x

10x

Figura 16. Efecto de los compuestos volatiles emitidos por las PGPR sobre la expresiéon del

marcador de genes regulados por auxinas. Fotografias representativas de plantulas de cuatro

dias después de la germinacién expuestas a los volatiles de seis diferentes rizobacterias,

Gutiérrez-Luna, (2010).
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Gutiérrez-Luna et al. (2010), también analizaron el perfil de VOCs emitido por las
PGPR, la planta y durante la interaccion planta-rizobacteria, encontrando
diferencias cualitativas y cuantitativas. Se encontraron compuestos que
Gnicamente estuvieron presentes en la planta como el acido octanoico y presentes
en las rizobacterias como el benzaldehido. Ademas, también se identificaron
compuestos Unicamente durante la interaccion como el limoneno. El eucaliptol se
observdé en la planta sin inocular y se incrementé durante la interaccion; la
acetofenona se detecto en los perfiles cromatograficos de la planta, la rizobacteria
y durante la interaccion, aunque en diferente abundancia en cada perfil. El efecto
promotor que se observé en el estudio, no fue atribuido a un solo compuesto, sino

a la “huella” de VOCs que emitio cada rizobacteria.

Aunque se han descrito diversos estudios del efecto de los VOCs microbianos
sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas mediante la activacién de la via
auxinica, aun no se han reportado datos cuantitativos del incremento del AIA
durante el desarrollo vegetal por efecto de estos compuestos, lo cual seria

interesante demostrar.

2.8. Bacillus subtilis M496, un caso de estudio.

El género Bacillus estd constituido por bacterias formadoras de esporas, Gram +
con forma de baston y algunas especies pueden ser patégenas de humanos. Sin
embargo, existen especies que pueden actuar como promotoras del crecimiento y

desarrollo vegetal como es el caso de B. megaterium UMCV1 que promueve el
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crecimiento de Arabidopsis thaliana (Lopez-Bucio et al., 2007), mediante la
sintesis de antibiéticos o compuestos con efecto contra organismos patdégenos de
la rizésfera, o por la sintesis y excrecion de fitohormonas a la rizosfera. Otra
caracteristica del género Bacillus es su habilidad para inducir la resistencia
sistema inducida (ISR) en las plantas, el cual es un mecanismo de defensa.
Algunas especies de este género son candidatos ideales para ser agentes de

biocontrol (Santoyo et al., 2012).

Bacillus subtilis es una bacteria autdéctona de suelo que puede crecer en un amplio
rango de temperaturas, su velocidad de crecimiento es alta. En especifico la
rizobacteria Bacillus subtilis M496 fue aislada de la rizosfera de maiz a partir de un
suelo proveniente de un campo agricola de la localidad de El Lometén, (101°8’,
19°42’) municipio de Tarimbaro, Michoacan a una profundidad de 0 y 20 cm.
Posterior a su aislamiento e identificacion, Cortés-Sanchez et al. (2010), determin6
que esta rizobacteria promueve el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis
mediante la emision de VOCs, con efectos muy evidentes sobre la arquitectura de

la raiz (Fig. 17). Este resultado, permitid continuar con un estudio mas detallado

sobre el efecto de los VOCs de esta rizobacteria en las plantas.
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Bacillus subtilis M496

;\’M\.. =" -
Sin inéculo
Figura 17. Efecto de los VOCs emitidos por B. subtilis M496 sobre el crecimiento de A.

thaliana. B. subtilis M496 promueve el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana en

comparacion a plantas sin in6culo (Cortés-Sanchez et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

Estudios previos sugieren que los VOCs bacterianos promueven el crecimiento
vegetal. En el caso particular de los compuestos volatiles que emite Bacillus
subtilis M496 se observé que incrementan el area foliar y radicular con cambios
evidentes en la arquitectura de la raiz de Arabidopsis, por lo que resulta
interesante estudiar si esta rizobacteria en particular induce el crecimiento y el

desarrollo de la planta mediante un mecanismo dependiente de auxinas.
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4. HIPOTESIS

Bacillus subtilis M496 produce compuestos volatiles que modulan el crecimiento y

desarrollo de Arabidopsis por un mecanismo dependiente de la via auxinica.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar si los compuestos volatiles que emite Bacillus subtilis M496 influyen en
el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana por un mecanismo dependiente

de auxinas.

5.1.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de los compuestos volatiles producidos por B. subtilis
M496 a distintas densidades celulares sobre el crecimiento y desarrollo de

A. thaliana

e Analizar el efecto de los volatiles emitidos por la rizobacteria en la linea

transgénica DR5::GUS.

e Determinar si los compuestos volatiles de B. subtilis M496 modulan la

sintesis y distribucién de auxinas en la planta.

e Analizar el perfil de compuestos volatiles durante la interaccién A. thaliana-

B. subtilis M496.

38



6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo este estudio se emplearon semillas de Arabidopsis thaliana Col-
0, la linea transgénica DR5::GUS y la doble y triple mutante de algunos elementos
de la via de sefializacion de auxinas (arf 7-1/19-1 vy tirl/afb2/afb3,
respectivamente). Las plantas fueron crecidas en cajas de Petri con division y a
los 2 dias después de la germinacién, se inoculd la rizobacteria Bacillus subtilis
M496. Al cabo de 10 dias después de la interaccion (ddi) se analizaron la biomasa
foliar y radicular, asi como la longitud de la raiz primaria, nimero y longitud de
raices laterales. Ademas se analizo el efecto del inhibidor especifico de transporte
de eflujo de auxinas NPA y se cuantifico el contenido de la auxina acido indol-3-
acético (AlA) en las plantas después de la interaccion. A su vez se determiné el
perfil de VOCs emitidos por la rizobacteria y durante su interaccion con la planta
mediante la técnica de microextraccién en fase solida (SPME) y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). A continuacion se muestra

el esquema general de trabajo.

Arabidopsis thaliana

(Col-0, DR5::GUS, arf 7-1/19-1y
tirl/afb2/afb3)

inoculacion

A 4

Bacillus subtilis M496

Analisis de Expresion del marcador de auxinas
compuestos (GUS)

volatiles por Efecto del NPA (0.5, 1, 2,4y 8 uM)
CG-EM Cuantificacién de AlA por CG-EM

Biomasa foliar y
radicular.
Variables de la raiz.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material biolégico.

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0, de la linea
transgénica DR5::GUS y de la doble mutante arf 7-1/19-1 (Ulmasov et al., 1997) y
triple mutante tirl/afb2/afb3 (Dharmasiri et al., 2005), las cuales fueron donadas

por el Laboratorio de Fisiologia del Desarrollo Vegetal del 1QB-UMSNH.

La rizobacteria Bacillus subtilis M496, fue donada por el Laboratorio de Ecologia

Microbiana del 1QB-UMSNH.

7.2. Desinfeccion de las semillas.

Las semillas requieren de una esterilizacion superficial que se realiz6 colocando
las semillas en un tubo Eppendorf con 1mL de etanol al 70 % durante 5 minutos,
posteriormente se descarta el etanol y se agrega 1mL de hipoclorito de sodio
comercial al 20 % durante 7 minutos. Posteriormente, se decanto el cloro y se
realizaron 5 lavados con agua destilada estéril. Finalmente se incubaron las
semillas a 4°C al menos 48 h previas a la siembra con el objetivo de homogenizar

la germinacion.
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7.3. Condiciones de crecimiento.

Las semillas fueron germinadas y crecidas en cajas de Petri con una division con
15 mL de medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) 0.2X, con el fin de permitir la
interaccién unicamente por medio de compuestos volétiles. Posterior a la siembra,
las cajas se incubaron en cadmara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz / 8
h oscuridad, intensidad de luz de 200 pmol m? s* , temperatura de 22°C y una
humedad del 80 %. Las cajas fueron colocadas en un angulo de 65° de inclinacion

para permitir el crecimiento de la raiz sobre la superficie del agar.

7.4. Reactivacion de Bacillus subtilis M496.

Al iniciar el trabajo, la cepa se encontraba almacenada en caldo nutritivo y glicerol
a -20°C, por lo que para su reactivacién se tomaron aproximadamente 1x10°
unidades formadoras de colonia (CFU), las cuales fueron inoculadas en una caja
de Petri con medio agar soya tripticaseina y se crecieron durante 24 hr a 30°C.
Posteriormente se tomaron aproximadamente 1x10° CFU y se sembraron en
medio MS (igual al descrito para el crecimiento de las plantulas) para su
interaccion con la planta por medio de la emision de volétiles. La densidad
bacteriana obtenida en una estria al final de nuestros analisis correspondié a
7.3x10® CFU/mL, este dato fue obtenido después de realizar un conteo celular de
la siguiente manera: en una caja de Petri con medio MS se sembraron 5
estriados independientes de B. subtilis M496 y a los 10 dias de crecimiento se

retiraron por completo las células y se resuspendieron en 1 mL de agua estéril.

