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RESUMEN

Los compuestos organicos volatiles (VOCs) son moléculas de bajo peso
molecular que se presentan en fase gaseosa a la temperatura ambiente. La funcion
de los VOCs en la naturaleza se relaciona con la “comunicacion” intra e
interespecies. En este estudio se investigo el efecto de los VOCs emitidos por ocho
aislados del hongo entomopatégeno Beauveria bassiana provenientes de
cadaveres de insecto micosados y nucleos de suelo, con distintos grados de
virulencia sobre las conductas reproductiva y alimenticia del lepidéptero Spodoptera
frugiperda. Los aislados provinieron de diferentes comunidades del Estado de
Chihuahua, México y su identidad taxondmica se corroboré por criterios
morfolégicos y moleculares. Los VOCs fungicos se analizaron por la metodologia
de SPME-GC-MS. La actividad de los VOCs en adultos y larvas L2 de S. frugiperda
se determiné mediante el uso de técnicas de olfatometria en jaulas y de eleccion y
la cuantificacion de la herbivoria en plantas de sorgo (Sorghum bicolor). Los perfiles
aromaticos fueron cepa-especificos y se componen mayoritariamente de alcoholes,
entre los que destaca la abundancia del alcohol de fusel 3-metilbutanol. Los VOCs
de B. bassiana, asi como el 3-metilbutanol modificaron la conducta de oviposicion
de los adultos y los patrones de herbivoria en el estadio larvario. Ademas, la
respuesta olfatométrica es fuertemente condicionada por el contexto aromatico.
Este trabajo muestra evidencia de que los VOCs emitidos por el hongo
entomopatégeno modulan los habitos conductuales que son cruciales para la
supervivencia del insecto, como son la reproduccién, seleccién de sitio de
oviposicion y alimentacién. Los resultados obtenidos aportan nueva informacién
sobre el papel que desempefian los VOCs en las interacciones hongo
entomopatdgeno-insecto dentro de contextos comunitarios y multitroficos.

Palabras clave: hongos entomopatdgenos, Beauveria bassiana, compuestos
organicos volatiles, semioquimicos, Spodoptera frugiperda, olfatometria, conducta
en insectos.



ABSTRACT

Volatile organic compounds (VOCs) are low molecular weight molecules that
occur in the gas phase at room temperature. The role of VOCs in nature is related
to intra- and interspecies “communication”. In this study, the effect of VOCs emitted
by eight isolates of B. bassiana from mycosed insect cadavers and soil cores with
different degrees of virulence, on the reproductive and feeding behavior of the
lepidopteran pest Spodoptera frugiperda was investigated. The isolates came from
different communities in the State of Chihuahua, Mexico, and their taxonomic identity
was corroborated by morphological and molecular criteria. The fungal VOCs were
analyzed by SPME-GC-MS methodology. The activity of VOCs in adults and L2
larvae of S. frugiperda was determined by using cage and choice olfactometry
techniques and quantifying the herbivory rate on shorgum (Sorghum bicolor). The
aromatic profiles were strain-specific and mainly composed by alcohols, being the
fusel alcohol 3-methylbutanol the most abundant compound. The VOCs from B.
bassiana and 3-methylbutanol modified the oviposition behavior of adults and larval
feeding patterns. Furthermore, the olfactometric response was strongly conditioned
by the aromatic context. This study provides evidence that VOCs from the
entomopathogenic fungus modulate behavioral habits that are crucial for the survival
of insects, such as reproduction, choice of oviposition site, and feeding. These
results provide new information on the role of VOCs in fungal entomopathogen-
insect interactions in a multitrophic community contexts.

Keywords: fungal entomopathogens, Beauveria bassiana, volatile organic
compounds, semiochemicals, Spodoptera frugiperda, olfactometry, insect behavior.



1. INTRODUCCION

Entre los grupos de organismos mas abundantes de la bidsfera se
encuentran los microbios, de los cuales se ha estimado una biomasa de 70 Gt,
superada unicamente por el de las plantas terrestres (Bar-On et al., 2018). Los
microbios participan en procesos clave para el sostenimiento de la biosfera, como
en los ciclos de reciclaje de bioelementos, dan estructura al suelo y los sedimentos
marinos, facilitan la transferencia horizontal de genes entre taxones a lo largo de la
historia evolutiva y, actualmente, establecen complejas interacciones entre ellos y
otros organismos multicelulares. Estas interacciones son vitales para el
funcionamiento de los ecosistemas y son el resultado de una larga historia de
coevolucion y desarrollo en ambientes con recursos restringidos, dando como
resultado que estas relaciones ecosistémicas vayan desde la franca cooperacion;
como en el caso de los microbios promotores del crecimiento vegetal, hasta la
competencia, la depredacion, el parasitismo y la patogenicidad (Lang & Benbow,
2013).

En su historia evolutiva, los patdégenos no solo debieron desarrollar
estrategias para facilitar el proceso de infeccidén, sino ademas diferentes
mecanismos para incrementar sus probabilidades de encontrar un potencial
huésped. Por este motivo, diferentes parasitos poseen la capacidad de modificar la
conducta de sus huéspedes al hacer uso de sefales, entre ellas las sefales

quimicas y que reciben el nombre de semioquimicos (Heil, 2014).

Los hongos entomopatégenos son un grupo de microorganismos
especializados en parasitar y consumir a diferentes grupos de artrépodos, entre
ellos a los insectos. Las especies pertenecientes al género Beauveria son hongos
de distribucion cosmopolita, parasitan alrededor de ~700 especies de insectos y
muchos de sus huéspedes son de importancia comercial como plagas o agentes
vectores de enfermedades en humanos y animales (Imoulan et al., 2017). Ademas,

un aspecto interesante de la biologia de B. bassiana es que se establece como
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enddfito en plantas. Esta interaccion planta-hongo entomopatégeno ha generado

mucho interés en los ultimos anos.

Las interacciones bioticas en la naturaleza se desarrollan dentro de un
contexto comunitario y multitréfico, donde los miembros de diferentes taxones
intercambian sefales de distinta naturaleza, entre ellas diversas moléculas senal
conocidas genéricamente como “semioquimicos” (gr. “semeion-": senal) (Dicke &
Sabelis, 1988). El estudio de estas sefales quimicas en el contexto ecosistémico
representa uno de los objetivos principales de la ecologia quimica, lo que contribuye
a mejorar nuestra comprension sobre los mecanismos evolutivos detras de la
comunicacion en los seres vivos, asi como ayuda a generar estrategias para su

aplicacion en areas como el biocontrol de plagas agricolas (Tyc et al., 2017).

Las plantas se benefician de su interaccion con los microbios en el suelo al
estimular sus mecanismos de resistencia frente al estrés bi6tico, entre ellos la
resistencia a la herbivoria por insectos (Tyc et al., 2017). Si los hongos
entomopatdgenos estimulan estos mecanismos por mediacion de semioquimicos
volatiles y el impacto que tienen en su interaccion con los insectos herbivoros es un

aspecto de interés tanto tedrico como aplicado.

El presente trabajo estudia el efecto de los compuestos organicos volatiles
(VOCs) producidos por B. bassiana sobre la conducta reproductiva y alimenticia en
insectos. El insecto modelo usado fue el lepidoptero Spodoptera frugiperda, mejor
conocido como “cogollero del maiz”, que es un insecto de importancia econémica y
que ademas ha cobrado especial relevancia por su rapida expansion como plaga
por todo el mundo. Se utilizé como cultivo modelo al sorgo (Sorghum bicolor) por su
rapido crecimiento in vitro, ademas de su importancia como cultivo alimenticio en

México y el mundo.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Hongos entomopatdégenos

Los hongos entomopatégenos constituyen un gremio tréfico de
microorganismos habitantes del suelo especializados en parasitar y consumir
artropodos de diferentes 6rdenes; entre ellos insectos. Son considerados entre los
microbios parasitos de invertebrados mas exitosos de la naturaleza por encontrarse
distribuidos en todos los suelos de los ecosistemas terrestres y generalmente se
considera que los suelos son su reservorio natural (Bruck, 2010). Hasta la fecha se
conocen mas de 1,000 especies de hongos entomopatégenos distribuidos en los
filos Chytridiomycota, Blastocladiomycota, Entomophthotomycota, Microsporidia,
Basidiomycota y Ascomycota. Dentro del orden de los Hypocreales (Ascomycota)
se encuentra una gran diversidad de entomopatégenos ampliamente estudiados,
junto con otros patdégenos de plantas, endéfitos, y micoparasitos. Entre los géneros
mas citados en la literatura y/o usados en formulaciones comerciales se encuentran
Beauveria, Isaria, Metarhizium, Lecanicillium e Hirsutella (Vega et al., 2012; Wang
& Wang, 2017).

Se especula que el estilo de vida parasitico de insectos se origind multiples
veces a lo largo de la historia evolutiva entre los diferentes grupos de hongos
entomopatdgenos, presumiblemente por saltos de huéspedes de diferentes filos, o
incluso diferentes reinos. Esto pudo acontecer ya sea por la coexistencia del hongo
con sus eventuales huéspedes artrépodos o bien por la cercania 0 semejanza con
un huésped ancestral (Wang & Wang, 2017). La evidencia fosil sugiere que la
diversificacién dentro del orden Hypocreales tuvo lugar en el periodo Cretaceo. Esto
coincide con la expansion de las angiospermas en el planeta y la diversificacién de
los insectos dependientes directamente de las plantas con flores. En este orden
encontramos muchos taxones con la capacidad de parasitar artropodos, pero
también a plantas y otros hongos, lo que sugiere que la diversificacion de las plantas

y su biota asociada (entre ellos los insectos fitéfagos) impulsé el establecimiento de
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nuevas interacciones parasitarias y patogénicas, principalmente con coleopteros,

hemipteros y lepidopteros (Sung et al., 2008).

El rango de especificidad entre diferentes hongos entomopatdégenos es
variable aun dentro de un mismo género. Por ejemplo, diversos aislados de B.
bassiana infectan una amplia variedad de insectos huéspedes y son reconocidos
generalmente como patdgenos generalistas (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2016). Por
otra parte, Metarhizium acridum, se especializa en infectar insectos de la familia
Acrididae, por lo que se le ha usado con éxito para el control de langostas y
chapulines en México, Australia y el continente africano, lo que contrasta con M.
anisopliae que tiene un rango amplio de huéspedes (Moon et al., 2017). Estas
diferencias estan correlacionadas con la variedad de enzimas proteasas, citocromos
P450 y metabolitos secundarios secretados por ambos hongos y que suelen ser
mas diversas para el generalista M. anisopliae en comparacién con M. acridum. A
su vez, M. anisopliae al iniciar el proceso de infeccion en langosta y cucaracha utiliza
un solo receptor de membrana acoplado a proteina G para el reconocimiento de
ambas especies de huésped, sin embargo, M. acridum necesita la expresion de
diferentes receptores de cuticula para poder infectar a huéspedes distintos (Sree &
Joshi, 2015; Gao et al., 2011). Otro ejemplo de hongo patdgeno especialista es M.
rileyi que ataca principalmente a los lepidépteros de las familias Noctuidae, Erebidae
y Nymphalidae (Binneck et al., 2019).

Algunos de los ejemplos de infecciones de entomopatégenos mas
sorprendentes en la naturaleza los encontramos en los hongos que manipulan el
comportamiento de sus huéspedes antes de matarlos, esto con el fin de aumentar
la dispersién de sus propagulos y completar su ciclo de vida. Por ejemplo,
Massospora cicadina se especializa en la infeccion de cicadas (Magicicada spp.) en
oleadas regulares sincronizadas con el ciclo de vida y la emergencia del insecto, en
periodos de 13 a 17 anos. Durante el ciclo infectivo, el hongo prolifera y esporula en

el abdomen del huésped sin matarlo, esto conduce a la ruptura y pérdida del ultimo
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segmento abdominal del insecto, de tal forma que mientras el huésped se mueve el
hongo propaga sus esporas por el ambiente. Otro aspecto interesante de esta
especie es el hecho de que los machos infectados responden a los llamados de
cortejo de otros machos con un sonido caracteristico producido por el batido de sus
alas semejante al producido solo por las hembras receptivas. Esto estimula a los
machos sanos a intentar copular con los infectados y de esta forma se incrementa

la propagacion de la infeccion de las poblaciones de cicadas (Cooley et al., 2018).
2.2. Elciclo infectivo de los hongos entomopatégenos

El ciclo de vida de los hongos entomopatdgenos, en general, comienza con
la liberacidn de las esporas por los esporangios en el micelio que crece sobre los
cadaveres de los insectos micosados. Las esporas son arrastradas por las
corrientes de aire o agua con mucha facilidad, pues en muchos casos tienen la
caracteristica de ser insolubles en agua debido a la presencia de proteinas
conocidas como “hidrofobinas” que las recubren. Estos son péptidos de bajo peso
molecular (~ 20 kDa) caracterizados por su alta hidrofobicidad y por la presencia de
ocho residuos de cisteina conservados, que forman cuatro puentes disulfuro. Esta
caracteristica le confiere a la proteina una mayor afinidad por la cuticula hidrofébica
que recubre a los insectos y facilita la adhesion de las esporas al entrar en contacto
con un potencial huésped (Bayry et al., 2012). Ademas de la adhesion provista por
la propia hidrofobicidad de las esporas y la cuticula, se han encontrado receptores
a componentes especificos en la cuticula, por ejemplo, la adhesina Mad1 de M.
robertsii. Interesantemente, este hongo produce una segunda adhesina (Mad2)
expresada cuando el hongo se expone a exudados de planta (Wang & Leger, 2007,
Barelli et al., 2011). Las mutantes AMad7 no solamente muestran reducida su
adhesion a la cuticula, sino también disminuye la germinacién de las esporas, la
produccion de blastosporas y en general el fenotipo de virulencia. Sin embargo, el
mecanismo de adhesién y el blanco molecular de estas adhesinas sigue sin ser

caracterizado (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013). A diferencia de otros patégenos de
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invertebrados que necesitan ser ingeridos por el huésped para poder infectarlo, los
hongos entomopatdégenos comienzan el proceso de infeccién desde el exterior del
insecto, al penetrar activamente la cuticula. Asi, cuando los propagulos se han
adherido al cuerpo del huésped, estas esporas germinan y en muchos casos forman
un apresorio. Es interesante notar que dicho proceso en Metarhizium es promovido
por lipidos polares, acidos grasos de cadena larga, y diversos alcanos metilados y
metil o etil esterificados, todos ellos forman parte de los componentes de la cuticula
de los insectos (Li & Xia, 2022). Se conocen diferentes genes involucrados en los
eventos de sefalizacién durante estas etapas de germinacién y reconocimiento del
huésped, incluyendo a diferentes componentes de la via de proteina cinasas
activadas por mitégenos (MAPK), y que en B. bassiana incluyen a los genes BbBck1
(MAPKKK), BbMkk1 (MAPKK), BbSIt2 y Hog1 (ambos MAPK) (Ortiz-Urquiza &
Keyhani, 2016). Durante este proceso de penetracion, el hongo también produce
diversas enzimas encargadas de degradar los componentes del exoesqueleto del
huésped, entre las que destacan las quitinasas y las proteasas por su sobre-
representacion en el genoma de diferentes hongos entomopatdégenos (Staats et al.
2014). En cualquier caso, el hongo penetra los tegumentos del insecto hasta llegar
al hemocele y que es el compartimento interno del insecto bafiado en la hemolinfa
(Li et al., 2020).