41



Posteriormente, se agitd y se realizaron diluciones tomando del primer tubo 100 uL
de la solucion bacteriana que se homogenizaron con 900 pL de agua estéril en
otro tubo; este proceso se repitid por 7 veces mas. De las tres ultimas diluciones
se tomaron 100 puL, los cuales fueron plaqueados en cajas de Petri con medio
nutritivo, y se incubaron a 30 °C por 12 hr. Finalmente se realiz6 un conteo de
CFU, obteniendo en una estria 7.3x10°, dos estrias 14.6x10° y en tres estrias

21.9x10% CFU/mL.

7.5. Establecimiento del sistema de interaccion y andlisis de las variables del

crecimiento.

Para evaluar el efecto de los compuestos volatiles emitidos por B. subtilis M496
sobre la arquitectura de la raiz de Arabidopsis, se utilizaron cajas de Petri con una
division y con medio MS. En un extremo de la caja, se colocaron cuatro semillas
de Arabidopsis a 1 cm de distancia del borde superior de la caja y con un espacio
de 8 mm entre cada semilla. Cuatro dias después de la siembra, equivalentes a
dos dias de germinacién, la rizobacteria fue inoculada con aproximadamente
1x10° CFU en el lado contrario a las semillas a 1cm de distancia del borde
superior de la caja; se realizaron 4 réplicas. Las cajas fueron incubadas durante
diez dias en una camara de crecimiento bajo las condiciones antes mencionadas.
Después de 10 dias se midieron los parametros de longitud de raiz primaria (LRP),
namero de raices laterales (NRL) realizando un conteo de las raices presentes en

cada planta, longitud de raices laterales (LRL) y biomasa foliar y radicular
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separando los tejidos y realizando un pesaje por planta. La longitud de la raiz

primaria asi como de las laterales se midié con una regla.

7.6. Andlisis de los compuestos volatiles.

Los VOCs fueron analizados en la planta, la bacteria y durante la interaccion
planta-bacteria. Para el analisis de los VOCs de la planta, se colocaron cuatro
semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 en uno de los extremos de la caja de Petri
con division, a 1 cm del borde superior de la caja con medio MS. Las cajas fueron
incubadas durante 14 dias en la camara de crecimiento y finalizado este tiempo se

analiz6 la composicion de los VOCs.

Por otra parte, las bacterias fueron crecidas en medio MS en una caja de Petri con
divisién y se incubaron en la camara de crecimiento por 10 dias, que fue el tiempo
en el que se realizd la captura de VOCs. Los VOCs que resultaron de la
interaccion planta-rizobacteria se analizaron a los 10 ddi; el sistema de interaccién

que se empled fue el mencionado en la seccion 7.5.

El andlisis de VOCs se realiz6 mediante la técnica de SPME y CG-EM. En este
estudio se emple6é una fibra azul (polidimetilsiloxano/divinilbenzeno), la cual se
activé por 30 minutos en el puerto de inyeccion del CG. Una vez activada, dicha
fibra se expuso por 1h en la muestra y posteriormente, los compuestos fueron
desorbidos en el puerto de inyeccién del GC a 180 °C por 30 segundos. Se
realizaron 4 réplicas. Las condiciones de analisis en el cromatografo fueron las
siguientes: se empled un GC Agilent 6850 serie Il acoplado a un detector de MS
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Agilent modelo 5973. La presion durante los analisis cromatograficos fue de 7 Pa,
con un voltaje de 70 eV, y se utilizé una columna HP-FFAP (30 m x 250 um x 0.25

um) con un flujo de He de 1mL/min. Las condiciones de separacion fueron:

Inyector Detector Horno

180 °C 250 °C Ti: 50 °C, t;: 3 min, Ry 3
°C/min, Ty 180 °C, t»: 5

min.

Splitless

Los compuestos fueron identificados comparando los patrones de
fragmentaciones de los espectros de masa con la base de datos NIST/EPA/NIH

2002.

La identidad del compuesto mas abundante en las muestras fue confirmada por
comparacion del tiempo de retencion con el del estandar que se adquirié
comercialmente. Debido a que la técnica de SPME es semicuantitativa, se analizé
una concentracion conocida del estandar empleando una jeringa tipo gas-tight que
son herméticas para gases y se inyect6 la muestra en el CG, en el cual se obtuvo
un area bajo la curva. Con la férmula de los gases ideales (P xV=nx R x T) se

realizé la cuantificacion del compuesto en las muestras.
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7.7. Andlisis de la expresion del marcador de respuesta a auxinas DR5::GUS.

Para el andlisis de la expresiéon del marcador de genes regulados por auxinas, se
sembraron 4 semillas de la linea transgénica DR5::GUS en uno de los lados de las
cajas de Petri con division, como en el caso de Col-0. Después, al cuarto dia se
realizé la inoculacién de B. subtilis M496. A los 10 ddi se llevaron a cabo los
andlisis histoquimicos de la actividad de GUS para plantas inoculada y sin inéculo.
Para lo cual las plantulas se colocaron en buffer de reaccion de GUS (0.5 mg/mL
de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénido en 100 mM de NaHPO,, pH 7; B-
mercaptoetanol 10 mM; EDTA 10 mM; N-lauril-sarcosina 0.1 %; Tritobn X-100 0.1
%, que también contiene el catalizador de la oxidacion ferri y ferrocianuro de
potasio 5 mM) (Jefferson et al.,, 1987) y se incubaron a 37 °C toda la noche.
Posteriormente se expusieron a un proceso de clareo, que consiste en eliminar el
buffer de tincibn de GUS y agregar un volumen de HCI 0.24 N en metanol al 20 %
colocando la muestra a 57 °C durante 1 h. Posteriormente la solucién fue
decantada y se agregd un volumen de NaOH al 7 % en etanol al 60 % por 20
minutos a temperatura ambiente y para finalizar se elimina esta solucion y se
afade etanol al 40, 20 y 10 % sucesivamente por 15 minutos cada uno, este
ultimo se decanta y se agrega glicerol al 50 % en donde las muestras pueden ser

almacenadas (Malamy y Benfey, 1997).
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7.8. Andlisis del efecto del inhibidor especifico de transporte de eflujo de
auxinas (NPA).

Se analiz6 el efecto de 0.5, 1, 2, 4 y 8 uM del NPA sobre el transporte de auxinas
en las plantas Col-0 y DR5::GUS, sin inéculo e inoculadas. ElI NPA se adicioné al
medio MS donde fueron crecidas las plantas. A los 10 dias se analizaron los
parametros de la arquitectura radicular: LRP, NRL, LRL asi como el nimero de
hojas de roseta, biomasa foliar y radicular ademas, asi como la expresion del

marcador de auxinas por la técnica mencionada en la seccién 7.7.

7.9. Efecto de los VOCs de B. subtilis M496 sobre la morfologia de las
mutantes arf 7-1/19-1y tirl/afb2/afb3 de Arabidopsis.

Se analizo el efecto de los VOCs bacterianos sobre el crecimiento y desarrollo de
las mutantes de Arabidopsis, arf 7-1/19-1 (Okushima et al., 2007) y tirl/afb2/afb3
(Dharmasiri et al., 2005) insensibles a las auxinas. Para este analisis se emple6 el
sistema de cajas divididas antes descrito, donde en un extremo de las cajas de
Petri se sembraron 4 semillas de la mutante y a los cuatro dias de la siembra se
inocularon con B. subtilis M496. A los 10 ddi se determiné el nimero de hojas de
roseta, la biomasa foliar y radicular asi como el analisis de las variables de la

arquitectura radicular como LRP, NRL y LRL.
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7.10. Andlisis del contenido del AlA.