Los hongos entomopatégenos comparten con otros hongos patégenos su
capacidad de dimorfismo; esta es una caracteristica fundamental durante el proceso
de infeccion (Gauthier, 2015). En el hemocele, el micelio sufre una transiciéon a fase
levaduriforme descrita como “cuerpos hifales”, también conocidas como
“blastosporas” (Bidochka et al., 1987). Los factores desencadenantes de la
transicion de levadura a micelio en hongos entomopatdogenos no se entienden
completamente (Mascarin, et al., 2021). En otros hongos dimérficos, factores como
la temperatura, las condiciones anaerobias, el estatus nutricional del medio
circundante, o el reconocimiento de moléculas especificas por parte del hongo

inducen esta transicién (Gauthier, 2015). Una combinacién de todos estos factores
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junto con el reconocimiento de una sefial molecular en la hemolinfa del huésped
pueden ser los desencadenantes del paso de micelio a blastospora. La produccion
in vitro de esta fase en B. bassiana es favorecida por altas concentraciones de
carbohidratos tales como la glucosa. La caracterizacion transcriptomica de
blastosporas crecidas en medio liquido enriquecido con glucosa a concentracion del
20% revela la ejecucion de un intenso programa celular que incluye procesos como
un intenso transporte transmembranal, la activacion del metabolismo de los
carbohidratos, cambios en la respuesta al estrés oxidativo, y procesos que
involucran a la replicacion del DNA vy transcripcion (Mascarin et al., 2021). De
manera semejante, en otro estudio transcriptomico que compara la fase filamentosa
y levaduriforme inducida in vitro de M. anisopliae se encontré que los principales
procesos fisioldgicos asociados con los genes sobre expresados durante la fase de
blastosporas son aquellos involucrados en la respuesta al estrés oxidativo, el
catabolismo y anabolismo de aminoacidos, en procesos respiratorios, el transporte
transmembranal y en la produccion de metabolitos secundarios, en comparacion
con la fase filamentosa en donde los procesos asociados son el crecimiento celular
y la reorganizacion de la pared celular principalmente (lwanicki et al., 2020).
Interesantemente, B. bassiana desarrolla una fase levaduriforme al ser crecida en
medio agar Macconkey o en SDA suplementado con NaCl, esto llevo a especular a
Alves et al. (2002) que la concentracion de sal y la presidon osmaética contribuyen
también a la induccion de esta transicion dimoérfica. Esto es consistente con la
observacion de que las formulaciones utilizadas para la propagacion de
blastosporas dan mejores rendimientos al incrementar la presién osmotica del
medio liquido, junto con el hecho de que la hemolinfa de los insectos es un medio
altamente hiperosmético (0.7-1.2 MPa) (Mascarin & Jaronski, 2016).

Al proliferar en el insecto, el hongo invade todos los tejidos del huésped,
degradandolos y provocandole la muerte. Este proceso va acompanado de la
produccion de diversos metabolitos secundarios, entre ellos diferentes micotoxinas

fungicas que se especula contribuyen en el proceso y son consideradas factores de
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virulencia (Tola et al., 2016). Muchos de estos metabolitos secundarios son péptidos
no ribosomales o policétidos, como la bauvericina, bassianolido, oosporeina,
bassiatina, tenelina, y diversos bauverdlidos producidos por B. bassiana; por su
parte las especies de Metarhizium spp. producen principalmente los
hexadepsipéptidos denominados destruxinas (Pedrini, 2022). Muchos de estos
compuestos no solamente actian como micotoxinas, pues ademas tienen un efecto
antimicrobiano. Tal es el caso de la oosporeina, de la que no se observo interviniera
en la virulencia sobre Galleria mellonella en mutantes de B. bassiana afectadas en
la biosintesis de esta dibenzoquinona, pero si inhibié el crecimiento bacteriano en
cadaveres de insectos infectados por el hongo, y en consecuencia disminuyo la
competencia del hongo con la microbiota bacteriana en el cadaver, permitiéndole de
esta manera la maxima asimilacion de nutrientes, seguido de la subsecuente

esporulacion sobre el cadaver (Fan et al., 2017).

Finalmente, la fase levaduriforme vuelve a sufrir una transicion a micelio y
germina para penetrar los tegumentos del insecto, dandole a los cadaveres
infectados un aspecto blanco y algodonoso caracteristico. Al esporular, el hongo

vuelve a generar sus propagulos y el ciclo de infeccidn vuelve a ocurrir.
2.3. Los hongos entomopatégenos y su interaccion con las plantas

Los hongos entomopatdégenos no se limitan unicamente a establecer
relaciones parasiticas con artrépodos, pues tienen ademas la capacidad de explotar
otros nichos troficos, incluidos el suelo, las raices o el interior de los tejidos
vegetales. Las consecuencias de estas interacciones en las relaciones microbio-

planta-insecto han comenzado a ser exploradas recientemente (Shikano, 2017).

En su interaccion con los microbios del suelo, las plantas se enfrentan a
potenciales agentes fitopatdgenos. Las plantas responden de diferentes maneras,
y una de ellas es al establecer interacciones benéficas con organismos que puedan
ayudarles a defenderse por medio del antagonismo directo (por competencia de

nutrientes o espacio, la produccion de compuestos antimicrobianos, entre otros)
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(Enebe & Babalola, 2019), o bien por la estimulacion de los mecanismos de defensa
innatos de la planta, en un fenémeno conocido como resistencia sistémica inducida
(ISR, por sus siglas en inglés), mediado principalmente por la participacion de las
hormonas acido jasmonico y etileno (Pieterse et al., 2012; Pieterse et al., 2014) y
de cuya sefalizacion se desencadenan la produccion de, por ejemplo, peroxidasas,
polifenol oxidasas y lipooxigenasas (Choudhary et al., 2007), la produccién de
péptidos antimicrobianos conocidos como defensinas (Khan et al., 2019) o la

acumulacién de fitoalexinas (Pandey et al., 2016; Ahuja et al., 2012).

De esta forma, se han reportado diferentes aislados fungicos capaces de
inducir ISR. En un ensayo de B. bassiana, M. brunneum y Trichoderma harzianum
como cepa de referencia se encontrdé que la inoculaciéon de estos aislados sobre
plantas de jitomate (Solanum lycopersicum var. Ram) le conferian resistencia contra
el ataque de los fitopatogenos Botrytis cinerea, Leveillula taurica, Oidium
neolycopersici y Xanthomonas euvesicatoria a los tres dias post inoculacion. Esta
respuesta se acompaino del incremento en la produccién de especies reactivas de
oxigeno y la expresién de las proteinas relacionadas a la patogénesis PR1a, PR1b

y el factor de respuesta a etileno ERF1 (Gupta et al., 2022).

En un estudio sobre plantas de trigo (Triticum aestivum) con B. bassiana'y M.
brunneum se observé que durante los primeros 15 dias posteriores a la inoculacion
con estos hongos disminuia la expresion de diferentes genes asociados con la
inmunidad vegetal y la sintesis de las hormonas auxinas, citocinas y giberelinas,
seguido de un incremento en la expresion de genes asociados con auxinas y
giberelinas posterior a los 15 dias. Estos eventos se asociaron con el comienzo de
un estado de resistencia sistémica, evidenciado por la activacién del gen PR10 y
que esta correlacionado con la activacion de genes asociados a la biosintesis de
jasmonato, auxinas y acido giberélico (Gonzalez-Guzman et al., 2022).

La coinoculacién de B. bassiana (Balsamo) cepa B2 con las cepas

Pseudomonas fluorescens Pf1 y AH1 en plantas de arroz induce un incremento en
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la actividad de quitinasas y lipooxigenasas durante el ataque del lepidoptero plaga
Cnaphalocrocis medinalis, asi como la acumulacion de peroxidasas vy
polifenoloxidasas durante el ataque del hongo patégeno Rhizoctonia solani, el
agente causal del tizén de la vaina en el arroz. Lo mas atractivo de esta
aproximacion en el uso de consorcios contra estos agentes dafinos del arroz es su
eficacia, comparable incluso a los resultados obtenidos con el uso de la mezcla de

los plagicidas comerciales clorpirifés y carbendazim (Karthiba et al., 2010).

La microbiota del suelo participa activamente en el reciclaje de nutrientes en
la biésfera, y los hongos habitantes del suelo son una parte integral en estos ciclos.
En particular, los entomopatégenos favorecen el reciclaje de nitrégeno en el suelo
al conectar directamente las carcasas de los insectos micosados con las raices de
las plantas por medio de sus hifas. Utilizando a Galleria mellonella a la que se le
habian incorporado aminoacidos marcados con °N, Behie et al. (2012) demostraron
que Metarhizium robertsii facilita la incorporacion del nitrégeno de los cadaveres del
insecto en la biomasa de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) y Panicum virgartum
en un sistema de microcosmos. Ensayos posteriores demostraron que esta
asociacion endofitica y la transmision de nitrébgeno se observaba también en al
menos cinco especies de Metarhizium (M. robertsii, M. brunneum, M. guizhouense,
M. acridium y M. flavoviride) y cuatro especies vegetales (Phaseolus vulgaris,
Glycine max, Panicum virgatum y Triticum aestivum). La asociacion simbiotica de
los entomopatdégenos con las plantas les ayuda a estos a obtener una fuente de
carbono a cambio de proveer a las plantas con el nitrégeno de los cadaveres de los
insectos, de donde se estima contribuyen a las plantas con alrededor del 4.7% del
total de nitrégeno fijado en todo el ecosistema (Behie et al., 2012; Behie & Bidochka,
2014).

Los entomopatégenos ademas inducen la adquisicion de Fe en medios
calcareos y no calcareos con varias formas de hierro (ferrihidrita, hematita y goetita)

haciendo uso de varios métodos inoculacion (recubrimiento de semilla, tratamiento
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del suelo o aspersion foliar) en plantas de sorgo (S. bicolor). El principal mecanismo
para lograr esto es al cambiar el pH del sustrato. De esta forma, M. brunneum
disminuye la acidez del medio al liberar acidos organicos. Ademas, se especula que
estos hongos liberan sideréforos para aumentar la disponibilidad de hierro del medio
circundante (Raya-Diaz et al., 2017). El hierro también es un elemento limitante
durante el proceso de patogénesis en el ciclo parasitico. Una pregunta abierta es si
los mismos factores de virulencia implicados durante el proceso de infeccién como
patdégenos estan a su vez relacionados con el proceso de captacion de hierro
durante su ciclo saprofitico, y si las plantas se benefician de este proceso para
adquirir el hierro. Esta misma maquinaria de captacion de hierro ambiental
posiblemente desempena funciones determinantes durante el proceso de infecciéon
en algunos hongos entomopatogenos, en vista de que las especies ancestrales de

éstos eran probablemente enddfitos (Wang & Wang, 2017).

Otros elementos que los hongos entomopatdégenos ayudan a las plantas a
captar del suelo son el fésforo, magnesio y calcio, ademas de incrementar la
retencién de agua en la raiz (Dara, 2019). Todos los beneficios anteriores permiten
considerar a los hongos entomopatégenos no solamente como eficaces agentes de
biocontrol, sino también como hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF,

por sus siglas en inglés) (Jaber & Ownley, 2018).
2.4. Beauveria bassiana como agente de biocontrol en insectos

El principal interés que han recibido los hongos entomopatdégenos es por su
uso como agentes de biocontrol contra diferentes plagas de artrépodos. Multiples
casos de éxito se reportan en la literatura sobre el uso de estos microbios en el
control de plagas de insectos, lo que motiva la existencia de un mercado con
productos con una amplia variedad de formulaciones fungicas; ya sea en solitario o

en consorcios microbianos (Faria & Wraight, 2007).

Beauveria es un género de hongos anamorficos, cosmopolitas, y patdégenos
facultativos de artrépodos y que habitan principalmente en el suelo. Su taxonomia
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ha estado sujeta a diferentes modificaciones a lo largo del tiempo. Rehner et al.
(2011) enumeran a 12 clados terminales con un soporte adecuado, esto por medio
de un analisis filogenético multilocus basado en las secuencias parciales de RPB1,
RPB2, TEF y la region nuclear intergénica Bloc. Las especies (clados terminales)
que reconoce como validas son: B. bassiana, B. amorpha, B. asiatica, B. australis,
B. brongniartii, B. caledonica, B. kipukae, B. malawiensis, B. pseudobassiana, B.

sungii, B. varroae y B. vermiconia (Rehner et al., 2011).

En particular, Beauveria bassiana se describié por primera vez en 1835 por
Agostino Bassi como el agente causal de la llamada “muscardina blanca”, una
enfermedad en insectos sobre la que se tenia especial interés, pues atacaba al
gusano de la seda convirtiendo sus cuerpos en masas blanquecinas y endurecidas
cubiertas de un polvo blanco, dandole el nombre a la enfermedad. Posteriormente,
se clasificé por Jean Beauverie como Botrytis bassiana, en honor a Bassi, y
eventualmente en 1912 Jean Paul Vuillemin lo renombré Beauveria bassiana
(Dannon et al., 2020). Este hongo junto con M. anisopliae son los agentes mas
usados en las formulaciones tanto insecticidas como micopesticidas, con presencia
en el 33.9% del total de productos (Faria & Wraight, 2007).

Como agente de biocontrol, B. bassiana se ha usado contra un gran niumero
de insectos plaga en el mundo, principalmente en paises de Africa, América y Asia.
La amplia variedad de huéspedes que coloniza lo convierte en un poderoso agente
de biocontrol, con alrededor de 700 especies de insectos potencialmente atacados
por este hongo. En general, la produccion de B. bassiana en grandes volumenes es
econdmica comparada con la fabricacion y almacenaje de pesticidas sintéticos.
Aunado a esto, unos pocos propagulos adheridos a la cuticula del insecto son
suficientes para infectarlo, y las poblaciones de plagas no generan mecanismos
resistencia como en el caso de los pesticidas sintéticos (Dannon et al. 2020;
Rohrlich et al., 2018).
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2.5. Los semioquimicos en la comunicacion interespecie

La comunicacién es un fendmeno presente en todos los sistemas vivos y es
requerido para su funcionamiento en todos sus niveles. La comunicacion en biologia
se define como el intercambio entre sefales y respuestas entre emisor y receptor.
Los ecosistemas dependen de la comunicacion entre sus miembros para el
mantenimiento de su organizacion y estructura, lo que involucra el intercambio de
diferentes sefiales entre sus partes que logra la funcionalidad del sistema. La
comunicacién se da a diferentes niveles e involucra a distintos subsistemas (Scott-
Phillips, 2008; Carazo & Font, 2010).