Para el andlisis del contenido de AIA se sembraron 20 semillas de Arabidopsis
thaliana Col-0 en uno de los lados de las cajas de Petri con division, al cuarto dia
se realiz6 la inoculacién y a los 10 ddi se realizé la cuantificacion de AIA. Para
llevar a cabo dicho andlisis, las plantas fueron seccionadas en los tejidos aéreo y
radicular y se pesaron. Los tejidos se trituraron con nitrégeno liquido, se colocaron
en tubos eppendorf y se agregdé 1 mL de solucibn de extraccion (2-
propanol:agua:HCI concentrado en una proporcion 2:1:0.002, respectivamente)
que se mantuvo en agitacion toda la noche. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 10,000 rpm y el sobrenadante se retird; a la pastilla se le agregé
nuevamente 1 mL de solucion de extraccion y se mantuvo en agitacion por 1 hry
después se centrifugaron. Los sobrenadantes se juntaron y se agregdé 1 mL de
diclorometano, las muestras se colocaron nuevamente en agitacion por 30
minutos, se centrifugaron y se recuper6 la fase organica, donde se encuentra el
AIA libre. Esta fase se llevO a sequedad total con nitrdgeno gaseoso en
reactiviales de 5 mL para su derivatizaciéon a metil éster con una solucion de
metanol anhidro y cloruro de acilo. Las muestras se sonicaron por 20 minutos y se
incubaron a 75 °C por 1 hr, posteriormente los viales se enfriaron, abrieron y se
llevaron a sequedad total con nitrégeno gaseoso en viales &mbar para su
conservacion. Para realizar la determinacion del contenido de AIA metil

esterificado, las muestras anteriores fueron disueltas con 20 uL de acetato de etilo,
se agitaron por 1 minuto en un vortex, se tomo 2 pL de la muestra, la cual se

inyecté en el CG-EM empleando una columna capilar HP-5 MS 5 % (fenilmetil

47



silicona) de 30 m x 0.2 mm x 0.25 mm. El analisis del AIA metil éster, se realizd
mediante un monitoreo selectivo de iones (SIM) con los iones 130 y 189 m/z. Para
estimar la cantidad de AIA presente en los tejidos de la planta se obtuvo una curva
de calibracion con un estandar de AIA metil esterificado (Contreras-Cornejo et al.,

2009).

Las condiciones de separacion en el CG-EM fueron las siguientes:

Inyector Detector Horno

180 °C 300 °C 12 rampa: T;: 150 °C, t;: 3

Split 1:20 min, R:: 5 °C/min, T 210
°C, t2: 0 min.

22 rampa: Ti: 10 °C, t;:1

min, Ry: 280 °C /2min

7.11. Andlisis estadisticos.

La validacion estadistica de los resultados, se realizé de la siguiente manera: Los
experimentos con tratamientos mdultiples se llevaron a cabo con un disefo
totalmente al azar. El tratamiento estadistico se efectu6 mediante un analisis de
varianza (ANOVA de una via) y una posterior comparacion de medias por la
prueba de Fisher LSD con un alfa de 0.05. Cuando se realizaron comparaciones
entre dos tratamientos, se emple6 la prueba t-Student para variables
independientes con un alfa de 0.05. Todos los analisis estadisticos fueron hechos
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utilizando el software Statistica 7.0. Los experimentos fueron realizados con una
n=16 (4 plantas por caja x cuatro repeticiones) a excepcion de la cuantificacion de

AlA en la cual la n=6 (6 cajas).
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8. RESULTADOS

Las plantas modulan su crecimiento y desarrollo mediante la produccion de
fitohormonas o reguladores del crecimiento, dentro de estos las auxinas son uno
de los mas importantes para la modulacién de dichos procesos. Los niveles de
fitohormonas en las plantas pueden ser modificados por la presencia de
microorganismos en el suelo. Las PGPR son rizobacterias que pueden estimular el
crecimiento vegetal por medio de la emisiébn de VOCs, que segun reportes en la
literatura activan vias de sefializacion de las fitohormonas como lo es la via
auxinica (Zhang et al., 2007). En este trabajo se estudi6 el efecto de los VOCs que
emite la rizobacteria B. subtilis M496 sobre el crecimiento y desarrollo de
Arabidopsis y se determind que estos compuestos modulan la homedstasis de
auxinas, estimulando programas de desarrollo en la planta. A continuaciéon se

describen a detalle los resultados obtenidos.

8.1. Efecto de los compuestos volatiles de B. subtilis M496 sobre la

acumulacion de biomasa en A. thaliana.

En primera instancia, se realizé una cinética de crecimiento de la planta a los 2, 4,
6, 8 y 10 dias para caracterizar su desarrollo en funcion del tiempo (Fig. 18A). Los
parametros registrados fueron: numero de hojas de roseta, biomasa foliar y
radicular por planta. Se observé que el niumero de hojas de roseta increment6 2
hojas a los 2 y 4 dias, 4 hojas alos 6 y 8 dias y al final 10 hojas de roseta a los 10

dias. La biomasa foliar de 0.625 ug al dia 2, la cual se increment6 a 5.9 ug al dia

50



10, en cuanto a la biomasa radicular a los 10 dias las plantas presentaron un peso

de 0.425 pg que aumento6 a 2.015 pg al finalizar la cinética (Fig. 18B).

Posteriormente, una vez que se conocié como era el crecimiento y desarrollo de la
planta en funcién del tiempo, se realizd la cinética de la planta en interaccion con
la rizobacteria a los 2, 4, 6 ,8 y 10 ddi de crecimiento con la finalidad de determinar
en qué tiempo se iniciaba la promocion del crecimiento. En la Fig. 18A se
muestran fotografias representativas de las plantulas y como se estimuld su
crecimiento conforme transcurre el tiempo de la interaccion con la rizobacteria. En
las plantulas expuestas a los volatiles de la rizobacteria se promovié la formacién
de hojas de roseta a partir del dia 4 ddi, no asi en las plantas sin in6culo. La
estimulacién en el desarrollo del follaje continué hasta el dltimo dia del analisis
donde se observaron 10 hojas de roseta en las inoculadas, mientras que en las
plantas sin inéculo Unicamente se formaron 6 hojas de roseta (Fig. 18B). En
cuanto a la acumulacion de las biomasas se observd que a partir del dia 6 ddi, se
incrementd tanto la biomasa foliar como la radicular en las plantulas expuestas a
los volatiles de la rizobacteria (Fig. 18C-D). En el ultimo dia del andlisis (dia 10),
se hicieron méas evidentes las diferencias entre las plantulas inoculadas y no

inoculadas.

Estos resultados demuestran que B. subtilis M496, promueve el crecimiento de
Arabidopsis mediante la emision de VOCs, y ademas activa programas de
desarrollo en la planta como el incremento en el nimero de hojas de roseta por

planta y la rizogénesis.
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Figura 18. Efecto de los compuestos volatiles de B. subtilis M496 sobre el crecimiento y
desarrollo de Arabidopsis thaliana. (A) Cinética de crecimiento, se aprecia un incremento en
biomasa foliar y cambios en la arquitectura radicular. (B) Efecto de los compuestos volatiles de B.
subtilis M496 sobre la promocion de hojas de roseta, asi como (C) en la biomasa foliar y (D)
radicular. Los datos estan reportados en pg de peso fresco por plantula. Los asteriscos muestran

diferencias estadisticas entre pares de tratamientos. (t-Student a=0.05; n=16).
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8.2. Efecto de los compuestos volatiles emitidos por B. subtilis M496 sobre

las variables de la arquitectura radicular de A. thaliana.

Debido a que la raiz es el 6rgano que participa en el establecimiento de la
interaccion planta-rizobacteria y que los resultados de la cinética de crecimiento
durante la interaccibn mostraron que los VOCs promueven cambios en la
arquitectura radicular, se realizé un analisis del efecto de los VOCs emitidos por
B. subtilis M496 sobre la arquitectura radicular. Para lo cual, se midi6 la longitud
de la raiz primaria (LRP), numero y longitud de raices laterales (NRL y LRL
respectivamente) (Fig. 19). Los resultados obtenidos mostraron que los VOCs de
la rizobacteria estimularon significativamente la LRP a partir del dia 2 y hasta el
dia 10 ddi en el que finaliz6 el experimento (Fig. 19A). En cuanto al NRL, el efecto
promotor de los volatiles de la rizobacteria se vio reflejado a partir del dia 4 ddi,
tiempo en el cual las plantulas inoculadas presentaban la formacion de 2 raices
laterales, mientras que en las plantulas sin inéculo la formacion de estos érganos
se observd hasta el dia 6 ddi. Al final del analisis, se encontré un incremento del
doble en la formacion de estos 6rganos en las plantas expuestas a los VOCs de la
rizobacteria (Fig. 19B). El efecto sobre la promocién de la LRL fue evidente a partir
del dia 4 ddi en las plantulas inoculadas, las cuales respecto a las plantulas sin
in6culo presentaron una promocion en LRL causada por los compuestos volatiles
de B. subtilis M496 (Fig. 19C). Dicha estimulacién continué hasta el tltimo dia del
andlisis, donde se observdé que las plantas expuestas a los volatiles de la
rizobacteria presentaron una LRL 5 veces mayor que la observada en las plantas

sin inéculo.
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Figura 19. Efecto de los volatiles de B. subtilis M496 sobre la arquitectura radicular de A.
thaliana. Las graficas muestran el efecto de los volatiles de la rizobacteria en los diferentes
parametros de la arquitectura de la raiz como (A) Longitud de raiz primaria LRP, (B) Numero de
raices laterales NRL, (C) Longitud de raices laterales LRL. Los asteriscos indican diferencias

estadisticas entre pares de tratamientos (t-Student, p=0.05; n=16).
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8.3. Efecto de la densidad celular de B. subtilis M496 sobre el crecimiento y

desarrollo de Arabidopsis thaliana.

El efecto promotor en el crecimiento y desarrollo del area foliar y radicular de
Arabidopsis por la presencia de los VOCs de B. subtilis M496 se observo a la
densidad celular de una estria (7.3x108 CFU/mL). Se decidi6 determinar si la
biomasa de la planta incrementa al aumentar la densidad bacteriana, para lo cual
se sembraron dos y tres estrias de la rizobacteria con 14.6x10° CFU/mL y
21.9x10®° CFU/mL, respectivamente, en el sistema de cajas divididas y se
registraron las variables antes mencionadas. Los resultados de este ensayo
indicaron que al incrementar la densidad bacteriana a 2 y 3 estrias los efectos
promotores disminuyeron en comparacion a la densidad bacteriana

correspondiente a 1 estria (Fig. 20A).

En la Fig. 20B se puede observar que al incrementar la densidad celular de
nuestra rizobacteria a 2 y 3 estrias, el nimero de hojas de roseta disminuy6 e
interesantemente a la densidad mayor se obtuvo el mismo numero de hojas que
las plantas sin inéculo. Respecto a la biomasa foliar y radicular esta continué
siendo promovida aunque en menor medida que a la densidad celular de 1 estria

(Fig. 20C-D).
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Figura 20. Efecto de la densidad celular bacteriana de B. subtilis M496 sobre el crecimiento y
desarrollo de A. thaliana. (A) Imagenes representativas del efecto de las densidades celulares de
1, 2 y 3 estrias. (B) Efecto de la densidad celular de B. subtilis M496 en la promocién de la
formacién de hojas de roseta y (C) en la biomasa foliar y (D) radicular de A. thaliana después de 10

dias de interaccion. Las diferentes letras indican diferencia estadistica (Fisher LSD a=0.05, n=16).
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8.4. Andlisis de la expresion de DR5::GUS, en plantulas expuestas a los

volatiles de B. subtilis M496.

Con los resultados previos donde se muestra como la densidad celular de una
estria de B. subtilis M496 estimulo fuertemente el crecimiento y desarrollo de A.
thaliana y debido que ambos procesos (crecimiento y desarrollo), estan
fuertemente regulados por las auxinas, se analizd si los compuestos volatiles
emitidos por la rizobacteria activarian la ruta de sefalizacion de las auxinas. Para
demostrar lo anterior, se decidio utilizar la linea transgénica DR5::GUS y se
registro la cinética de la interaccion a los mismo dias en que fueron sometidas las
plantas Col-0. Los resultados mostraron que la expresion del marcador (color
azul), en la parte area se incrementé en las plantas expuestas a los volatiles de la
rizobacteria a partir del cuarto ddi en comparacion a las plantas sin indculo (Fig.
21), apreciandose una expresion aumentada en los sitios de sintesis de auxinas

de las hojas asi como sobre las nervaduras de las mismas.
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Figura 21. Expresion del marcador de respuesta a auxinas en plantulas expuestas a los
voléatiles de B. subtilis M496. Plantas sin inéculo y expuestas a los volatiles de B. subtilis M496
durante 2, 4, 6, 8 y 10 ddi*. Se observa una expresiéon aumentada en los sitios de sintesis y en las
nervaduras de las hojas en plantas inoculadas en comparacion a las plantas sin in6culo. Imagenes

tomadas al microscopio estereoscopico con un objetivo de 0.63x.

En cuanto a la expresion del marcador en los meristemos de la raiz primaria
(MRP) y en la zona de formacion de primordios (ZFP), se observo que el patron de
expresion en la punta de la raiz fue similar en las plantas sin inoculo e inoculadas.
No obstante, la coloracion azul en las plantas inoculadas fue mayor debido quiza a
que la raiz primaria es mas gruesa en comparacion a las plantas sin inoculo (Fig.

22A). Ademas, en las plantas expuestas a los volatiles de la rizobacteria se
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presentd un mayor numero de primordios dentro la zona de formacion de los

mismos (ZFP) en comparacion a las plantas sin inocular (Fig. 22B).

Dias después de la interaccion

A 2 4 6 8 10 B 2 4 6 8 10

Sin indculo

Inoculadas

B

Figura 22. Expresién del marcador de respuesta a auxinas en el meristemo de la raiz
primaria (MRP) y en la zona de formacion de primordios (ZFP). Las plantas inoculas presentan
una mayor expresion del marcador en el MRP (A) y un mayor nimero de primordios marcados en
comparacion a las plantas in inéculo (B), durante una cinética de crecimiento y de interaccién con

los volatiles bacterianos. Imagenes tomadas a 2x.
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8.5. Analisis del efecto del inhibidor del transporte de auxinas NPA, sobre el
crecimiento y desarrollo de A. thaliana en presencia o ausencia de los

volatiles de B. subtilis M496.

Debido a que los volatiles de B. subtilis M496 incrementan la expresion del
marcador de respuesta a auxinas, decidimos utilizar un inhibidor del transporte de
eflujo como el NPA, utilizando una concentracion de 1 uM en el medio de
crecimiento MS debido a que esta concentracidbn no altera los procesos de
crecimiento y desarrollo de las plantas (Zhang et al., 2007). En la figura 23A se
puede observar el efecto sobre el crecimiento de Arabidopsis en presencia y
ausencia de NPA, sin indculo e inoculada, a los 8 y 10 ddi, los dias en los cuales
se observaron diferencias en la morfologia de la planta en presencia y ausencia de

NPA como disminucién en la formacién de raices laterales.

En la biomasa foliar de las plantulas sin in6culo, se aprecia que el NPA no
promovié ninguna diferencia en comparacion a las plantulas sin inhibidor a los 10
ddi, ademéas el numero de hojas de roseta por planta no se afectdé con el
tratamiento de NPA durante toda la cinética (Fig. 23B-C). En cuanto a la biomasa
radicular, ésta disminuy6 en presencia del NPA en comparacion a las plantas sin
inhibidor (Fig. 23D). Por otra parte, las plantulas sin indculo crecidas en presencia
de NPA a los 8 y 10 dias no presentaron diferencia en la longitud de la raiz
primaria (Fig. 23A), sin embargo se observé una inhibicién en la formacion de
raices laterales lo cual es un efecto caracteristico del inhibidor. Ademas, las pocas
raices laterales formadas presentaron una disminucion en su longitud en

comparacion a las plantulas sin tratamiento de NPA (Fig. 23A).
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La presencia del NPA también afecto el crecimiento y desarrollo de las plantulas
inoculadas con B. subtilis M496; se observo que a partir del sexto ddi el nimero de
hojas de roseta fue de 6, y se incrementd a 8 hojas a los 10 ddi; este numero de
hojas estuvo presente en las plantulas inoculadas y en ausencia del NPA a partir
de los 6 ddi mientras que al finalizar el tratamiento las plantulas presentaron 10

hojas (Fig. 23B).

A los 10 ddi, también se pudo observar que el NPA afect6 la acumulacion de
biomasa en las plantulas inoculadas, ya que la biomasa foliar y radicular fueron
menores a los 10 ddi, siendo este efecto mas evidente en la biomasa radicular que
fue inferior desde el dia 8 ddi, en comparacion a las plantulas inoculadas y sin

inhibidor (Fig. 23C-D).
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Figura 23. Efecto del NPA sobre el crecimiento y desarrollo de A. thaliana sin in6culo e
inoculadas con B. subtilis M496. (A) Plantulas sin in6culo e inoculadas con B. subtilis M496 a
los 8 y 10 ddi*. (B) Efecto del NPA sobre el nUmero de hojas de roseta y (C) la biomasa foliar y (D)
radicular de las plantulas sin inéculo y expuestas a los volatiles de B. subtilis M496. Las barras
blancas representan las plantulas sin inéculo, barras con cuadros las plantulas sin indculo en
presencia de NPA, barras negras las plantulas inoculadas y barras grises inoculadas en presencia

de NPA. Las diferentes letras indican diferencia estadistica (Fisher LSD a=0.05, n=16).
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El efecto del inhibidor en las variables de la arquitectura radicular mostré que la
LRP al final del analisis incrementd en un 50 % en comparacion a los 2 y 4 ddi
pasando de 20 a 40 mm de longitud, mientras que en las plantas inoculadas y en
ausencia del inhibidor este incremento fue mayor obteniéndose al final de la
cinética una LRP de 60 mm (Fig. 24A). El NRL en las plantulas inoculadas en
presencia de NPA al final fue de 14, y la LRL incrementd6 de una manera
dependiente del tiempo de interaccion. Respecto a la formacion de raices laterales
y su longitud en las plantulas inoculadas y en ausencia de NPA, la formacién de
estos organos también se present6 a los 4 ddi, esta promocion se observé durante
toda la cinética, obteniéndose a los 10 ddi un 40 % y 60 % mas de raices laterales
y de LRL, respectivamente en comparacion a las plantulas inoculadas en

presencia de NPA (Fig. 24B-C).
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Figura 24. Efecto del NPA y los VOCs de B. subtilis M496, sobre la rizogénesis. Longitud de la
raiz primaria (A), nimero y longitud de raices laterales (B-C) en plantulas sin inéculo y expuestas a
los volatiles de B. subtilis M496 en una cinética de interaccion y crecimiento. Las barras blancas
representan plantas sin inéculo, barras con cuadros plantas sin in6culo en presencia de NPA,
barras negras plantas inoculadas y barras grises plantas inoculadas en presencia de NPA. Las

diferentes letras indican diferencia estadistica (Fisher LSD a=0.05, n=16).
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8.6. Analisis de la expresion del gen reportero de respuesta a auxinas
DR5::GUS, en plantulas expuestas a los volatiles de B. subtilis M496 en

presencia del NPA.