A las moléculas senal mediadoras de la comunicacidén quimica se les conoce
con el nombre genérico de “infoquimicos” (Kost, 2008). Estos infoquimicos son
clasificados en dos tipos. Cuando son requeridos en la comunicacion dentro del
propio organismo se les conoce como “hormonas”. Las hormonas se dividen en tres
grandes categorias: exocrinas, enddcrinas y paracrinas. Por otra parte, a los
compuestos sefial que se utilizan en la comunicacion entre diferentes individuos se
les conoce como “semioquimicos”. Estos se subdividen en funcion de si son usados
para la comunicacion intra- o inter- especifica. En el primer caso, se les conoce con
el nombre de “feromonas”, y en el segundo caso se les llama “alelomonas”. También
existen diferentes subtipos de ambas categorias en funcion de los efectos y
beneficios de los emisores y receptores (Wehrenfennig et al., 2013; Dicke & Sabelis
1988).

Se cree que las sefiales quimicas surgen por medio de un mecanismo
conocido como ‘“ritualizacién quimica” (Steiger et al., 2011). Este mecanismo
consiste en el paulatino desarrollo de un conjunto de estimulos y respuestas
asociadas a la presencia de un compuesto producido por el organismo emisor. En
un primer momento, este compuesto es percibido por el receptor e inicia una
respuesta totalmente inespecifica que no involucra un aparato de comunicacién

especializado con un ajuste especifico hacia la sefal recibida. La presion selectiva
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incrementa tanto la especificidad del receptor como su respuesta, ademas de la
calidad de la sefal emitida, lo que vuelve mas eficiente el canal de comunicacion
establecido entre ambos miembros y, de esta manera, se crea un sistema de
comunicacién completamente funcional con el paso de las generaciones (Steiger et
al., 2011).

2.6. Lapercepcion odorifera en insectos y su contexto ecolégico

Como el resto de los animales, los insectos perciben una gran variedad de
sefales de su medio, tanto del espectro electromagnético, presion, temperatura y/o
vibraciones. Sin embargo, las sefales quimicas son las de mayor relevancia para
que los insectos puedan tener una vision completa de su entorno y puedan
completar su ciclo de vida (Fleischer et al., 2018). La quimiopercepcién de aromas
en los insectos esta ubicada en diferentes regiones del cuerpo, pero principalmente
en las antenas y los palpos maxilares (Wicher & Miazzi, 2021). Estas, a su vez,
poseen estructuras parecidas a cabellos llamadas sensilas y en cuyo interior se
localizan de una a cuatro neuronas sensoriales olfativas (en inglés olfactory sensory
neurons; OSN) (Leal, 2013). En la membrana de estas neuronas se localizan
diferentes tipos de proteinas receptoras, entre ellos los receptores a olores (odorant
receptors, OR) que generalmente requieren de la accion conjunta de una proteina
correceptora de olores (odorant receptor correceptor, Orco). Se cree que la unién
de la molécula odorifera induce la formacion de un canal catidnico heterodimérico
OR-Orco de tipo no selectivo, permitiendo el paso de cationes Na*, Ca** y K* (éste
ultimo es particularmente abundantes en la hemolinfa que bafa el interior de las
sensilas) lo que desencadena la despolarizacion de la membrana. De esta forma se
origina un potencial de membrana que es transmitido por el sistema nervioso del
insecto (Pask & Ray, 2016). Otro tipo de receptor presente en el sistema nervioso
de los insectos son los receptores ionotropicos (ionotropic receptors; IR) que son
proteinas pertenecientes a la familia de receptores de glutamato, con estructura de

heterotetrameros. Mientras que los OR se especializan exclusivamente en la
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percepcion de aromas, los IR estan involucrados en la percepcion tanto de aromas
y sabores, como en la percepcidon de la temperatura o de la humedad (Wicher &
Miazzi, 2021). Las senales generadas de esta forma son transmitidas al l6bulo
antenal y de alli a otras regiones de integracion y procesamiento de alto nivel en el

sistema nervioso central del insecto (Galizia & Sachse, 2010).

Los insectos perciben aromas en concentraciones extremadamente bajas, en
el orden de los picogramos por metro cubico de aire en lapsos de milisegundos para
algunos compuestos en especifico (Schott et al., 2013). Esto los convierte en
organismos altamente sensibles a moléculas aromaticas. De esta forma, los
insectos se crean de una vision global de su entorno. Esta capacidad constituye una
parte importante en su supervivencia, utilizandola para encontrar fuentes de
alimento, sitios de refugio, para la busqueda de pareja, la evasidén de potenciales
amenazas y para la seleccion de sitios de anidamiento. La manera en que el insecto
responde a los aromas es el resultado de diferentes factores tanto intrinsecos a su
fisiologia como al ambiente a su alrededor. Esto factores incluyen el estadio del ciclo
de vida, las condiciones nutricionales, el grado de especializacién, las experiencias
previas (ligadas al aprendizaje asociativo y no asociativo) y el contexto aromatico
donde se encuentra el insecto al momento de percibir las sefales quimicas
(Conchou et al., 2019; Su et al., 2011; Cook et al., 2020; Swanson et al., 2009).
Ademas, diferentes especies de insectos expresan grupos distinto de OR con
diversas afinidades y umbrales de sensibilidad a los aromas del medio. De esta
manera, se ha definido como “paisaje aromatico” (odorscape) al conjunto de
compuestos aromaticos (volatiles) y que constituyen el espacio sensorial propio de

una especie particular de insecto (Conchou et al., 2019).
2.7. Compuestos organicos volatiles (VOCs) emitidos por hongos

Se les llama compuestos organicos volatiles (en inglés volatile organic
compounds, VOCs) a las moléculas de bajo peso molecular (<300 Da) que se

encuentran en fase de vapor a temperatura ambiente, y por este motivo son capaces
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de difundir con facilidad en el medio gaseoso, arrastrados por las corrientes de aire,
o por difusion en medios liquidos como el agua (Ortiz-Castro et al., 2009; Weisskopf
et al., 2021). Dentro de esta categoria se encuentran una gran variedad de
compuestos pertenecientes a diferentes familias quimicas sin un origen biosintético
comun (alcoholes, cetonas, éteres, ésteres, hidrocarburos lineales o ramificados,
compuestos aromaticos, azufrados y derivados del nitrégeno, entre los principales),
con diferentes grados de reactividad y vida media. Sin embargo, una caracteristica
fisicoquimica que comparten es el tener baja polaridad, esto junto con su peso
molecular bajo les permite escapar a fase gaseosa en condiciones normales de
presion y temperatura (Ortiz-Castro et al., 2009). Los VOCs son los responsables
de impartir las propiedades aromaticas de la gran mayoria de los productos
alimenticios, ademas de ser contaminantes trazas en el medio, o biomarcadores de
la perturbacién humana ambiental (Pagans et al., 2006). En ecologia, a los VOCs
se les ha atribuido diferentes propiedades como mediadores de la comunicacion
intra- e inter- reino, manifestdndose en diferentes efectos en los organismos, por
ejemplo: como promotores del crecimiento vegetal, moduladores de defensa,
propician la adquisicion de nutrientes del suelo en plantas, o inducen conductas en

animales, por mencionar algunos (Weisskopf et al., 2021).

Diferentes rutas metabdlicas en hongos dan origen a los VOCs. Tanto el
metabolismo primario como el secundario producen una gran cantidad de
intermediarios y productos que son de naturaleza volatil. Las principales rutas
implicadas en la producciéon de VOCs son la ruta del acido shikimico, que genera
compuestos benzenoides y fenilpropanoides, la ruta del acido mevalénico que
sintetiza terpenos, y la ruta de las lipooxigenasas que produce oxilipinas (Weisskopf
etal., 2021).

Los hongos sintetizan diversos terpenos. A diferencia de las plantas que
cuentan con dos rutas de biosintesis, los hongos cuentan exclusivamente con la via

del acido mevaldnico para la produccién de los precursores isopentenil difosfato
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(IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP). Las sucesivas condensaciones de IPP y
DMAPP catalizadas por diferentes isoprenil difosfato sintetasas (IPPS) dan origen a
isoprenil difosfatos de 10, 15y 20 carbonos; estos son los precursores de los mono-
, sesqui- y diterpenos, respectivamente (Oldfield & Lin, 2012; Schmidt-Dannert,
2014). Los terpenos de los hongos tienen multiples funciones, entre ellas la
sefalizacion intra e inter- celular, forman parte de los componentes de la membrana

celular, o actuan como micotoxinas (Schmidt-Dannert, 2014).

Los hongos sintetizan compuestos fendlicos por medio de la ruta del
shikimato, que utiliza a la eritrosa-4-fosfato del ciclo de las pentosas fosfato y del
ciclo de Calvin, y al fosfoenolpiruvato de la glucdlisis para la produccién de los
aminoacidos aromaticos L-fenilalanina, tirosina y triptéfano, en donde se obtiene
como un intermediario clave en esta via al acido shikimico, del cual recibe su
nombre. Algunos VOCs producidos por esta via son la 2-aminoacetofenona, el metil
benzoato, o de forma indirecta el 2-feniletanol derivado de la L-fenilalanina por la
via de Erlich (Tzin et al., 2012; Weisskopf et al., 2021).

La ruta de las lipooxigenasas es la responsable de producir el acido
jasmonico y los volatiles de hoja verde en plantas, asi como las oxilipinas de ochos
carbonos caracteristicas de hongos. Esto ocurre debido a la accién de enzimas
lipooxigenasas que forman el hidroperoxido del acido linoleico (C18:2), molécula
que posteriormente es escindida por la accion de una peroxido liasa en dos
moléculas: el acido 10-oxodecendico (C10) y la 1-octen-3-ona (C8), y que gracias a
la accion un alcohol oxidorreductasa se reduce para formar el 1-octen-3-ol, un
compuesto implicado en el proceso de esporulacion (Combet et al., 2006) y cuyo
efecto en plantas esta relacionado con la induccion de resistencia contra patégenos
(Kishimoto et al., 2007). En funcién de donde se forme el hidroperdxido en el primer
paso de la reaccidon también varia el producto de ocho carbonos final (Combet et
al., 2006; Holighaus & Ronhlfs, 2019).
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Entre los VOCs emitidos por hongos, los alcoholes son la familia quimica mas
estudiada. De estos, es de destacar a los conocidos como alcoholes de fusel (fuse/
alcohols) que se producen como resultado de la transaminacion de un L-
aminoacido, lo que da lugar a la formacion de su respectivo alfa-cetoacido, seguido
de su descarboxilacidon y reduccidén, que da como producto final un alcohol que
conserva el grupo lateral del aminoacido original. Asi, por ejemplo, la L-fenilalanina
se transforma por esta ruta en 2-feniletanol, la L-treonina en 1-butanol, y la L-leucina
se convierte en alcohol isoamilico (3-metilbutanol). Esta ruta recibe el nombre de la
“via de Ehrlich” y es especialmente importante en la industria alimenticia por los
potentes aromas que estos alcoholes imparten a los alimentos y bebidas,
particularmente aquellos obtenidos por procesos fermentativos (Dzialo et al., 2017;
Ravasio et al., 2014). Ademas, se conoce su actividad como compuestos

moduladores del crecimiento en hongos (Lorenz et al., 2000).

Finalmente, otra fuente de VOCs son los procesos fermentativos (de donde
se originan p. ej. etanol, acetoina), los intermediarios y productos del metabolismo
del azufre (dimetil sulfuro, acido sulfhidrico), entre otros (Weisskopf et al., 2021,
Kaddes et al. 2019; Schulz & Dickschat, 2007).

2.8. VOCs emitidos por B. bassiana

Diferentes reportes de los VOCs producidos por B. bassiana y otros
entomopatdgenos indican que poseen una huella quimica diversa, compuesta de
alcoholes, cetonas, hidrocarburos lineales y ramificados, compuestos aromaticos y
terpenos. Sin embargo, la literatura carece de estudios dirigidos a obtener perfiles
globales que representen la variacion fenotipica y consideren diferencias cepa-
especificas, producto de las variaciones hacia la fuente ambiental o de la virulencia
dentro de la misma especie.

Lobo et al. (2018) caracterizaron los acidos grasos de cadena corta emitidos
por las glandulas de Brindley del insecto vector de la enfermedad de Chagas

Triatoma infestans infectado con el entomopatégeno B. bassiana en comparacion
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con insectos sin infectar, y se observo que los insectos infectados emitian una mayor
cantidad de acido propidnico de los dias 1 a 4 post infeccidn, lo que se correlacioné
con el incremento de la expresion de los genes TiBrng (permeasa de aminoacidos
de cadena ramificada) y TiBckdc (cinasa de deshidrogenasa de cetoacidos de
cadena ramificada), ambos presuntamente involucrados en la biosintesis de acidos

grasos de cadena corta (Lobo et al., 2018).

Mburu et al. (2013) caracterizaron los volatiles de las cepas B. bassiana
ICIPE 276 y 278, dominadas principalmente por el hexanol, 1-pentanol, 3-octanol, y
octanol, ademas de las cetonas 4-nonanona y 2-nonanona. Junto a esto, destacaron
la presencia de los monoterpenos alcanfor y borneol, y las lactonas butirolactona y
4,5-dihidro-5-pentil-2-(3H) furanona. Notablemente, se observaron diferencias en la
emision de estos componentes, sin que se encontraran compuestos exclusivos de
alguno de los aislados fungicos. Ademas, se observaron diferencias en la repelencia
inducida sobre la termita Macrotermes michaelseni en ensayos de olfatometria dual
en Y. Estudios preliminares (Mburu et al., 2009) habian encontrado que estos
aislados presentaban diferentes niveles de virulencia contra M. michaelsini. De esta
manera, los autores concluyen que las diferencias en la virulencia de los aislados
de B. bassiana hacia el insecto se ven reflejados en los diferentes perfiles de VOCs

y niveles de repelencia asociados (Mburu et al., 2013).

Hussain et al. (2010a) estudiaron la repelencia inducida sobre las termitas
Coptotermes formosanus por diferentes aislados de hongos entomopatégenos de
las especies M. anisopliae (EBCL 02049), B. bassiana (EBCL 03005) e [saria
fumosorosae (EBCL 03011) en un sistema de eleccién dual compuesto de dos
compartimentos conectados a una fuente de VOCs que consistié del medio de
cultivo agar papa dextrosa (PDA) inoculado. Los analisis de los perfiles de VOCs B.
bassiana mostraron que estos estaban constituidos principalmente por los
monoterpenos 2-thujeno y 2-isopropil-5-metil-3-ciclohexen-1-ona. Es notable que

entre los compuestos emitidos se observd una gran diversidad de hidrocarburos
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ramificados (2,5,9-trimetildecano, 4,6-dimetildodecano, 2,7,10-trimetildodecano) y

un hidrocarburo lineal (el n-tetradecano) (Hussain et al., 2010a).