Al observar el efecto del NPA sobre el desarrollo de las plantulas inoculadas: el
acortamiento de la raiz primaria y la disminucion en la promocion de la formacién
de raices laterales asi como de la longitud de éstas, se decidi6 analizar la
expresion del marcador de respuesta a auxinas en follaje y raiz utilizando la linea
transgénica DR5::GUS en presencia del inhibidor. Tal efecto, se determiné durante
una cinética de interaccion y crecimiento con la finalidad de observar la expresion
del marcador en los sitios de sintesis de las plantulas inoculadas y con NPA y de
las plantulas control (sin indculo, sin indculo y con NPA y plantulas inoculadas)

(Fig. 25).

La expresién en la parte foliar de las plantulas sin inéculo se localizé en los sitios
de sintesis de las hojas durante los primeros dias de la cinética. Al paso del
tiempo esta expresion se extendié por los bordes de la hoja. Respecto a la
expresion de las plantulas sin inéculo en presencia de NPA se observd un
incremento de la expresion del marcador sobre los sitios de sintesis asi como
sobre los bordes de las hojas desde el dia 2 ddi en comparacion a las plantulas sin
inocular y en ausencia del inhibidor (Fig. 25). Al analizar la expresion del marcador
en plantulas inoculadas se observd una expresion aumentada sobre los sitios de
sintesis de las hojas y en las nervaduras. Cuando las plantulas fueron inoculadas
y tratadas con NPA se observé una menor expresion sobre las hojas, pero se

destaca que las plantulas presentaron un mayor nimero de hojas y su tamafio fue
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mas grande que las hojas de las plantulas sin in6culo y con NPA. Ademas se
observdé que las plantulas inoculadas y con NPA, presentaron expresion del

marcador en los peciolos (Fig. 25).
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Figura 25. Expresion del marcador de respuesta a auxinas en follaje de plantulas expuestas
a los volatiles de B. subtilis M496 en presencia de NPA. Plantulas sin indculo y expuestas a los
volatiles de B. subtilis M496 en presencia y ausencia del inhibidor de transporte de auxinas NPA,
durante 2, 4, 6, 8 y 10 ddi*. Se observa una expresiéon aumentada en los sitios de sintesis y
peciolos de las hojas en plantas en presencia del NPA en comparacién a las plantas sin el

inhibidor. Imagenes tomadas a 0.63x.

Los resultados obtenidos en el analisis de la expresién del marcador de respuesta
a auxinas en la raiz primaria de las plantulas sin inocular mostraron que sobre el

meristemo de la raiz se incrementaba de manera dependiente del tiempo, lo
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anterior, debido probablemente al tamafio de la raiz, conservando el mismo patrén
de expresion. Al analizar a las plantulas sin inocular y en presencia de NPA se
observé un incremento de la expresion del marcador sobre la zona meristematica,
ademas también se observé un incremento en el grosor de la raiz en comparacion
a la raiz de las plantulas sin indculo y en ausencia de NPA (Fig. 26). La expresion
del marcador en las plantulas inoculadas mostré un incremento de dicha expresion
en el meristemo de la raiz asi como en el grosor de la misma dependiente del
tiempo de interaccion. En relacién a la expresion en las raices de las plantulas
inoculadas en presencia de NPA se observGé una mayor expresion sobre el
meristemo de la raiz, la cual se aprecid a partir de 4 ddi y una estimulacién en el
grosor de la raiz mayor al observado en las plantulas inoculadas en ausencia de

NPA asi como en las plantulas sin inocular en presencia del inhibidor (Fig. 26).
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Figura 26. Expresion del marcador de respuesta a auxinas en el meristemo de la raiz
primaria (MRP) en plantulas expuestas a los volatiles de B. subtilis M496 en presencia de
NPA. Plantulas sin indculo y expuestas a los volatiles de B. subtilis M496 en presencia y ausencia
del inhibidor de transporte de auxinas NPA, durante 2, 4, 6, 8 y 10 ddi*. Se observa una expresion
aumentada en los meristemos de las raices asi como un incremento en el grosor de este drgano

de las plantas inoculadas y en las plantas con el tratamiento de NPA. Imagenes tomadas a 0.63x.
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8.7. Analisis del efecto de 0.5, 1, 2, 4 y 8 uM del NPA, sobre el crecimiento y

desarrollo de A. thaliana a 10 ddi con los volatiles de B. subtilis M496.

Un aspecto interesante de los experimentos anteriores fue que a los 10 ddi, las
plantulas inoculadas y con NPA continuaron su crecimiento y desarrollo (Fig. 23A-
B), lo que indico que 1uM de NPA no fue la mas adecuada para bloquear el
transporte de auxinas en las plantas expuestas a los VOCs de la rizobacteria. De
ahi que se decidid realizar un experimento dosis-respuesta de NPA a las

concentraciones de 0.5, 1, 2, 4y 8 uM en las plantulas inoculadas (Fig. 27A).

Los resultados mostraron una notable disminucion del area foliar y radicular
dependiente de la concentracion del inhibidor (Fig. 27A). Sin embargo, la dosis
inferior a 1 uM de NPA no fue suficiente para restringir la formacion de hojas
nuevas, mientras que a 10 uM, se altero el desarrollo de las plantulas aun en

presencia de los VOCs emitidos por la rizobacteria (Fig. 27B).
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Figura 27. Efecto de diferentes concentraciones de NPA sobre el crecimiento y desarrollo de
A. thaliana expuesta a los VOCs de B. subtilis M496. (A) Imégenes representativas de plantulas
de 10 ddi con los VOCs de B. subtilis M496 en presencia y ausencia de NPA. (B) Efecto de
diferentes concentraciones del NPA en el nimero de hojas de roseta en plantas sin inéculo y
expuestas a los VOCs de B. subtilis M496 a 10 ddi*. Los asteriscos indican diferencias estadisticas

entre pares de tratamientos (t-Student, p=0.05; n=16).

La raiz fue el érgano mas afectado en las plantulas sin inocular e inoculadas
cuando fueron crecidas en presencia de NPA. La LRP de las plantas disminuy6 en
un 50 % a partir de la concentracion de 2 uM. Concentraciones mayores de 2 uM,

mostraron que la LRP se mantuvo constante (Fig. 28A).
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Un comportamiento similar se observo en cuanto al NRL y LRL, debido a que a
partir de 2 uM se inhibe casi por completo la formacion de raices laterales. Un
aspecto muy interesante es que las plantulas sin indculo a las dosis de 4 y 8 uM
ya no presentan raices laterales, mientras que en las plantulas inoculadas se

observé una raiz pequefa (Fig. 28B-C).
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Figura 28. Efecto de diferentes concentraciones del NPA y los VOCs de B. subtilis M496
sobre la arquitectura radicular. LRP (A), NRL (B) y LRL (C) en plantas sin in6culo y expuestas a

los VOCs de B. subtilis M496 a 10 ddi*. Los asteriscos indican diferencias estadisticas entre pares

de tratamientos (t-Student, p=0.05; n=16).
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8.8. Analisis de la expresion del gen reportero de respuesta a auxinas
DR5::GUS, en plantulas expuestas a los volatiles de B. subtilis M496 en

presencia de diferentes concentraciones del NPA.

El andlisis de la expresion del marcador de plantas expuestas a las diferentes
concentraciones de NPA mostr6 que las plantas sin inéculo presentaban una
mayor expresion del marcador sobre los sitios de sintesis y bordes de las hojas de
una manera dependiente de la concentracion del inhibidor. Lo anterior sugiere una
mayor acumulacion de auxina en la parte aérea de la plantula, mientras que en las
plantulas inoculadas a partir de la concentracion de 1 uM no se observaron
diferencias en la expresion del marcador en las hojas de las plantulas crecidas en
las dosis méas altas y ademdas la expresion fue menor a la observada en las
plantulas sin inocular, aunque se destaca que en las plantulas inoculadas las hojas

fueron mas grandes (Fig. 29).
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Figura 29. Expresiéon del marcador de respuesta a auxinas en follaje de plantulas expuestas
a los voléatiles de B. subtilis M496 en presencia de diferentes concentraciones de NPA.
Plantulas sin inéculo y expuestas a los volatiles de B. subtilis M496 en presencia de diferentes

concentraciones del NPA, a 10 ddi*. Imagenes tomadas a 0.63x.
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Al analizar la expresion del marcador en la raiz primaria de las plantulas sin
inocular observamos un incremento de la expresion en el meristemo de la raiz
dependiente de la concentracidon de NPA. En este caso la raiz primaria fue mas
pequefia debido a la acumulacion de auxina, pero se incrementd su grosor. Las
plantulas inoculadas mostraron un comportamiento similar, es decir la raiz primaria
también fue pequefa a dosis altas de NPA, pero fueron ain mas gruesas que la

de las plantulas no inoculadas (Fig. 30).
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Figura 30. Expresién del marcador de respuesta a auxinas en el meristemo de la raiz

primaria (MRP) de plantulas expuestas a los volatiles de B. subtilis M496 en presencia de
diferentes concentraciones de NPA. Plantulas sin inocular y expuestas a los volatiles de B.
subtilis M496 en presencia de diferentes concentraciones del NPA, a 10 ddi*. Imagenes tomadas a

0.63x.
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8.9. Cuantificacion de acido indol-3-acetico (AlA) en plantulas de A. thaliana

expuestas a los volatiles de B. subtilis M496.

Como se mencioné anteriormente, el AIA es el miembro principal de las auxinas y
se encuentra presente en las plantas modulando procesos del desarrollo como la
formacién de hojas nuevas y la arquitectura radicular en forma dependiente de su
concentracion. Debido a que los volatiles de la rizobacteria promueven dichos
efectos se decidio cuantificar el contenido de esta hormona presente en los tejidos
de follaje y raiz en plantulas silvestres sin inocular y expuestas a los volatiles de B.

subtilis M496 a los 10 ddi por medio de la técnica de GC-MS.

Los resultados de la cuantificacion mostraron que las plantulas sin inocular
presentaron cantidades pequefias de la hormona en el follaje y raiz en
comparacion al contenido encontrado en las plantulas expuestas a los volatiles de
B. subtilis M496 (Fig. 31). El contenido de AIA en el follaje de las plantulas sin
in6culo fue inferior al encontrado en las plantulas expuestas a los volatiles de la
rizobacteria, estas ultimas incrementaron al doble el contenido de AIA (Fig. 31A).
En cuanto al tejido radicular, se observo que los niveles de esta hormona eran tres
veces mas en las plantulas expuestas a los volatiles de la rizobacteria en

comparacion a las plantulas sin inocular (Fig. 31B).
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Figura 31. Cuantificacion de AIA en plantulas de A. thaliana sin indculo y expuestas a los
voléatiles de B. subtilis M496 después de 10 ddi. Se observé un incremento en el contenido de la
hormona en los tejidos de follaje (A) y raiz (B) de las plantas expuestas a los volétiles bacterianos.

Los asteriscos indican diferencias estadisticas entre tratamientos. (t-Student a=0.05, n=6).

8.10. Andlisis del efecto de los compuestos volatiles de B. subtilis M496

sobre el crecimiento y desarrollo de mutantes en la via de sefalizacién de

auxinas.

Debido a que los resultados observados anteriormente sugieren que los VOCs de
B. subtilis M496 promueven el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis por un
mecanismo dependiente de la via auxinica, se analizo el crecimiento y desarrollo
de mutantes de A. thaliana en los factores de respuesta y receptores de auxinas
(arf 7-1/19-1 y tirl/afb2/afb3) para evaluar a que nivel estaria participando dicha
fitohormona (Fig. 32). En la Fig. 32A, se observa el fenotipo de Col-0 y de las

plantulas mutantes. En el caso de la doble mutante, el nUmero de hojas de roseta
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por planta que es de 6, es igual al de las plantas Col-0, mientras que en la triple

mutante el nimero de hojas de roseta es de 4 (Fig. 32B).

Lo que se observé cuando las plantulas fueron inoculadas fue que los VOCs
indujeron la formacién de hojas nuevas en Col-0 y la biomasa foliar (Fig. 32C) y
radicular (Fig. 32D), fueron superiores respecto a las plantulas no inoculadas. En
la doble mutante no se indujo la formacion de hojas nuevas (Fig. 32A), pero la
biomasa foliar y radicular (Fig. 32C-D) se incrementaron respecto a su control sin
in6culo. En la triple mutante sucedio algo similar, es decir, no se incremento el
namero de hojas por planta (Fig. 32A), pero la biomasa foliar y radicular (Fig. 32C-

D), fueron superiores a su control sin indculo.
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Figura 32. Efecto de los compuestos volétiles emitidos por B. subtilis M496 sobre el
crecimiento y desarrollo de mutantes de A. thaliana. (A) Imagenes representativas de
plantulas después de 10 dias de interaccion. (B) Efecto de los compuestos volatiles de B. subtilis
M496 en la promocion de hojas de roseta, asi como de (C) la biomasa foliar y (D) radicular en
plantulas Col-0, doble y triple mutante de la via de sefializacién de auxinas. Las biomasas estan
establecida en (ug) por planta. Los asteriscos muestran diferencias estadisticas entre pares de

tratamientos. (t-Student a=0.05; n=16).
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El andlisis de la arquitectura radicular en las plantulas sin in6culo mostré que la
doble mutante presento la raiz primaria mas larga y no formé raices laterales, en
cuanto a la triple mutante, ésta presentd una raiz primaria agravitropica y escasa

formacion de raices laterales (Fig. 33A-B).

Cuando las plantulas fueron expuestas a los VOCs bacterianos, Col-0 incrementé
la LRP pero ni en la doble ni triple mutante se observo una diferencia significativa
en el tamafio en comparacion a sus controles respectivos sin indculo (Fig. 33A).
Ademaés los VOCs indujeron la formacion de raices laterales y su longitud en Col-0
e interesantemente estos compuestos también promovieron el NRL y la LRL en la

triple mutante (Fig. 33B-C).
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Figura 33. Efecto de los voléatiles de B. subtilis M496 sobre la morfogénesis radicular de
mutantes de A. thaliana. Las graficas muestran el efecto de los volatiles de la rizobacteria en los
diferentes parametros de la arquitectura de la raiz como (A) Longitud de raiz primaria LRP, (B)
Numero de raices laterales NRL, (C) Longitud de raices laterales LRL, en plantas Col-0, doble y
triple mutante en la via de sefalizacidon de auxinas. Los asteriscos indican diferencias estadisticas

entre pares de tratamientos (t-Student, p=0.05; n=16).
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8.11. Determinacién del perfil de compuestos volatiles de B. subtilis M496

durante su interaccién con A. thaliana por SPME.

Los resultados anteriores proporcionaron evidencia de que los compuestos
volétiles emitidos por la rizobacteria B. subtilis M496 promueven el crecimiento y
desarrollo de A. thaliana, por lo cual decidimos analizar el perfil de VOCs que son
liberados por dicha rizobacteria en cultivo axénico y durante su interaccion con la
plantula después de 10 dias. En total, se identificaron 16 compuestos que son
producidos por la bacteria en cultivo axénico, dentro de ellos se encontraron
compuestos con actividad antimicrobiana como el 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona. Ademas, se observo la presencia de un compuesto con la mayor
abundancia que correspondi6é a la 3-hidroxi-2-butanona conocida como acetoina
con un porcentaje de area de 74.03, asi como la 2,3-butanediona con un
porcentaje de &area de 0.77, cabe mencionar su presencia debido a que es un

producto de la acetoina (Tabla 1).

En cuanto al perfil de los VOCs obtenido durante la interaccion planta-rizobacteria,
se observé que de los compuestos que son emitidos por la bacteria, Unicamente
se detectd la presencia de 2-nonanona con un porcentaje de area pequefio
correspondiente al 0.59 % y acetoina, la cual se incrementd durante la interaccion
a un porcentaje de area de 90.05 % (Tabla 1). El porcentaje de area restante de
9.36 corresponde a VOCs que son emitidos basicamente por la plantula. Debido a
que los antecedentes mencionaban que la acetoina podria tener un papel
importante en la promocion del crecimiento foliar en plantas de A. thaliana, y

ademas fue el compuesto mas abundante emitido por la rizobacteria, decidimos
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realizar una cuantificacion mas exacta de este compuesto, (técnica de SPME es
semicuantitativa). Para ello se obtuvo una curva patron con el estandar acetoina y
se utilizé una jeringa gas-tight para tomar directamente de las cajas un volumen de
100 uL de gas, mismo que fue inyectado directamente en el GC. Los resultados
obtenidos reforzaron los datos obtenidos por la técnica de SPME, donde se
observo que la rizobacteria emite 2.32 pg/mL de acetoina y esta concentracién se
incrementd cuando la rizobacteria se encontraba en interaccion con la planta a

2.62 pg/mL.
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Tabla 1. Compuestos volatiles de A. thaliana, B. subtilis M496 y de la interaccion

planta-bacteria identificados por SPME empleando GC-MS.