Hussain et al. (2010b) estudiaron las diferencias en los perfiles de B.
bassiana (EBCL 03005), M. anisopliae (EBCL 406) y M. anisopliae (EBCL 02049), y
encontraron nuevamente perfiles de VOCs enriquecidos con diversos hidrocarburos
ramificados (4,7-dimetilundecano, 2,3,7-trimetiloctano, 2,3,5-trimetiloctano, entre
otros) y lineales (n-tetradecano y n-hexadecano). Adicionalmente, los perfiles
obtenidos se modificaban sustancialmente con las resiembras, esto a su vez se
correlacioné con la pérdida gradual de la virulencia de los aislados. De la misma
forma, se observaron diferencias especificas entre las cepas M. anisopliae EBCL
406 y 02049 (Hussain et al., 2010b).

Crespo et al. (2008, 2002) perfilaron el aislado B. bassiana GHA crecido en
medios definidos suplementados con glucosa o con el alcano n-octacosano,
molécula elegida por su afinidad a los hidrocarburos encontrados en las cuticulas
de los insectos. Se encontré que al crecer el hongo en medio suplementado con
glucosa se obtenian perfiles de VOCs enriquecidos con etanol y dos sesquiterpenos
cuya identidad no se dilucido en este trabajo. Por otra parte, al crecer el hongo en
medio enriquecido con el n-octacosano los perfiles carecian de alcoholes y
terpenos, pero se observd le presencia del n-decano. Esto es el reflejo de la
adaptacién del hongo al sustrato sobre el que crece, y en particular de la capacidad
del hongo para degradar alcanos pues, segun los autores, posiblemente esta
correlacionado con un fenotipo de virulencia incrementado (Crespo et al., 2008;
Crespo et al., 2002).

El origen de los hidrocarburos observados en los perfiles de B. bassiana ha
sido explicado como el resultado de la capacidad de la maquinaria enzimatica del
hongo para degradar los componentes de la cuticula del insecto durante las etapas

iniciales de penetracion. La presencia de estos hidrocarburos seria el resultado de
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la degradacion por beta oxidacion de los hidrocarburos de cadena larga (alcanos,

alquenos y derivados metilados) presentes en la cuticula (Ortiz-Urquiza et al., 2013)

Lozano-Soria et al. (2020) estudiaron la capacidad de los VOCs emitidos por
los aislados de entomopatogeno B. bassiana Bb1TS11, Bb203 y M. robertsii
Mr4TS04, asi como el hongo nematéfago Pochonia clamydosporia Pc123, para
repeler al picudo del platano Cosmopolites sordidus. Los perfiles de B. bassiana
(Bb1TS11 y Bb203) en conjunto mostraron un total de 27 compuestos. Los perfiles
reportados en este estudio son relevantes porque muestran una gran variedad de
compuestos de ocho carbonos caracteristicos de los perfiles de VOCs fungicos,
como octenos y octadienos (1-octeno, 1,3-octadieno, 2,4-octadieno) y una octanona
(3-octanona), y que en general se encuentran poco representados en otros reportes
de VOCs emitidos por B. bassiana. Destacan ademas algunos monoterpenos (a- y
B-pineno, 2-metil-2-borneno, borneol), y un sesquiterpeno (el gimnomiteno)
(Lozano-Soria et al., 2020).

2.9. Etologia en insectos mediada por VOCs fungicos

Los insectos responden a los estimulos ambientales por medio de conductas
adaptativas que les confieren la capacidad de enfrentar a las amenazas del medio,
tanto bidticas como abidticas. Entre estos factores se incluyen los potenciales
microbios patdégenos a los que se encuentran expuestos. Diversos grupos de
microorganismos atacan a los insectos, tanto virus, bacterias y hongos, por lo que
la constante presion de seleccion ha impulsado en muchas ocasiones al desarrollo
de estas conductas observadas a diferentes niveles: por una parte, en las
decisiones tomadas por los insectos en individual y, por otra, en aquellos
comportamientos grupales de los insectos eusociales (Roy et al., 2006). Estas
conductas, a su vez, son mediadas por diferentes sefales quimicas que comunican
tanto de la presencia del agente infeccioso, o bien son emitidas por los insectos
como sefales de alarma para alertar a sus congéneres de un potencial peligro
(Fleischer et al., 2018).
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2.10. Efectos conductuales inducidos por agentes entomopatdégenos
sobre insectos

Entre las conductas mejor estudiadas de insectos hacia hongos
entomopatdgenos se encuentra la de evasion. Diversos reportes en diferentes
grupos de insectos han mostrado su capacidad para reconocer la presencia de
estos agentes patdgenos y responder en consecuencia alejandose de los mismos.
La conducta de evasion es mediada por la percepcion de los VOCs emitidos por los
entomopatdgenos. Hussain et al. (2010a) observaron que el comportamiento de
repelencia de la termita C. formosanus a diferentes aislados de entomopatégenos
fungicos era proporcional a la virulencia de los mismos, un comportamiento ademas
correlacionado con la respuesta electroantenografica de las obreras a estos mismos
compuestos, lo que confirma la participacion del estimulo olfativo en la conducta
observada (Hussain et al., 2010a). Otro insecto eusocial con conducta evasiva es la
termita Macrotermes michaelsini, capaz de discriminar entre diferentes aislados de
B. bassiana y M. anisopliae en funcion de su virulencia: la respuesta evasiva de los
insectos medida como dosis de repelencia media (RDso) mostrd una alta correlaciéon
con la dosis letal media (LDso) para ambos aislados (B. bassiana R?>=0.99, M.
anisopliae R?=0.85) (Mburu et al., 2009).

Ademas, los insectos tienen conductas higiénicas para eliminar particulas
adheridas a su cuticula, una conducta conocida como acicalado (en inglés grooming
behaviour). El acicalado se da individualmente, del insecto hacia su propio cuerpo
(auto- o self grooming) o bien como un comportamiento social, conocido como
acicalado social o de grupo (allogroming) (Zhukovskaya et al., 2013).
Interesantemente, en C. formosanus se ha encontrado que la frecuencia de
acicalado social entre termitas obreras incrementa en grupos expuestos a una
suspension de conidias de M. anisopliae. El analisis de los VOCs emitidos por la
cuticula de los insectos tratados permitié identificar la presencia del ergosterol, un

esterol que es un componente de la pared celular de muchos tipos de hongos. Esto
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ayuda a la colonia a incrementar el acicalado social cuando hay individuos
infectados por entomopatdgenos (Chen et al., 2023). Las hormigas Lasius neglectus
se defienden de la exposicion a las conidias de M. brunneum por medio de una
estrategia combinada: el acicalado social y la limpieza con acido férmico, este ultimo
actua como un inhibidor de la germinacion del hongo, y mitiga los dafios del
entomopatdégeno en el nido (Tragust et al., 2013). Otra conducta reportada en
insectos es la recoleccion de componentes antifungicos para llevarlos a sus nidos.
Formica paralugubris recolecta la resina producida por Picea abies para llevarlas a
sus nidos; esta resina ha demostrado poseer actividad antifungica y antimicrobiana
(Christe et al., 2003).

Aunque puede creerse que la repelencia a los VOCs de entomopatégenos
seria la regla general, éste no es el caso. Pontieri et al. (2014) encontraron que las
hormigas Monomorium pharaonis tienden a invadir nidos donde se encuentran
cadaveres de hormigas infectadas con M. brunneun, en ensayos de eleccion duales.
Si bien las hormigas son atraidas por diferentes hongos con el fin de consumirlos
(conducta alimenticia denominada “micofagia”), en este caso los autores especulan
que esta conducta responde a un mecanismo de “inmunizacién social”’, en donde
las hormigas eligen iniciar una nueva colonia en sitios donde se encuentra el hongo
con el fin de inducir resistencia en todos los miembros de la colonia y de esta manera

volverla resistente a futuros ataques del patégeno (Pontieri et al., 2014).

Otro comportamiento inducido por la exposiciéon y enfrentamiento a hongos
entomopatdgenos es el conocido como “fiebre conductual”’ (behavioural fever). Esta
consiste en una elevacion de la temperatura corporal en animales ectotérmicos al
incrementar su tiempo de exposicion a la radiacion solar, o bien al desplazarse a
localizaciones mas calientes (Boltafa et al., 2013; Clancy et al., 2018). La fiebre
conductual es un mecanismo bastante eficaz pues en muchos casos ayuda a frenar
el avance de la infeccion inducida por hongos entomopatdgenos, tal y como

demostraron Inglis et al. (1996) al observar que las ninfas de Melanoplus

32



sanguinipes expuestas a gradientes de calor superiores de 35°C presentaban una
disminucién en la infeccion de B. bassiana. A su vez, también observaron que los
insectos inoculados con el hongo preferian ubicarse en zonas del gradiente con
mayor temperatura, esto indica un comportamiento de fiebre conductual en aquellos
insectos infectados con el entomopatégeno (Inglis et al., 1996). De manera
semejante, Blanford y Thomas (1999) encontraron una reduccion considerable de
la mortalidad de Schistocerca gregaria al ser confrontada a M. anisopliae var.
acridum atribuido a la fiebre conductual creada en un gradiente con bulbos
eléctricos. La mortalidad fue del 43% después de 30 dias cuando se permitia la
termorregulacion en el insecto, en contraste con el grupo a temperatura constante
en donde se observé una mortalidad del 100% a los 7 dias (Blanford & Thomas,
1999).

Algunos de los ejemplos mas impresionantes de modificaciones
conductuales inducidas por hongos entomopatogenos son los casos en los que el
huésped infectado participa activamente en la propagaciéon del patégeno, lo que
implica una alta especializacién con su huésped para modificar su conducta. Los
hongos de la familia Ophiocordycipitaceae son particularmente conocidos por su
habilidad de controlar el comportamiento de los insectos; por ejemplo, la infeccién
Ophiocordyceps unilateralis en la hormiga Camponotus leonardi modifica la
conducta de su huésped para mejorar la dispersion de sus esporas ubicandolo en
posiciones altas, haciendo ademas que muerda la corteza de las plantas justo antes
de morir para asegurar el agarre del insecto (Andersen et al., 2009).
Ophiocordycipitaceae incluye diversos parasitos de hormigas, termitas y dipteros
que producen cuerpos fructiferos emergentes del cuerpo del insecto muerto para
liberar esporas y propagarse a nuevos huéspedes, una caracteristica compartida
con algunos miembros de las familias Clavicipitaceae y Cordycipitaceae (Vega et
al., 2012).
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2.11. Modulacién de la conductareproductivay alimenticia en insectos
mediada por VOCs fungicos

Los hongos, por medio de sus aromas, cambian los patrones de alimentacion
y de conducta de los insectos que los perciben. Ademas, muchos insectos tienen la
particularidad de ser micofagos, por lo que sus sistemas olfativos son
particularmente sensibles a los VOCs fungicos (Combet et al., 2006; Christiaens et
al., 2014).

Los dipteros de la familia Sciaridae habitan ambientes humedos, y se
alimentan de los hongos que viven en las superficies o en el suelo (Harris et al.,
1996). Uno de los miembros de esta familia, Lycoriella ingenua, es una plaga de los
cultivos de champifiones. Este insecto degrada el compost utilizado para el cultivo
del hongo, dafa las hifas y transmite enfermedades a los cultivos. Se ha observado
que las hembras de L. ingenua prefieren colonizar el compost sin inocular, y evitan
el compost donde el hongo ya esta creciendo. Esta respuesta es mediada por la
presencia de los VOCs fungicos 1-hepten-3-ol, 1-octen-3-ol y 3-octanona, que no
estan presentes en el compost sin inocular. Ademas, el oxalato de calcio presente
en la superficie del micelio del hongo también retrasa y reduce la emergencia de las
larvas. Con este comportamiento evasivo el insecto evita la oviposicion en un
sustrato desfavorable para el desarrollo de su descendencia (Kecskeméti et al.,
2020).

Algunos insectos se sienten atraidos a los aromas emitidos por los hongos
que crecen sobre sus fuentes de alimento o en los sustratos sobre los que
ovipositan, o también por sus habitos fungivoros. Los VOCs emitidos por Fomes
fomentarius 'y Fomitopsis pinicola atraen multiples especies de insectos
consumidores de corteza descompuesta (saproxilicos) y fungivoros, por ejemplo,
Anaspis marginicolis, A. rufilabris y Malthodes fuscus, estos ultimos son atraidos por
el 1-octen-3-ol, asi como al depredador Lordithon lunulatus que actua como

consumidor de los saproxilicos presentes. De esta forma, la cadena tréfica local es
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estructurada en ultima instancia por los compuestos aromaticos que atraen a los
diferentes miembros de la comunidad, en un ejemplo sorprendente sobre el control
ejercido por estos compuestos sobre la estructura de especies en una comunidad
de artropodos (Faldt et al., 1999).

Cuando las relaciones son mutualistas, hongos e insectos establecen
interacciones que involucran la participacion de sefales para la busqueda activa de
sitios de oviposicién donde se encuentre el hongo. La polilla de la manzana (Cydia
pomonella) es una plaga de gran importancia econdémica en la produccion de
manzanas y peras (Kuyulu & Genc, 2019). Este insecto establece una relacion
mutualista con las levaduras del género Metschnikowia, las cuales son esenciales
para su supervivencia, pues las larvas de C. pomonella se alimentan de las
levaduras, promoviendo el desarrollo y reduciendo la mortalidad del insecto, y a su
vez las levaduras proliferan a causa de la presencia del insecto que propicia su
diseminacion en el fruto. Interesantemente, las hembras adultas de la polilla son
atraidas a los VOCs emitidos por las levaduras y prefieren ovipositar en manzanas
inoculadas con la levadura. Esto implica la participacion de los semioquimicos
producidos por el hongo mutualista en la localizacion y seleccion para la oviposicidon
de C. pomonella (Witzgall et al. 2012).

Por otra parte, la seleccién de un sitio adecuado para la oviposicion es un
evento clave en el ciclo de vida de los insectos. Para poder llevarlo a cabo, el insecto
procesa una gran cantidad de informacion ambiental que le permite evaluar la
idoneidad de un sitio. Esta informacion incluye la ubicacion espacial, la cercania a
fuentes de alimento y la presencia de potenciales agentes daninos, como los
entomopatdgenos; estos ultimos actuan como un factor disuasorio para la
oviposicion. Por ejemplo, el depredador generalista Anthocoris nemorum detecta las
esporas de B. bassiana en la superficie de las hojas de la ortiga (Urtica dioica) y

deposita una menor cantidad de huevos en comparacién con los controles sin B.
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bassiana en ensayos de eleccion. Ademas, los insectos evitan los cadaveres del

afido Microlophium carnosum contaminados con B. bassiana (Meyling & Pell, 2006).

Investigaciones recientes han aportado evidencia de que los hongos
entomopatdgenos alteran la conducta reproductiva de sus huéspedes con el fin de
facilitar su propia dispersion en el ambiente. Estas estrategias se dividen en al
menos dos tipos: i) por una parte, el patégeno hace al huésped infectado mas
atractivo a sus conespecificos sanos por medio de sefales visuales o por la huella
de VOCs emitidos, o bien, ii) modifica la conducta del huésped infectado por ejemplo
al incrementar su frecuencia de cépula o el tiempo que le toma el acto (Hansen &
De Fine Licht, 2019).

Un ejemplo de la primera estrategia es la usada por el entomopatégeno
Entomophthora muscae, que induce sobre los machos sanos la actividad de copular
con los cadaveres de hembras de moscas infectadas con este hongo. A través de
la utilizacion de técnicas de CG-MS y electroantenografia acopladas (GC-EAD), se
ha demostrado que la emisién del etil octanoato y dos sesquiterpenos no
identificados son los responsables de este comportamiento. Ademas, esto se ha
correlacionado con un incremento en la expresion de los genes de la ruta del
mevalonato en E. muscae en los cadaveres infectados. Sorpresivamente, el
principal componente de la hormona sexual en moscas, el (Z£)-9-tricosano,
disminuye su produccion en hembras jovenes infectadas o no la modifica en
hembras maduras, debido en parte al dafo infligido por el hongo en los ovarios del
insecto. Todo este conjunto de cambios en el perfil aromatico de los insectos
infectados crea una huella quimica caracteristica que ayuda a explicar los intentos
de copula de los machos sobre los cadaveres contaminados (Zurek et al., 2002;
Naundrup et al., 2022).

Por otra parte, otra estrategia para mejorar su propagacion es por medio de
la asociacién del hongo entomopatégeno con las raices, desde donde modifica la

fisiologia de la planta huésped para hacerla mas atractiva a sus potenciales
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huéspedes herbivoros. De forma analoga, algunos fitopatogenos modifican la
fisiologia de las plantas para volverlas mas atractivas al ataque de herbivoros
vectores que facilitan su diseminacion entre las plantas sanas (Heil, 2016). En este
sentido, también se ha reportado que la inoculacion de Metarhizium brunneum
Met52 en plantas de coliflor (Brassica oloraceae var. capitata) incrementa la
reflactancia de la planta y modifica el perfil hormonal de las plantas inoculadas con
el hongo, lo que se observa en el incremento del acido jasmonico, jasmonil-L-
isoleucina y el acido salicilico. En su conjunto, estas modificaciones vuelven a las
plantas mas atractivas para las hembras de Delia radicum, que ovipositan en mayor
cantidad en los cultivos de coliflor con la aplicacion de este inoculo fungico (Cotes
et al., 2020).

Todos estos ejemplos de modificaciones en la conducta de los insectos,
inducidas por la percepcion de compuestos organicos volatiles de origen fungico
sugieren que la produccion de semioquimicos es un proceso ampliamente presente
en la relacion entre los insectos y otros organismos en su entorno, y no se limita
unicamente a la interaccién insecto-planta. Para tener una perspectiva clara de esto,
es suficiente examinar algunos grupos de compuestos a los cuales los insectos son
especialmente sensibles. Un ejemplo de ello son los alcoholes de fusel, presentes
como subproductos metabdlicos de diversos grupos de microbios (Dzialo et al.,
2017). Los insectos han desarrollado una sensibilidad particular hacia estos
compuestos, lo cual se explica como una adaptacion a la percepcion de sefales
quimicas provenientes de materiales organicos en proceso de fermentacién o
degradacion, y que representan una fuente alimenticia para muchos de ellos (Davis
et al., 2013; Davis et al., 2012). Por otro lado, los patdégenos posiblemente
aprovechan estos mismos subproductos para atraer a sus potenciales insectos
huéspedes, y facilitar de esta manera su dispersion en el ecosistema. Sin embargo,
los detalles y las implicaciones ecolégicas de este fendmeno aun no han sido lo

suficientemente explorados.
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2.12. Spodoptera frugiperda (Gusano cogollero del maiz, fall
armyworm FAW)

Dentro del género Spodoptera (Lepidoptera: Nocuidae) se encuentran
especies consideradas plagas de gran importancia econdmica y agricola. La
mayoria de ellas son insectos polifagos (Wu, 2022), pero algunos también se
especializan en una (monodfagos) o pocas especies vegetales (oligéfagos) (Ma,
1976). Es un género complejo desde el punto de vista taxondmico pues
dependiendo de los autores, se reconocen alrededor de 31 especies pertenecientes
a Spodoptera, aunque se ha debatido la existencia de hibridacién o de especies
cripticas dentro del complejo, por lo que el numero de especies formalmente

reconocidas probablemente cambiara en el futuro (Kergoat et al., 2021).

La especie con mayor relevancia econdmica por los dafios causados es el
gusano cogollero del maiz S. frugiperda (conocido en inglés como fall armyworm,
FAW). Se reconocen dos subespecies del insecto clasificadas en funcién de sus
preferencias alimenticias, denominandose como las subespecies “maiz” y “arroz”,
descubiertas por diferencias en la frecuencia de multiples loci de alozimas y por
variaciones en el gen mitocondrial CO/ (Drés & Mallet, 2002; Vélez-Arango et al.,
2008). Esta separacion también es relevante desde el punto de vista de su manejo
en campo puesto que la subespecie “maiz” es mas resistente a diferentes agentes
de control, como Bacillus thuringensis y a muchos insecticidas sintéticos como el
carbaril, metil paration y el metomil (Paredes-Sanchez et al., 2021). Hay evidencia
sobre la existencia de barreras pre- y post- cigbticas entre ambas subespecies, lo
que ha planteado la posibilidad de que en realidad se trataria de dos especies
diferentes en una etapa temprana de divergencia (especies cripticas). De cualquier
modo, ambas subespecies compartan rangos de distribucion semejantes (Pashley,
1986; Johnson, 1987; Abbas et al., 2022).

El ciclo de vida de S. frugiperda se divide en una etapa larvaria con seis

estadios diferenciados entre si por el tamafio y las ornamentaciones corporales de
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las larvas, nombrado del L1 al L6. La fase larvaria (oruga) tiene una duracion de
aproximadamente 25 dias que varia en funcion de factores como la temperatura, la
humedad, asi como de la disponibilidad y calidad de fuentes alimenticias. En su
ultima fase larvaria, el insecto se entierra en el suelo. Alli, realizara su transicion a
pupa y permanecera en esta fase por alrededor de 10 dias, después de lo cual
emergera como imago (polilla). En esta etapa permanece por aproximadamente 15
dias. El insecto adulto tiene un marcado dimorfismo sexual, observado
principalmente por el patrén de pigmentacion de las alas, pues los machos poseen
patrones vistosos y con un contraste de tonos mayor en comparacion a las hembras,
las cuales poseen un patrén de coloracion mas discreto (Ramirez-Cabral &
Covarrubias, 2019).

Los principales componentes de la feromona sexual en S. frugiperda son el
(£2)-9-tetradecenil acetato (Z9-14:0Ac) (correspondiente a la fraccion mayoritaria),
el (Z£)-7-dodecenil acetato (Z7-12:0Ac), (Z)-11-hexadecenil acetato (Z11-12:0Ac),
(Z2)-9-dodecenil acetato (Z9-12:0Ac) y el (E)-7-dodecenil acetato (E7-12:0Ac). Es
interesante observar la existencia de variaciones regionales en la respuesta de los
insectos a los componentes mayoritarios de la feromona. Las poblaciones
mexicanas son mas sensibles al Z9-14:0Ac y Z7-12:0ac, mientras que las
poblaciones de S. frugiperda en Brasil responden ademas al E7-12:0Ac (Cruz-
Esteban et al., 2020). Esto hace necesario optimizar la composicién de las

feromonas usadas en estrategias de control para diferentes regiones del mundo.

Cada hembra copulada deposita aproximadamente 1,000 huevos a lo largo
de su ciclo de vida, con un promedio de 150 huevos por cada puesta (Casmuz et
al., 2010). Sin embargo, se ha observado que en el caso del maiz una puesta
alcanza hasta 700 huevos (Volp et al., 2022). Como ocurre en otros insectos,
algunos factores como el estado nutricional de la hembra, las fuentes de alimento y
las condiciones ambientales tienen un impacto directo en la fertilidad y el éxito

reproductivo de la especie (Prasad et al., 2022; He et al., 2021).
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Para encontrar un sitio idébneo donde ovipositar, los insectos procesan una
gran cantidad de informacion de su entorno (Honda, 1995). En el caso de S.
frugiperda, las caracteristicas tactiles de la superficie son importantes. En estudios
de laboratorio, se ha observado que las hembras muestran preferencia por las
superficies estriadas o con agujeros, ademas de evitar aquellas superficies
previamente tratadas con extractos frescos de hojas de maiz. Esto se debe
probablemente a la presencia de VOCs asociados al dafio mecanico severo, y cuya
presencia impulsa a las hembras a buscar otro lugar para depositar sus huevos
(Rojas et al., 2003). Ademas, se conocen algunos de los componentes responsables
de las preferencias alimenticias y de oviposicion de S. frugiperda en cultivos de
maiz, entre los que se encuentran el geranil acetato y el (E)-4,8-dimetil-1,3,7-
nonatrieno, ambos con capacidad de modular la conducta alimenticia de las larvas

de este insecto (Yactayo-Chang et al., 2021).

Se han reportado hasta 182 especies vegetales atacadas por el insecto,
distribuidas en 42 familias vegetales, principalmente Poaceae, Fabaceae,
Solanaceae y Asteraceae (Casmuz et al., 2010). Esta cifra es mucho menor a lo que
Montezano et al. (2018) reportarian posteriormente, con 353 especies en 76
familias. Sin embargo, el insecto sigue teniendo patrones de preferencia claros
hacia ciertos cultivos, principalmente al maiz, arroz y el sorgo (Volp et al., 2022;
Silva et al., 2017).

Las técnicas de control en campo de las poblaciones de S. frugiperda se
dividen en cuatro tipos: i) el uso de insecticidas sintéticos, ii) de compuestos
bioactivos naturales, iii) el control biolégico y iv) el uso de feromonas. Generalmente
las larvas tienen preferencia a consumir brotes frescos y los meristemos de las
plantas por lo que se recomienda realizar su control durante las etapas tempranas
del cultivo (Paredes-Sanchez et al., 2021; Mitchell & McLaughlin, 1982).

Entre los insecticidas sintéticos mas utilizados en su control destacan la

metoxifenozida (un inductor de la muda prematura por su analogia estructural con
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la hormona de insecto 20-hidroxiecdisona), los derivados de la quinoxalina
(neurotoxicos en lepiddpteros a nivel de receptores tipo colinesterasa), derivados
sintéticos de los flavonoides, y antagonistas del acido y-aminobutirico como la 7-
pirazolopirimidina (Paredes-Sanchez et al., 2021). Sin embargo, hay multiples
reportes de resistencia a diversos insecticidas sintéticos. Por ejemplo, se ha
observado el desarrollo de resistencia al clorantraniliprol y al espinetoram en
poblaciones de Brasil, y que son utilizadas contra diversos grupos de lepidopteros
(Bolzan et al., 2019; Lira et al., 2020) asi como al indoxacarb (neurotéxico) y
teflubenzuron (bloqueador de la quinitina sintetasa 1) (Hafeez et al., 2022; Amaral
et al., 2023). Para las poblaciones mexicanas de S. frugiperda se conocen casos de
resistencia desde la década de los 90’s (Pacheco-Covarrubias, 1993). Los multiples
reportes de resistencia a insecticidas ponen de manifiesto la plasticidad fenotipica
de este lepidoptero y advierten sobre su enorme capacidad para adaptarse a las
estrategias de control quimico convencionales ante la presion selectiva tan fuerte
que estos componentes representan para sus poblaciones, y obligan también a

replantearse otras estrategias alternativas que evadan mejor estas adaptaciones.
2.13. Importancia socioecondémica de S. frugiperda

Como plaga polifagica, S. frugiperda genera dafios considerables sobre los
cultivos. Por las condiciones calidas en buena parte del territorio mexicano, se
encuentra presente durante todo el afio con hasta cinco generaciones anuales, sin
embargo, se ha predicho que este numero se incrementara con el paso de las
décadas hasta finales de siglo, cuando los modelos predicen una disminucion del
numero de generaciones, todo esto impulsado por el calentamiento global y el
cambio climatico (Ramirez-Cabral et al., 2017; Ramirez-Cabral et al., 2019; Zacarias
et al., 2020).

Los dafios econdmicos generados por esta plaga son mayores en los paises
pobres y en vias de desarrollo. En Brasil se han observado pérdidas de entre el 19

y el 100%, por su parte en Africa tiene el potencial de generar pérdidas de entre el
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21 al 53% anual en cultivos de maiz, lo que se estima en un costo entre 2.4 y 6.19
billones de dolares anuales (Montezano et al., 2018). En contraste, en el territorio
de Estados Unidos genera pérdidas de alrededor de 3 billones de dolares anuales
(Sierra-Ruiz et al., 2022). En México, 3 millones de hectareas son afectadas por
esta plaga, lo que representa alrededor del 45% del maiz sembrado en el territorio
nacional, siendo el periodo con mayor presencia de este insecto entre los meses de

mayo y agosto (Blanco et al., 2014).

Una de las principales preocupaciones con este insecto es que desde 2016
inicié un proceso de expansion que comenzd con su introduccion en el este y centro
de Africa y que continué su avance por 70 paises de Africa y Asia, hasta llegar a
Australia a inicios de 2020 (Tay et al., 2022). Es un insecto con una notable
capacidad de vuelo, manteniendo vuelos sostenidos hasta de 100 km en una sola
noche, lo que incrementa su potencial de expansién (Johnson, 1987). La
internacionalizacion de esta plaga en menos de un lustro puedo ser impulsado por
el cambio climatico; esto es consistente con los modelos de expansion propuestos
para la plaga y que consideran diferentes variables climatolégicas (Zacarias et al.,
2020; Yan et al., 2022).

Los dafos producidos por el insecto en campo son considerables. La mayoria
de los cultivos son atacados por S. frugiperda, aunque la mayoria de los dafios se
observan en el maiz, arroz, sorgo, cafia de azucar y algodon, inclusive se ha
observado que ataca cultivos genéticamente modificados con la endotoxina Cry1F
(Jaramillo-Barrios et al., 2019). Normalmente se alimenta de las plantas jovenes o
de plantulas, y prefiere consumir los meristemos de la planta, encontrandose
muchas veces oculto entre las hojas que lo rodean, siendo este habito de conducta
problematico para los métodos tradicionales de control, pues las hojas y los
desechos del insecto dificultan su interaccion con el insecticida (Paredes-Sanchez
et al., 2021).
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2.14. El uso de agentes de biocontrol contra S. frugiperda

Por el desarrollo de resistencia a multiples agentes plagicidas, se ha
propuesto el control de S. frugiperda por medio del uso de agentes de biocontrol,

entre ellos bacterias, virus y hongos entomopatdgenos (Abbas ef al., 2022).

Los insectos parasitoides son aquellos que cumplen necesariamente una
parte de su ciclo de vida como parasitos de otros insectos durante su fase larvaria,
ocasionandole la muerte a su huésped, teniendo una fase adulta de vida libre
(Bernal, 2007). Los taxones parasitoides son frecuentes en la naturaleza y
contribuyen significativamente a mantener bajo control a las poblaciones de
insectos en todos los ecosistemas (Lafferty & Kuris, 2002; Saunders & Ward, 2018).
Mantienen una estrecha relacién con sus huéspedes, pues dependen de ellos para
completar sus ciclos de vida, ademas de que son altamente especificos y realizan
una busqueda activa de sus huéspedes, una conducta que esta determinada
genéticamente y es producto de la adaptacion, lo que explica su alta eficacia como

agentes de biocontrol en campo (Bernal, 2007).