Compuestos volatiles identificados por SPME

A.thaliana | B. subtilis M496 | Interaccién
Compuestos ]
Area %
Etanol 52.52 - -
3-Metil-2-butanona - 0.38 -
2,3-Butanediona - 0.77 -
1-Butanol - 0.41 -
Eucaliptol 2.98 - -
Acetoina - 74.03 90.05
6-Metil-2-heptanol 4.70 0.66 0.08
2-Nonanona - 0.70 0.59
Acido acético 1.43 - 0.17
1-Heptanol - 0.71 -
1-Octanol - 2.96 -
2-Undecanona - - 2.54
Acetofenona 18.30 5.10 4.24
1-Nonanol 0 - -
a-Terpineol 11.97 - 1.23
1-Decanol - 1.54 -
Alcohol bencilico - 0.66 -
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Continuacion tabla 1. Compuestos volatiles identificados por SPME

Tetradecanal - 0.73 -
4-Decanona - 0.67 -
6-Undecanona - 0.56 -
5-Tridecanona - 0.66 -
1-Dodecanol - - -
Ciclodecano - 2.16 -
3-Tetradecanona - 0.50 -
E-2-Tetradecen-1-ol 8.11 - 1.09
2-Pentadecanona - 0.52 -
1-Tridecanol - 0.74 -
6,10,14-Trimetil-2- - 3.57 -
pentadecanona

9-Octadecanona - 1.27 -
Ciclododecano - 0.33 -
2-Morfolinometil-1,2-difenil- - 0.37 -

2-propanol
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9. DISCUSION

Las plantas son organismos multicelulares sésiles, cuya estructura se divide
principalmente en é&rea foliar y radicular; esta Ultima es la encargada de capturar
agua y nutrientes del suelo, lo cual permite el crecimiento y desarrollo del area
foliar. Ademas el sistema radicular se encuentra en estrecha relaciéon con los
microorganismos que habitan en el suelo. El crecimiento y desarrollo de las
plantas se ve influenciado por factores internos como son la produccion de
hormonas y externos. Las plantas son capaces de generar un gran numero de
mecanismos para asegurar su sobrevivencia, uno de los cuales es el
establecimiento de una comunicacién con diferentes organismos a través de la
emision de compuestos difusibles o por la emision de compuestos volatiles (Kumar
et al., 2006). Se ha reportado que estos ultimos pueden atraer polinizadores y
dispersadores de semillas, atracciobn de predadores en contra de herbivoros y
establecer comunicacién con microorganismos del suelo como las PGPR. El
primer estudio donde se planted la posibilidad de que los VOCs emitidos por las
PGPR participan en la promocion del crecimiento vegetal fueron los realizados por
Ryu et al. (2003), donde ellos demostraron que la rizobacteria B. subtilis GB03
emite dos compuestos, acetoina y 2,3-butanediol, los cuales mostraron efectos
promotores sobre el crecimiento de la biomasa aérea de plantas de A. thaliana. A
partir de este estudio se abrié el campo del analisis del efecto de los compuestos
volétiles emitidos por PGPR sobre la estimulacion del crecimiento y desarrollo de

plantas.
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En nuestro grupo de trabajo se cuenta con una coleccién de aproximadamente
3000 aislados rizosféricos y a partir de éstos se seleccioné al azar uno, el cual fue
identificado como B. subtilis M496. En experimentos previos, se observo que esta
rizobacteria fue capaz de promover el crecimiento de A. thaliana mediante la
emision de VOCs (Cortés-Sanchez et al., 2010). Debido a lo antes mencionado, se
decidi6 realizar en este trabajo un estudio mas detallado sobre el efecto de estos
compuestos en la planta. En primera instancia se realizO una cinética de
crecimiento de las plantulas a los 2, 4, 6, 8 y 10 dias en presencia y ausencia de la
rizobacteria Bacillus subtilis M496 en cajas de Petri con una divisién para evitar el
contacto fisico entre ambos individuos y que el efecto observado se debiera
Unicamente a los VOCs de la bacteria dentro del sistema. Las variables que se
midieron fueron, formacion de hojas de roseta, biomasa foliar y radicular asi como
efecto sobre las variables de la arquitectura radicular como longitud de raiz
primaria (LRP), niamero de raices laterales (NRL) y longitud de raices laterales
(LRL). Los resultados obtenidos indicaron que las plantulas que interactuaban con
los VOCs emitidos por la rizobacteria promovieron la formacién de hojas de roseta
a partir del cuarto ddi y al sexto dia era evidente la acumulacion de la biomasa
foliar y radicular (Fig. 18). Al analizar la arquitectura radicular observamos que las
plantulas presentaron una promocion en la LRP, NRL y LRL a partir del segundo
ddi en comparacion a las plantulas sin inéculo. Dicha estimulacion se mantuvo
hasta el ultimo dia de la cinética (dia 10 ddi), de tal manera que las plantulas
inoculadas presentaron un mayor numero de hojas de roseta y el NRL y LRL
fueron de 3 y 5 veces, respectivamente superiores a las plantulas sin inocular (Fig.

18 y 19). Con estos resultados se demostrd que los VOCs emitidos por B. subtilis
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M496 promueven fuertemente el crecimiento y modulan la rizogénesis de una
manera dependiente del tiempo de interaccion. Las ventajas ecoldgicas que
podrian tener las bacterias al inducir un cambio en la estructura de la raiz no se
han definido con claridad, sin embargo, estos resultados permiten especular que el
incrementd de la longitud de la LRP asi como el NRL y LRL, promoveria a su vez
la colonizacion y establecimiento de la interaccion simbiotica de una manera mas
eficaz. En el estudio de Gutiérrez-Luna et al. (2010), donde se evaluo el efecto de
los VOCs de doce aislados rizosféricos sobre la arquitectura radicular de
Arabidopsis se determind que las plantas responden en forma especifica ante los
VOCs que emite cada rizobacteria, debido a que la LRP, NRL y LRL fueron
diferentes entre si, y es de resaltarse que ninguna de las respuestas de esas
plantas fue similar a las que se obtuvieron cuando Arabidopsis interactia con B.
subtilis M496. Esto sugiere que la planta es capaz de percibir a un compuesto en
particular o a la mezcla de compuestos mediante un mecanismo totalmente
desconocido y que estos compuestos a su vez pueden desencadenar diferentes
sefales de tipo hormonal alterando la morfologia de la planta. El estudio de Zhang
et al. (2007), mencionaron que B. subtilis GB03, promueve el crecimiento de
Arabidopsis mediante una activacion de la via auxinica, mientras que Ortiz-Castro
et al. (2008), publicaron que B. megaterium UMCV1 lo hace mediante la activacion

de la via de las citocininas.

En un estudio reciente realizado por Velazquez-Becerra et al. (2011), donde
investigaron el efecto de los VOCs de Arthrobacter agilis UMCV2 sobre el

crecimiento de Medicago sativa, observaron que el efecto promotor se registré a
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una baja densidad celular, mientras que a altas densidades se present6 un efecto
represor. Debido a lo anterior, los autores comentaron que A. agilis altera el
crecimiento de M. sativa, en funcion de la poblacién bacteriana. Con este estudio
en mente, se decidio determinar el efecto de la densidad celular de B. subitilis
M496 sobre el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis. Los resultados revelaron
que al igual que lo reportado por Velazquez-Becerra et al. (2011), al incrementar la
densidad celular de B. subtilis M496 en dos (14.6x10® CFU/mL) vy tres estrias
(21.9x10° CFU/mL), se observé un efecto represor del crecimiento en
comparacion a la densidad celular de una estria. El incremento en la densidad
celular a tres estrias sugiere una mayor acumulacion de VOCs dentro del sistema,
por consiguiente el efecto represor puede ser debido al aumento en la

concentracion de los VOCs bacterianos.