S. frugiperda tiene diferentes insectos parasitoides, los mas relevantes
ecolégicamente son las avispas (Hymenoptera) de las familias Braconidae,
Ichneumonidae, Tachinidae y Eulophidae. Algunas de las especies mas relevantes
de avispas parasitoides son Aleoides laphygmae, Chelonus sonorensis, C. insularis,
Meteorus arizonensis, M. laphygmae, Campoletis sonorensis, Ophion flavidus,
Pristomerus spinator y Euplectrus platyhypenae. La incidencia de parasitoides en
las poblaciones nativas de S. fugiperda varia en la literatura, pero es probablemente
de entre el 13.8 y 26% (Serrano-Dominguez et al., 2020; Molina-Ochoa et al., 2004;
Hernandez-Trejo et al., 2018).

De entre los diversos grupos virales que infectan a los insectos, uno de los
mas estudiados son los baculovirus. Estos son virus de DNA que infectan
poblaciones de artropodos, principalmente insectos lepidopteros, himendpteros y
algunos dipteros, ejerciendo importantes efectos sobre su dinamica poblacional
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(Cory & Myers, 2003). Los baculovirus tienen la caracteristica de producir agregados
proteicos conocidos como “cuerpos de oclusidon” (con un diametro de
aproximadamente 1um) y que consisten en agregados de multiples particulas
virales, actuando como estructuras infectivas. En lepidopteros, la infeccion se
disemina en todo el cuerpo del insecto y culmina con la transformacion del cuerpo
del huésped en millones de estos cuerpos de oclusién que son dispersados al
ambiente cuando el insecto ha muerto. Por su parte, en otros grupos la infeccion
esta restringida al intestino medio, y estos cuerpos de oclusién son excretados por
las heces del insecto al ambiente de manera continua (Rohrmann, 2019; Blissard &
Theilmann, 2018). Se han utilizado los baculovirus para el biocontrol de S.
frugiperda, sin embargo, la necesidad de dosis elevadas de este agente en campo,
asi como su lento ciclo de infeccién, limitan su eficacia cuando se le compara con

el control quimico tradicional (Hussain et al., 2021).

B. turingensis es posiblemente el agente de biocontrol mejor conocido y del
que se han reportado multiples casos de éxito contra diferentes plagas de insectos,
particularmente de lepidépteros. Se trata de una bacteria Gram positiva productora
de toxinas insecticidas al pasar a su fase exponencial durante el proceso de
esporulacion, y que se agregan en una estructura cristalina conocida como “cristal
parasporal” (Bravo et al., 2011). Este cristal proteico se compone principalmente de
las toxinas Cry y Cyt (Bravo et al., 2007; Bravo et al., 2010). Las toxinas actuan al
formar canales en la membrana de las células del intestino medio del lepiddptero,
lo que tiene como consecuencia la lisis celular y el dafio en el epitelio intestinal, lo
que finalmente mata al insecto (Bravo et al., 2011). Diferentes estrategias se utilizan
para aprovechar este agente en el control de plagas: desde la aplicacién directa en
forma de spray en el campo hasta la produccidén de cultivos transgénicos con la
toxina Cry (Bravo et al., 2011). Sin embargo, existen multiples reportes sobre el
desarrollo de resistencia de S. frugiperda a estos cultivos (Machado et al., 2020;
Omoto et al., 2016; Farias et al., 2014; Santos-Amaya et al., 2015), esto representa
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una amenaza a su eficacia a mediano y largo plazo para contener a esta plaga (de
Bortoli & Jurat-Fuentes, 2019).

Entre otros entomopatégenos que han sido estudiados con fines de
biocontrol para este lepiddptero encontramos M. anisopliae (Lezama et al., 2005;
Graciano et al., 2016), Metarhizium pinghaense (Wu et al., 2022), Nomuraea rileyi
(Lezama-Gutierrez et al., 1994), Paecilomyces fumosoroseu, P. javanicus (Lezama-
Gutierrez et al., 1996) y B. bassiana (Wraight et al., 2010; Gonzalez-Maldonado et
al., 2015; Idrees et al., 2022; Rivero-Borja et al., 2018; Ramos et al., 2020), ademas
de algunos nematodos como Heterorhabditis bacteriophora (Garcia et al., 2008;

Lezama-Gutierrez et al., 1996; Sanchez et al., 2019).
2.15. Respuestas fisioldgicas y bioguimicas de las plantas a los VOCs

Por su baja polaridad y tamano pequefio, los VOCs interactuan con la
membrana celular y difunden en ella, ejerciendo diferentes efectos en los procesos
celulares (Heil, 2014). La percepcion de estos compuestos por parte de las plantas
induce cambios en la arquitectura radicular, ganancias de biomasa, incremento de
clorofila, o también inducen la activaciéon de los mecanismos de defensa en las
plantas (como ISR) y la resistencia al estrés bidtico y abidtico (Heil, 2014; Sharifi &
Ryu, 2018).

Estos efectos fisioldgicos son asociados con modificaciones en los perfiles
quimicos de los metabolitos que producen las plantas. Por ejemplo, la exposicidon
del trigo al Z-3-hexenil acetato induce la produccion de especies reactivas de
oxigeno, asociado con un incremento de compuestos proveniente de la ruta de los
fenilpropanoides, el metabolismo del glutatiéon y la ruta de los acidos tricarboxilicos,
asi como un incremento en la glicosilacién de diferentes metabolitos, entre ellos
terpenoides iridoides e interesantemente el acido salicilico observado en la forma
de acido salicilico-2-O-3-D-glicésido (Ameye et al., 2020). En particular, el Z-3-

hexenil acetato pertenece a los conocidos como “volatiles de hoja verde” (en inglés
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green leaf volatiles, GLV), producidos por las plantas durante la herbivoria o el dafio

mecanico (Aartsma et al., 2017).

Las plantas modulan su fisiologia y metabolismo para adaptarse a las
condiciones adversas del medio. Se ha observado que los VOCs microbianos
modulan respuestas metabdlicas para ayudar a las plantas a adaptarse al estrés.
Asi, Flores-Cortez et al. (2019) estudiaron el efecto de los compuestos gaseoso
emitidos por Arthrobacter agilis UMCV2 sobre Medicago truncatula en condiciones
de suficiencia y deficiencia de hierro, en donde observaron diferencias significativas
en elementos del metabolismo primario como el piruvato, 3-pentanona, glicolato o
la coenzima A, asi como compuestos del metabolismo secundario implicados en
procesos de estrés por deficiencia de hierro, como los brasinoesteroides, y otros
involucrados en el estrés oxidativo como flavonoides, tiamina y galactinol. Estos
profundos cambios metabdlicos inducidos por VOCs microbianos abren la
posibilidad de que cumplan funciones importantes en las plantas nativas al mejorar
su adaptabilidad a condiciones nutricionales distintas al reducir el estrés al que se

ven sometidas (Flores-Cortez et al., 2019).

Santoro et al. (2011) examinaron los efectos de los VOCs liberados por
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis y Azospirillum brasilense sobre los
parametros de crecimiento y la composicidon de aceites esenciales en la planta de
menta (Mentha piperita). Ademas de observar modificaciones en el crecimiento
vegetal, se observaron incrementos en los perfiles de monoterpenos en los
tratamientos con exposicion alos VOCs de P. fluorescens, de entre los que destacan
incrementos en la emision de pulegona y mentona, ademas de una reduccién en la
emision de mentol en respuesta a la exposicion de los VOCs de A. brasilense
(Santoro et al., 2011).

2.16. El sorgo (Sorgum bicolor) y su importancia econémica.
El sorgo (S. bicolor) es una planta de la familia Poaceae de ciclo anual,

monoecia, que crece hasta 3 m de altura, con hojas con una anchura de 7 cm, largas
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y liguladas, con paniculas muy densas de hasta 50 cm. Posee espiguillas
unifloradas agrupadas en parejas, una de las cuales es masculina y pedicelada, y
la otra es femenina y sésil. Cada una de las espiguillas tiene tres glumas. La semilla

es una caridpside ovoide de hasta 6 mm de largo (Canals et al., 2019).

Es un cultivo tolerante a las sequias, inundaciones, salinidad y pH bajo, por
lo que se le considera un cultivo de buena adaptabilidad. Por este motivo, muchas
de las tierras cultivadas con este cereal se encuentran en regiones aridas y
semiaridas de los trépicos y subtropicos (Quintero et al., 2017). Sin embargo,
también es vulnerable a diferentes patégenos e insectos plaga. Okosun et al. (2021)
dan una lista no exhaustiva de algunos de los insectos plaga mas dafinos en los
cultivos de sorgo en Nortamérica, donde mencionan 31 especies de insectos clave
pertenecientes principalmente a los ordenes Coleoptera, Hymenoptera,
Heteroptera, y Lepidoptera, entre ellos Phyllophaga crinita, Solenopsis invicta,
Sipha flava, Diatrea saccharalis, D. grandiosella, Helicoperva zea, Nysius raphanus

y S. frugiperda.

S. bicolor es el quinto cereal de importancia a nivel global en términos de
produccion y de tierras cultivadas. Actualmente es la fuente de alimentacion de una
parte considerable de las poblaciones de paises en zonas marginadas de mas de
cien paises, principalmente en Africa y Asia, donde se concentra alrededor de la
mitad de la produccién mundial de sorgo, seguido por el territorio del continente
americano que produce alrededor del 30%. De los paises latinoamericanos, México
y Argentina son productores destacados de este cultivo, por lo que es de relevancia
mundial su proteccién contra los diferentes insectos plaga que lo atacan, puesto que
vulneran la seguridad alimentaria de los paises pobres y en desarrollo,

principalmente (Hariprasanna & Rakshit, 2016; Pérez et al., 2010).

En México, el cultivo de sorgo contribuye con casi 2.2% del PIB agricola
nacional, lo que representa 4.43% del total de la produccion de forrajes. La mayoria

de este grano es usado en la produccién de alimentos para el ganado, ademas de
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ser utilizado como materia prima para la obtencion de almidon, alcohol y glucosa,
también de acetona y butanol por medio por medio de fermentacion aceto butilica.
La produccion nacional de este cultivo ha logrado satisfacer hasta el 60% de los
requerimientos totales del mercado mexicano, por lo que la produccion sostenible

de este cereal es clave para la industria agropecuaria en el pais (SAGARPA, 2017).

Uno de los insectos que atacan al sorgo es S. frugiperda, en donde produce
danos considerables observados principalmente en los verticilos, ademas el insecto
se alimenta de las espigas que estan en desarrollo o maduracién, y destruye el
meristemo de la planta. En ocasiones el insecto corta la planta desde la base
(Casmuz et al., 2010). Como ocurre con muchas plagas, la susceptibilidad al insecto
también incrementa en condiciones de estrés, como en suelos acidos o de calidad
pobre, lo que genera plantas mas bajas que son mas susceptibles al ataque
(Hariprasanna & Rakshit, 2016). La planta es mas susceptible a S. frugiperda
durante el estadio de cinco hojas, donde genera una reduccién de la produccion de
hasta el 80%. Los dafios mas severos sobre este cultivo ocurren en los paises
pobres cuya poblacién depende en buena medida del este cereal para sobrevivir.
Con este fin, se desarrollaron algunas lineas mejoradas que son mas resistentes al
ataque por estos insectos, tal es el caso de la linea CIMMYT 1821 que presenta una
mayor resistencia a S. frugiperda en Estados Unidos, asi como las lineas GT-IR6/7/8
desarrolladas en la década de los 90’s (Harris-Shultz et al., 2015; Diawara et al.,
1991).

Todo lo anterior pone de manifiesto la necesidad de generar investigacion
alrededor de estrategias sustentables en la proteccién del cultivo de sorgo que
tomen en cuenta de forma integral la conducta de S. frugiperda en diferentes
condiciones ambientales, asi como la participacion de los compuestos sefial en los
patrones de conducta alimenticia y reproductiva tanto en su estadio larval y como
de adulto. En este sentido, los métodos ofrecidos por la ecologia quimica

representan herramientas invaluables para generar conocimiento alrededor de la
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mediacion de los VOCs fungicos sobre esta plaga en interaccion con las plantas,
como es el caso de S. bicolor, y ofrecen nuevos horizontes tanto en los procesos
quimicos que tienen lugar en las comunidades naturales de artropodos y en las
implicaciones que esto pueda tener en los programas de manejo. Asi, surge la
motivacion para el planteamiento de la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cual
es el efecto de los VOCs emitidos por aislados de B. bassiana de diferente fuente
ambiental y grados de virulencia en la conducta reproductiva y de herbivoria en S.

frugiperda?
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3. JUSTIFICACION

Los VOCs son las moléculas mediadoras de las interacciones en la
naturaleza. Los lepidopteros dependen de la percepcion de los aromas para
orientarse en su medio, encontrar fuentes de alimento y seleccionar sitios de puesta,
ademas de modular diferentes patrones de conducta que les facilitan el explotar los
recursos de su medio. Los hongos entomopatégenos como B. bassiana emiten una
gran diversidad de VOCs, por lo que los efectos que éstos tienen en la conducta en
insectos es un area de interés en la ecologia quimica moderna. Un estudio de
ecologia quimica y etologia del lepidoptero plaga S. frugiperda en plantas de S.
bicolor ayudaria a mejorar nuestra comprension sobre la relacién planta-microbio-

insecto durante la interaccion por herbivoria.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos organicos volatiles de Beauveria bassiana modifican el
comportamiento reproductivo y los patrones de herbivoria del insecto defoliador

Spodoptera frugiperda en plantas de Sorghum bicolor.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de los compuestos organicos volatiles (VOCs) de B.
bassiana en el comportamiento y los patrones de herbivoria del insecto defoliador

S. frugiperda en plantas de S. bicolor.

5.2.  Objetivos particulares

1. Explorar la capacidad infectiva de distintos aislados de B. bassiana y analizar

la variabilidad en la emisidon de VOCs.

2. Determinar silos VOCs fungicos modifican los habitos de comportamiento de

oviposicion en S. frugiperda.