Otro aspecto que vale la pena resaltar es que al final del experimento (10 ddi), se
compararon las plantulas sin inéculo con aquellas inoculadas con tres estrias y se
not6 que a pesar del incremento en la densidad celular, las plantulas
incrementaron su biomasa y presentaron un mayor nimero de hojas de roseta y
de raices laterales que las plantulas sin inocular, lo que sugiere que los VOCs que
emite B. subtilis M496 podrian estar modulando directamente alguna via de
sefalizacion hormonal de tal manera que aun cuando existe un mayor contenido
de VOCs bacterianos dentro del sistema, la planta fue superior en tamafo y en el
namero de 6rganos producidos (Fig. 20). Los antecedentes han mencionado que
los efectos promotores en el crecimiento y desarrollo vegetal por medio de la

emision de VOCs bacterianos se deben a que los VOCs modulan una o varias
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vias hormonales en las plantas. Para elucidar el mecanismo mediante el cual B.
subtilis M496 modula el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis, se determiné el
efecto de los VOCs de la rizobacteria en la expresion de genes de respuesta a
auxinas, utilizando la linea transgénica DR5::GUS, debido a que las auxinas estan
involucradas en la regulacién de los procesos de crecimiento y desarrollo vegetal.
El andlisis de la linea DR5 indicd que las plantas expuestas a los volatiles de la
rizobacteria presentaron una mayor expresion del marcador sobre las hojas y en
las nervaduras de las mismas (Fig. 21), ademas se observé un incremento en la
expresion sobre los meristemos de las raices primarias en comparacion a las
plantas sin in6culo (Fig. 22A). Este resultado indicé un posible incremento en la
sintesis de auxinas, 0 quiza solamente la activacion del transporte de auxinas en

la planta (Fig. 22B).

Para determinar si los VOCs de B. subtilis M496 afectan el transporte de auxinas
se utilizd NPA a una concentracion de 1 uM para inhibir el transporte de eflujo del
AlA. Esta concentracion de NPA, es suficiente para inactivar el transporte de AIA
sin alterar el crecimiento y desarrollo de la planta (Zhang et al., 2007). Lo que se
observo en este experimento fue una considerable reduccion en el NRL en las
plantulas sin inocular, esto confirma que se requiere del transporte de auxinas
para la formacion de nuevas raices laterales segun ha reportado (Zhang et al.,
2007). De igual forma las plantulas inoculadas presentaron reduccién en la
formacién de raices laterales, lo que muestra igualmente que el transporte de
auxinas es requerido para que los VOCs bacterianos disparen la formacién de

nuevas raices laterales y por tanto sugiere que los VOCs activan el transporte de
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auxinas, sin embargo en estas plantas expuestas a los VOCs bacterianos y
crecidas en presencia de 1 uM de NPA sigue habiendo una cantidad considerable
de raices laterales. Otro resultado no esperado fue que la biomasa foliar de las
plantulas inoculadas no se inhibié como lo observado por Zhang et al. (2007). Lo
anterior sugiere que 1 uM no es la concentracion adecuada para inhibir el
transporte de auxinas inducido por los VOCs de la rizobacteria por lo que continta

el incremento de la biomasa foliar (Fig. 23).

El analisis de expresién del marcador de respuesta a auxinas (DR5::GUS) en
presencia de NPA indicd un incremento en la expresion del marcador en la parte
aérea de las plantas inoculadas (Fig. 25 y 26), asi como en el meristemo de la raiz
primaria. Esto dltimo indica que cuando se inhibe el transporte de eflujo de
auxinas, las hormonas tienden a acumularse en los sitios de sintesis y el
incremento en la expresion se debe a una sobreacumulacion de auxinas en esos
sitios (Zhang et al., 2007). Un aspecto interesante fue que las raices de las plantas
expuestas a los volatiles bacterianos, incrementaron su grosor, quiza debido a una
mayor acumulacion de auxinas por accion del NPA y por lo tanto las plantulas

inoculadas presentaron una mayor expresion que las no inoculadas. (Fig. 26).

Un barrido de concentraciones de NPA desde 0.5, 1, 2, 4 y 8 uM fue empleado
para esclarecer el nivel de participacion del transporte de auxinas mediado por los
VOCs de B. subtilis M496 en la promocion del crecimiento de Arabidopsis. Los
resultados obtenidos mostraron que el érgano que se afectd mas al incrementar la
dosis de NPA fue la raiz y la LRP se disminuyé casi en un 50 % en comparacion a

las plantulas sin inocular. Por otro lado, el NRL en las plantas con 2 uM 0 mas de
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NPA fue entre 13 y 26 veces menor que las plantas sin NPA crecidas en contacto
con los VOCs bacterianos. Esto confirma de manera muy clara que el transporte
de auxinas es necesario para que los VOCs de B. subtilis M496 disparen la
formacion de nuevas raices laterales. En este mismo sentido vemos que la
expresion del marcador de respuesta a auxinas en las plantas inoculadas mostro
un incremento en el grosor de la raiz dependiente de la concentracion de NPA, lo
cual confirma que los VOCs de B. subtilis M496 incrementan la sintesis y activan
el transporte de auxinas en la planta (Fig. 29 y 30). Fue muy interesante notar que
en este aspecto existio un paralelismo entre la parte aérea y la parte radicular de
las plantas, ya que las plantas crecidas en presencia de los VOCs y sin NPA
tuvieron un mayor niumero de hojas de roseta que sus controles no inoculados,
pero las plantas crecidas en presencia de los VOCs y una concentracion de 1 uM
o mayor de NPA tuvieron igual o menos hojas que sus respectivos controles. Esto
altimo se correlaciona con una menor expresion del marcador DR5::GUS en

plantas inoculadas con altas concentraciones de NPA.

El analisis del contenido de AIA confirm6 que los VOCs emitidos por B. subtilis
M496 inducen la sintesis de esta hormona debido a que se observéd un incremento
en el contenido tanto en la parte aérea como en la parte radicular de las plantas
inoculadas en comparacion a las plantas sin inéculo siendo de gran interés
observar el incremento en la parte radicular el cual fue mayor al observado en la
parte aérea (Fig. 31), siendo este el primer estudio donde dan evidencias
cuantitativas de que los VOCs microbianos inducen la sintesis de AIA en las

plantas.
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Cuando la doble y triple mutante en la via de sefalizacion de auxinas se
inocularon con B. subtilis M496 se observo que los VOCs permitieron una mayor
acumulacion de biomasa foliar y radicular en ambas mutantes en comparacion a
las mutantes sin inocular (Fig. 32 y 33). Este resultado sugiere que los VOCs
actuan sobre la raiz en forma dependiente de la via auxinica, ya que en el caso
especifico de la triple mutante en los receptores de auxinas, los VOCs estimularon
(aunque en forma muy limitada), la formacion de raices laterales asi como su
longitud (Fig. 33), cosa que no se observo en las plantas con la doble mutacion en
los factores de transcripcion, lo que puede interpretarse de dos formas: 1) que los
VOCs activan a la via auxinica a nivel de los receptores, 2) que los VOCs activan
la via auxinica a nivel de los factores de transcripcion. En cuanto al area foliar de
las mutantes, VOCs no promovieron la formacién de hojas de roseta, pero si
estimularon la acumulacion de biomasa que bien podria deberse por una
estimulacion de la via auxinica (Fig. 21), sin embargo, esto no es apoyado por los
marcadores de expresion auxinica DR5::GUS en presencia de NPA (Fig. 25 y 29),
independientemente de esto, no se descarta que el aumento de biomasa foliar se
debe a un mejor suministro de nutrimentos debido a un mayor sistema radicular

estimulado por la via auxinica.

Interesantemente, el analisis del perfil de VOCs que emite la rizobacteria indico la
presencia de acetoina, que es un compuesto que fue reportado previamente por
Ruy et al. (2003). La abundancia de la acetoina en el cultivo axénico de la

rizobacteria fue aproximadamente del 70 % (2.32 ug/mL), la cual se increment6

durante la interaccion con la planta a un 90 % (2.62 pg/mL). EI hecho de que sea

91



un compuesto abundante dentro del sistema de estudio del presente trabajo y de
que ya ha sido reportado previamente como un posible candidato de su efecto
promotor en plantas (Ryu et al., 2003), sugiere que este compuesto también
podria ser el responsable del efecto observado en las plantas expuestas a los

VOCs de B. subtilis M496.
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10. PERSPECTIVAS

+ Determinar si el estandar acetoina promueve el crecimiento y desarrollo de

A. thaliana y si activa la via de sefializacion de las auxinas.

* Analizar el perfil de compuestos volatiles que emite la rizobacteria a la

densidad de dos y tres estrias.

« Cuantificar el contenido de AIA en etapas tempranas de la interaccion con

la rizobacteria.

* Determinar si los compuestos volatiles de B. subtilis M496 estimulan el
crecimiento y desarrollo de la planta por una activacion de la elongacion y/o

division celular en los meristemos radiculares.
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11. CONCLUSION.

Los compuestos volatiles emitidos por Bacillus subtilis M496 inducen el
crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana por un mecanismo dependiente

de la via auxinica.
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