3. Estudiar el efecto de los VOCs fungicos sobre los patrones de consumo de
S. frugiperda por herbivoria en S. bicolor en un sistema de interaccién
tripartito.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para la realizacion del presente proyecto, se utilizaron ocho cepas del hongo
entomopatdgeno B. bassiana obtenidas de dos fuentes diferentes: por una parte,
aislados del muestreo de nucleos de suelo de huertos frutales del estado de
Chihuahua y de cadaveres de insectos micosados encontrados in situ en los mismos
huertos. Estos aislados fueron donados por la D.C. Nuvia Ordufio Cruz de la facultad
de Ciencias Agropecuarias, de la Universidad Autonoma de Chihuahua. Los
aislados se mantuvieron por resiembra en medio agar PDA. Por otra parte, como
insecto modelo se utilizaron larvas de S. frugiperda en instar L2 y/o adultos recién
emergidos obtenidos de una poblacion experimental mantenida en condiciones
controladas del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y Sustentabilidad de la
UNAM, campus Morelia. El cultivo modelo usado para la realizacién del proyecto
fue la planta de sorgo (S. bicolor variedad Fortuna) y que, por su importancia
econdomica, la susceptibilidad al ataque de S. frugiperda y su facilidad de
propagacion en laboratorio la convierten en una planta modelo idonea para estudiar
las interacciones planta-insecto (Silva et al., 2022). Los experimentos realizados se
dividieron en tres grupos, dependiendo de la interaccién de interés: i) interaccion

hongo-insecto, ii) interaccién hongo-planta e iii) interaccion tripartita (Fig. 1).

Primeramente, se determiné la identidad taxondmica de los aislados de B.
bassiana por la secuenciacion del espaciador transcrito interno ribosomal (ITS) y la
construccion de filogenias con secuencias tipo depositadas en la base de datos
NCBI. Adicionalmente, se realizé un perfilado global de los VOCs emitidos por los
ocho aislados de B. bassiana por medio de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masa (GC-MS) con el uso de microextraccidon en fase sdlida (en
inglés solid-phase microextraction, SPME) como método de extraccion. Como cepa
de referencia en esta caracterizacion se usé a Trichoderma atroviride IMI 206040
con el fin de contrastar la variabilidad de la emision de volatiles del entomopatégeno

con otro hongo taxonémica y ecolégicamente apartado.
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Los ensayos hongo-insecto se orientaron con el fin de estudiar tres aspectos
clave de la interaccion del entomopatdogeno con el huésped: i) la virulencia del
entomopatdgeno en la fase larvaria L2 del insecto, ii) el efecto de la percepcion de
los volatiles fungicos en el comportamiento reproductivo del adulto vy iii) el efecto de
la percepcion de los volatiles fungicos en el comportamiento alimenticio de las
larvas. Con este fin, se realizaron bioensayos de virulencia y mortalidad de los
aislados en larvas de S. frugiperda, ensayos de oviposicion en jaulas de los adultos
de S. frugiperda expuestos a los VOCs fungicos emitidos, ensayos de olfatometria
en jaula con el compuesto estandar puro del alcohol isoamilico (3-metilbutanol) y
finalmente ensayos de olfatometria de eleccién a diferentes combinaciones de

micelio y fuentes alimenticias, o estandares presentados a las larvas.

Con el fin de estudiar si los VOCs fungicos afectan el desempefio de las
plantas de sorgo y explorar su impacto potencial en la resistencia a la herbivoria i)
se expusieron las plantulas de este cultivo a los volatiles fungicos por medio de un
sistema de compartimentos cerrados por un lapso de 7 dias, y una vez transcurrido
ese periodo se recolectaron las plantas para medir parametros de crecimiento y
desarrollo. Ademas, ii) se utilizd este follaje con el fin de someterlo a posteriores

ensayos en olfatometria de eleccion.

Finalmente, para explorar la participacion de los VOCs fungicos en la
interaccién por herbivoria de S. frugiperda en plantas de S. bicolor i) se realizaron
ensayos de la cantidad de consumo por parte del insecto sobre el follaje recolectado
de plantulas de sorgo de 7 dias en un sistema de placa dividida donde el insecto
percibe los aromas emitidos por el micelio crecido en PDA por 8 dias y ii) se
realizaron ensayos de olfatometria de eleccién de la larva L2 a una bateria de
alimentos y follaje previamente expuesto a los VOCs fungicos de B. bassiana de los
aislados de mayor y menor virulencia, para observar si la exposicién previa de la

planta modificaba la atraccion de la larva a éste follaje pre tratado.
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7. RESULTADOS

Capitulo I. Volatiles released by Beauveria bassiana induce oviposition
behaviour in the fall armyworm Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae)

Capitulo 1l. Los VOCs emitidos por B. bassiana modifican el comportamiento

de consumo de S. frugiperda en plantas de S. bicolor en un sistema in vitro
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Capitulo I. Volatiles released by Beauveria bassiana induce oviposition
behaviour in the fall armyworm Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae)
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Resumen

Los compuestos organicos volatiles (VOCs) emitidos por los hongos son
moléculas sumamente importantes por su participacion en la modulacion de
diferentes procesos como la esporulacion o el dimorfismo, ademas de mediar las
interacciones de los hongos con otros organismos en la naturaleza, por ejemplo, al
inducir cambios en la conducta de los animales (Weisskopf et al., 2021). El hongo
entomopatdgeno B. bassiana produce VOCs que median distintas respuestas
conductuales en insectos. Sin embargo, se desconoce que tan variable es la
produccion de VOCs en esta especie fungica y si la fuente ambiental de los aislados
tiene algun efecto en la naturaleza de los compuestos producidos, en tanto que B.
bassiana coloniza diferentes nichos troficos. Ademas, se desconoce que tan
extendidos son estos efectos entre los diferentes grupos de insectos, como en el
lepidoptero plaga S. frugiperda. En este estudio, se observo el efecto de los VOCs
de B. bassiana en la conducta de oviposicion de S. frugiperda. Para ello, se
caracterizaron molecularmente y quimicamente ocho aislados de B. bassiana
obtenidos de dos fuentes ambientales: cadaveres de insectos micosados y nucleos
de suelo. La tipificacion molecular se realizé por medio de la amplificacion de la
region transcrita interna (ITS) de la secuencia gendmica del mRNA 18S. Por su
parte, los perfiles de VOCs fueron analizados por el método de microextraccion en
fase solida (solid-phase microextraction, SPME) y cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas (GC-MS). Los grados de virulencia de los aislados se
estimaron mediante el calculo del tiempo letal medio (LTs0) en larvas L2 del insecto
utilizando el método de aspersion de esporas (108 esporas mL"). El efecto de los
VOCs fungicos sobre la oviposicidon de S. frugiperda se evalud utilizando ensayos
de olfatometria en jaulas, donde se colocaron seis machos y seis hembras junto con
ocho cajas de Petri con micelio de B. bassiana de 8 dias de edad como fuente de
VOCs fungicos. Los insectos copularon y ovipositaron por 15 dias, después se midio
el numero de huevos, el area y tamano de las puestas, asi como el conteo de las

mismas. El andlisis de VOCs permitio la identificacion de 39 compuestos cuyas
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categorias dominantes fueron alcoholes, terpenos, cetonas, acidos grasos y
compuestos fendlicos. Algunos de los compuestos detectados fueron el 3-
metilbutanol, 2-feniletanol, alcohol bencilico, etanol y 2-nonanona, entre otros. Estas
moléculas se han reportado como semioquimicos entre diferentes familias de
lepidopteros. La fraccion mayoritaria correspondio al alcohol de fusel 3-metilbutanol,
que contribuyé con mas de la mitad de la abundancia total. Interesantemente, se
observo que la variacion en la composicion de los perfiles refleja la fuente ambiental
del aislado, ya sean de nucleos de suelo o de cadaveres micosados. Ademas, la
virulencia de los aislados provenientes de cadaveres de insecto también fue mayor.
Asi, el aislado Al2 de insecto mostré el mayor nivel de virulencia, mientras que el
menos virulento fue el AS5. Interesantemente, se observoé que los VOCs de B.
bassiana incrementaron el tamafo de puestas y el numero de huevos colocados por
los adultos de S. frugiperda. Esta respuesta fue de tipo dosis-dependiente. De
manera semejante, el 3-metilbutanol indujo cambios en los patrones de oviposicidon
de los insectos a dosis de 1uL. Por lo tanto, se concluyd que B. bassiana estimula
la conducta de oviposicion de S. frugiperda por mediacién de los VOCs emitidos, lo
que se interpreta como una ventaja adaptativa para el entomopatogeno al
incrementar la poblacién de su potencial huésped. Este efecto es en parte explicado
por la emisién del 3-metilbutanol. Ademas, los perfiles de VOCs reflejan los
ambientes de donde se obtuvieron los aislados, asi como las diferencias en la

virulencia.
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Abstract

Microbial volatile organic compounds may act 28 semiochemicals, indting different behavioral responses in insects. Beawnweria bessigna
is an entomopathogenic fungus, and physiological and environmental factors are positively related to fungal virnlence. In this study,
we examined the volatile profiles produced by eight B. bassiana strains, isolated from soil plots and mycosed insect cadawers, with dif-
ferent speeds of kill and determined if these compounds induce oviposition behavior in Spodoptera frugiperda. Fungal volatilome analy-
sis revealed differences between the isolates. Isclates from mycosed insacts showed higher virulence, larper epg mass area and length,
and a higher number of eggs by maes, than those obtained from soil. Furthermore, a dilution of the fungal cdorifercus compounds
increzsad the insect response, suggesting that 5. frugiperda is highly susceptible to the fungal compound's fingerprint. Ctherwise, the
insect response to the natural blend of volatiles released by the fungus was different from that obtained with 3-methylbutanaol, which
was the most sbundant compound in all isolates. The sbility of an entomopathogen to produce volatiles that can induce olfactory
stimulation of egp-laying behavior could represent an ecological adaptive advantage in which the entomopathogen stimulates the

insect population growth.

Eeywords: entomopathogenic fungi, fungal volatile compounds, insect, oviposition

Introduction

Entomopzthogenic fung are defined as facultative or chligate par
asites of insects: They are present in all ecesystems, and approx-
imataly 1000 different species distributed in ~100 genera have
been reported, making them the most phylogenetically diverse
group of invertebrate pathogens (Vega et al. 2012). Beawveris be-
longs to the Ascomycota division (Esparza Mora et al. 2007), and
currently 28 different species of which have been identified (Bus-
tamante et al, 2019). Baguveria bassiana (Bals | Vuill is undoubtedly
the most studied entomophatogenic species because it is capable
of atmcking ~700 insect species from meost ordars (Gul et al. 3014,
Jizng et 21 2019, Dannon =t al 2020}, Additionally, the fungus can
thrive in the plant’s endosphere, malking it more resilient across
ecosystemns {frma Devi et al 2008, Wi et al 020} The wirulance of
B, bossiana is highly variable among different strains (Robrlich et
al. 2018). Supcessful insect infection depends on the combined ef-
fects of environmental factors, host susceptbility, and genes that
coniribute to virulence (Uma Devi et al 7008 Gul et 2l 2014).
The wirulence factor genes reported for Hesuverin are involved in
the adhesion of spores to the insect quticle; secretion of Iyticen-
rymes, toxing, amd invasive blastospores in intracelomic insect
cavity; and the producton of biologically actve valatile metabo-

lites related tothe mechanism of pathogenidty (Valero-Jiménes
etal 2076).

Microorganisms produce volatle orgenic compounds (WO0Cs),
which act zs signal compounds for inter- and intraspacies com-
murnication; these VOCs modulate specific responses in the redp-
ient organisms (Hung et al, 2015). The role of microbial VOCe in
inducing behaviore] changes in insects has gainad increasing in-
terest in recent years. Differant studies have revealed that insects
an be sttracted or respond evasively to these signals. and behav-
iors such as mzating and oviposition can be triggered as long as
the compounds have the odor information to incite it (Davis at sl
2013

WOCs from entomophatogenic fungi are chemically diverse,
and the responses of the insects to these microbial odore mnges
from inducing repellency to forsging behaviors, which may in turn
be dependent on the virulence of the tested species (Hussain et
al 2010, Mburu et al. 2013). Crespo et ab (2008} reported on the
volatile fingerprint for 8. bzssiane, which varies according to- the
carbon source in the culture medium, and identified two unkeown
seEquiterpenss and n-decane. An additions]l study compared the
VO profiles of seven species of entomophatogenic fungl. The
anabysis indicated that 8. bossiene releases a high content of short
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chain fatty acids (78623}, and its VOCs profile was slightly differ-
ent from that of Fardora sp., Hirsutelln dorubiensiz, and Batkoa =p.,
and fairly different from that of Metharhizium anizspline, Metharhiz-
fum flovoyinde, and Isaris fumpsorosza (Bojke et al 7018

Epodopters frugiperda {Lepidopters: Noctuidae) is a global insact
pest with a high woracity for crops such ss corn, sorghum, rice,
wheat, and sugar cane {CARL 2071, Goergen et al. 2016, Du Plessis
etal 3030, Oriposition is a critical step in the arthropod life opcle.
Fermale moths can lay their eggs on planis and nonplant materi-
sl thus, chemical and tactile cues may influence egg-laying be-
Thevior becauee the choice of oviposition location is 8 crucial task
for the performence of the offspring (Rojas et al 2003, Silva et al.
2017, The insect responss to an odorant detecticn and its sansi-
tivity depends on the olfactory receptors, the function of which
seems to be conserved in Lepidoptera. In particular, short-chain
aliphatic sloohaols, aramatics, and terpenes that are naturally re-
leased by leaves and flowers are efficiently perceived by herbivores
at concentrations below than 1 pmol {de Fouchier et al. 2017).

The 1ole of Vs relexsed by B basziong in oviposition behavior
in 3. frugiperds is unknown: Considering that virulence and fungal
VOC profiles are strain-specific, itis tempting to speculate that the
response of 5. frugiperdn to the exposure of these compounds emdt-
ted by different stroins is dissimilar In this study, we report izo-
lztes obtsined from sail and from mycosed insect cadsvers. More-
ower, we determined their virulence, analyrzed their VOO profiles,
and studied their effects on egg-laying behavior in 5 frugiperda.
{r regulta provide new insights into the relationship batween
fungal entomopathogens and insect hozts.

Materials and methods
Rearing of 5. frugiperda

A colony of 5. frugiperdn was established and maintained in the
lzboratory with an artificial diet set up scoording to the guide-
lines of Poitout et 1, (1977). Larvae weie placed in 11 plastc con-
tainers and kept in a growth chamber {Lumiztell® ICP-18) at 780
25% RH, and under an 816 (L o D) photoperiod. Larvae at stage
L5 were irdividuslly placed in plastic containers with 1 g of food
until they completed their mataraton into pupse. Subseguently,
the insecte were separated by sex. This was done by observing the
position of the genital aperture, which in lepidopteran females s
seen as-a cleft on the eighth caudal segment; in males, it iz on
the ninth segment ard is flanked by two bulges (Butt and Cantu
1967}, The sex ratioin the experimental population was very close
to 111 throughoot the trials. Emerging imagnes were provided with
a 15% natural honey solution in distillated water (w/'v) ad Ebitum.

Isolation and molecular characterization of B.
bassiana strains

The fungal straing were isolated from different communities in
Chihuahua, Maxico (Table 1). The strains ASL, AS2, AS3, ASY, and
ASS ware izolated from soils of different fisld crops, and AL A12,
and AL3 were isolzted from mycosed insect cadevers. Soil nuckei
wrere sampled in a zig zag manner on a Enear transect from dif-
ferent locations in the crop field. The soil sample consisted of 10
~subsamples with a total weight of 2 k. The sampling consisted of
making a hole with 2 “V"shape st & depth of 30 om. Subseguently,
a-2-3 cm thick section was cut from one of the sides of the "W
Once the soil secton had been recovered, it was deposited in a
bucket This procedure was repeated until the desired number of
~subsamples was obtained, and all the materials ware mixed into
one, which was then deposited in = previously Izbeled polyethy-

leme bag and transferred o the Iaboratory. The soil samples were
sieved to remove rocks and plant debris; theresfter, 60 g of soil wes
moistened with distilled water and placed into 100 mi polyethy-
Iene flasks, A total of five larvae of Tenebric malitor were added ac-
cording to the technigue described by Zimmermann (1986). The
flzsks were maintained ot 25°C for 15 deys. Meanwhils, insect ca-
davers with typical symptoms of mycosis caused by B, bassiara
were collected from the field and placed in a humid chamber
This chamber consisted of & Petri dish containing a2 circle of Al
ter paper and 300 ul of sterile distilled water. The Petrd dishes
weraincubated at 25°C for 5 dayes, After that ime, the mycosed in-
sect cadavers ware immersed in 705 ethanol for 10 5, 1% sodium
hypochlorite for 3 min, rinsed in sterle distilled water, and dhed
atroom temperature for A min. Aninsect section mezsuring 1om
was cut and placed in a Petri dish with Sabouraud dextrose agar
{E0A) culture medium, The isolates were maintained by recultur
ing them in potato dextrose agar (FDW) medium in the dark at
moom temperature for 15 days, when the fungl sporulated.

The fungal isolates growm on POA medium were sent o the
Laboratono de Produccdn de Semillas in Colegio de Postgradu-
ados in Montecillo, Texooen, Mexico to determine the taxonomic
affinity of the fungal isolates. DNA was extracted using & modi-
fied version of the ¥% cetyltimethylammonium bromide (CTAE)
method described by Cervantes-Romero et al. (2021}, The quality
and quantity of DNA were evaluated using PCR and 5 Nanodrop
2000 (Thermo Scientific, USA), respectively (Cervantes-Romero et
al 2021y The rANA TTS1-TTS? region was amplified using primers
ITS5/ITS4 (IT55:Y-CCAACTAAAAGTCGTAACAACE-3" and ITH:
5-TOCTCOGCTTATIGATATGC-37 and [TSS/MNLA (NL4:5'-GETOC
GTGTTTCAAGACGG-3: White et al. 1590, FDonnell 1953). Tha
sequences renged from 529 to 1119 bp. The amplified sequences
were compared with their respective homeclogous sequences de
positad in GenBank {NCET) using BLAST {www.ncbi.nlm nih.pow/b
lzst). Using these sequences. & phylogenetic tree was constructed
with the MECA software [version 10.2.4] using the ClustalW algo-
rithm to execute the alignment of Heanuerio sequences using M.
anizopliae and Nomuraea anemonoides as external cutgroups. The
construction of the phylogeny was perfonmed using the maxi-
murmn Ekelihcod estimatorn and using the Tamura-Net substituton
model, with bootstraps of 500 replicates for its vahdation [Fig: 1)

Comparative virulence of B. bassiana strains
against 5. frugiperda larvae

The lethality of the fungal strains was determined by calculat-
ing the median lethal time (LT ). For this purpose, B bassiang iso-
lztes were grown on PRA, and a spore suspension was prepared by
scraping the culture medium and dissolving spores in 0.1% Tween
{w/v). The spore concentration was determined using a Neubauer
counting chamber, and the solution was adjested to o final con-
centration of 107 spores/ml. The spore suspensions were refrig-
arated at 4°C, for 2 period not excesding 24 h. Inoculum vishility
wras verified by cheerving the spore permination under a micro-
scope, and in a1l czees it was hipher than B0%. Larvae in stage L2
were inoculated by them spraying with ~ 200 ul of the spore so-
lution, and then each was placed in o 10 ml plasbc cup with ~
1 g of food. Every 24 h_ the larvae were monitored and mortality
was recorded for 16 days, after which time there was no further
accumulztion of dead insects. A total of two controls were used:
an absolute control of larvae treated with axenic 0.1% Tween solu-
tiom, and & second control using the nonentomaopathogenio fungeal
specia Trichoderma etrouirife IMI 206040, whose spore suspension
wras prepared in the sams way a5 that mentioned above. A total of
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Teble 1. Beauveria bassiong isclates, host, and feld location.

Label Soilfimsect Location Coordinates Altitude Field crop
Al Chiorechron ligota Coyume del Sotol, 9= 37" 15807 N, 105= & 1424'm Pumica granatum
Chihuahuz S2o00" W
AlZ Fhyllophaga sp. HMorogachi, Guachachi. 374 257 48 1, 107 15 Solanim tuberosum
Chihunhs 00" W
ALE Fiyllaphaga sp. Coyama del Sotol, P9= 3715807 M, 106 B 1424'm Pumicg granatum
Chrhihies 52847 W
ASE Zoit Cumuhtérrns, Chihuzhus 107 01" 127 B, 2B 24 2120m Malus domesting
IEW
AS2 Soik Cuauhtémos, Chihushus L0G= 52" 48" B 28 27 2019m Mealus domestio
oo W
AS3 =ik Cumuhtarros, Chihushus 28 24" 39" N 1064 52 4B m Vitls vinifera
b
Asd Eqil Coyame del Sotol, 20 17" 15807 M, 105= B 1424 m Mmita granatum
Chilahuz 52047 W
ASE Zail Guarram, Chiihoahus 28 31" 10.50° K, 107 2060 m Malus domestica
AR W
A
AS5
A3
As1
A5
A52
AS3
i) Beauvara bassiana

RYEZI8E1 1 B, bassiana
A¥533045.1 B, basstens

MR 111594.1 8. bassianaTyps
HOSOTE1 B, bessiana

HF 111866 1 B, varroee Typa

HR 1116001 8. kipukse Typs
HOBS08I3. 1 B, Kiplkise

HQEE0ESS 1 B, malawiansis
DETERAT.1 B, malawiansis

1R 1366781 8. malawiensisType
i MR 11180218, sungii Typs

HOMMTEE 1 5. peeucabassiana
R 111586 1 B, pseudobassiana Typa

2 o1y NR 1116011 8, amorphaType
HOBACADS. 15, amarphae
HOBANAE 1 B, arsorpia

MR D747 A B, calackmica Typ

’ HOES0E 18, cafedonica

HOEME1E 1 B, cafedonica
I KR 111568516, brongranti Type

HQBBOTES 1 Cordyceaps brangnismi
FUTETI .1 hfatarhiziim ansopiee var. acridum strain ICIPE 18
MHBEISET | Nemuraes aramanaiies strain DES

.05

Figure 1. Phylopenetic tres of B hazsiona stming ASL, ASD, A5, AS4, ASS, Al A1Z and A13 hased on the ITS sequences in rRNA. Sequenoe COMpArisons
were performed with their closest species and an additional eight type strains. Fhyiopenetic tree estimation under the marimmum lkelihood and
bootstrapping of 500 replicates were usad for inferring confidence.
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10 larvae per isolate were used, end four independent replicates
ware created.

The appearance of mycelia on the dead insects and their subse-
guent growth on FOA confirmed infection with B. bazsiana, Using
this information, & cumulatve mortality curve was constnected,
and the median lethal time {1 Tsp) was estimated by fitting the data
to 3 prohit function using the eooiox package (v 14.7) in R lan-
puspe. and Abbott’s correction [(Abbott 1975).

Analysis of fungal volatiles
Fungal volatiles were extracted using solid-phase microextrac-
tion (SPME, Supelco®, Bellefombe, P4, U5A). Each fungal strain was
inorulated in 4 ml SPME vigls containing PFDA slants medium
{15 ml} snd kept in the dark st room temperature for & days.
A blue Aber {65 pm POMS/DVE) was inserted inlo the vial for
3 min, and the compounds were desorbed in the injection port
of & gas chromatopraph (GE Agilent 6850 Series I, Agilent. Fos-
ter City. CA, USA} coupled with a mass spectrometer (M5, Agi-
tent 5373 and fres fatty acd phase capiilary column {HP-FEAF)
at 1B0°C for 30 5. The fiber was resctivated at 180°C for 15 min
before each extraction The instrument was programmed at 40°C
for 3 min, with = temperature increment of 5°C/min to-a final
temperature of 180°C; which was maintsined for 10 min. Ansl-
yses {n = 3} were programmed in scan mode with an acquisi-
ton range of 45250 myz. All isolates were analyzed in triplicate
Al compounds were tentstively identified by their best match
to the NIST/EPASMIH mass spectra database 11 nnd MIST Maszs
Spectral Search Program 2.0; Chern Station Agllent Technologies
Rev. 04.00.2002. In addition, te fired all the separate components,
we used s deconvolution software {Automated Mass spectral De-
comvolution and Identification System v.2.0). The chemical taxo-
romic categories were assigned using ClassyFire {Djoumbou Fe-
umang et al. 2016). For reference, we also calculatz=d the Kovais
retention index for all compounds using an slkane pool of Cs-
Cz and compared it to the standard Ltersture [El-Sayed 2027).
Finally. the purs standards, ethanol (= 92.9%, JT Baker® BSO24-
07), 2-propanol [100%, IT Baker® 5095-02). dimethyl disulfide {=
99%. Sigma-Aldrichd 471569), 3-methylbutandl (- 98.5%, Sigma-
Aldrick® 15397), 3-octanone {= 98%, Sigma-Aldriche 136513), and
3-hydroxybutan-2-one (= 55%, Sigma-Aldrich@® W200832) were
used o confirm the identity of the compounds. Compounds erit-
ted by the PDA medium alocne were subtracted

To identify bicmarkers from the VOO matrix to distinguish be-
tween fungal isolation sources {soil vs. mycosed insect cadavers),
a princpal component analysis (PCA) was performed. Random
forest (RF) through the rattle package in R (v4.0.3), with a divi-
gion of the data from 7015015 (trainingfalidation/testing), was
ueed to construct 500 decision trees for sample classifization. The
10 compounds with the greatest contribution, according to the
Gini's index, were selected for model classification. With these
compounds, ordination anaiysis was reconstriscted tovalidate the
separation batween both conditions, and PERMANOVA was used
to compare the separstion between groups on the PCA-ordinated
plana.

Egg-laying response to the fungal volatiles in 5.
frugiperda

For the owviposition bioassays, we made cages of expanded
polyetyrens and paper with dimensions of 20 cm = 30 om < 400,
and six male and six fernale pupae were placed inzide thern. Us-
ing pupae instead of adults reduces the handling and stress of
the emerged moth. A wial of eight inoculated Petrd dishes were

introduced inside the capes (one Petn dish containing an B-day-
old B bassiona strain grown on POA medivm). A total of 10 holes
were made in each Petri dish to allow for headspace diffusion of
the fungal volatiles. Similarly, the effect of VO35 released by the
most [Al2) and least {ASE) virulent siraine was assayed in two sub-
sequent experiments. and eght Petn dishes of each strain were
introduced inte the cegpes. The controls consisted of eight Petri
dishes with PDA culture media and Petri dishes inoculated with
15-day-old of T. atrouirids IM1 206040. Plastic cups of approdmately
10 ml in volume, containing a natuml honey solution, were also
introduced into the cape to feed the adults. After an interval of
approximately 15 days the egg masses were counted and pho-
tographed. The number of egy masses was recorded using the Im-
age] 1.53e software, and the srea and length of each epy mass, 5
well as the number of egps ard Laysrs per egg mass, were manu-
ally counted using & sterecscopic micToscope.

Biozssays were carmied out inside the laboratory at an overaps
room termperature of 25°C durng the two experimental periods
{uly-September 2020 and Fehruary-Angust 2021). The number of
repetitions vared among treatments, but there were at least three
for the AlZ, ASS, and T atroviride treatments, and six for the B
hazsigna strain pool treatment.

Hesponse of 5. frugiperda to a.dilution of fungal
volatiles

To study the effect of 2 funge] VOC dilution on the egg-laying in-
gect response, we reduced the number of inooulated Petri dishes
inside the rages We called this experiment as microbial odor di-
lution analysis (MODA). Thus, we introduced four Peiri dishes and
one Petr dish instead of eight inside the cope. For this hicassay,
we used the most virulent strain, AlZ. These experiments were
performed in triplicate in September of 3001

Exploratory trial of the effect of 3-methylbutanol
on the egg-laying behavior of 5. frugiperda
Additionslly, to discern the effect of 3-methylbutanc] on 5
frugiperdn ovipositon, we nsed lures that consisted of & 1.5-m1 Ep-
pendorf tizbe loaded with three different wolumes of the smndard
{1,2, and 5 pl} and 30 gl of mineral cil with 8 5-mm cotton wick,
following the methodology of Tesin et al. (2018). Lures loaded with
30 pl mineral ofl were used ss contralz. Esch bait was placed on
the roof of a cage. A totsl of six males and six females were intro-
duced acoording to the methodology described above: Each treat
ment was performed in triplicate in Febraary 2022, with contrast-
ing differences in the area, length of the egg mass, the number
of egg=. and layers per epp mass. These varizbles were manually
determined wsing the Imagel 1.53e software,

Statistical analysis

Fungzl compound abundsnoes were anzlyzed using one-way
AMNOVA snd contrasting the obzerved effects with the LSD post
hoc test fo = 0.05). Addifonally, generslized linear models writh a
negative binomial distribution (Myerz et al 2019 were generated
using the MASS package in R {v. £.0.5.). These were then ased o
compare the number of masses, length of the mass on its major
axis, the area of the egp maes, and number of visible eggs. Forspe-
cific comparisons between the most and least vintlent strains, AR
and ASL, tespectively, 2 t-test was used.

63



abc abc bc

SRR

LTy, (log days)
S

0

Al2 A3 ASE AT AT ASE ASZ ASS Ta

Figure 2. Virulence {LTw) of the eight strains of 8. bassiono isolated from
soil and mycosed insect cadavers npainst 5. frugiperda L2 A tots] of 10
Iarvae per isolate were used znd four independent replicates wen
performed. The data wos ftted with the probit function. & 959
confidence intervil was used

Results

Molecular characterization of B. bassiana isolates
using the ITS amplification regicn

The sequences obtained from ITS had sizes ranging frome - 500 bp
{TTS5/TT54 primers) to ~1000 bp (ITS5/ML4 primers). which com-
prises the [T51/7 regions and the sequence cormesponding to the
585 small subunit The first coincdence for sll sequences cor
responded to sequences reported for B bassiann (= 95.8% iden
tity, 100% coverage). A phylopenetic tree was constructed using
type sequences downlosded from GenBank. and theisolates were
grouped within the clade corresponding to B bassiono {bootstrap
value, B5%%; Fig. 1)

Beauveria bassiana strains showed variation in
virulence against 5. frugiperda

All the izolates of B. bassiona were effective in klling the insects;
however, wariations in virulence were observed among them. The
most virelent strains were A17 and A3 with the shortest LTzp val
ues (10.5 days and 109 deys. respectively), whereas the least viru-
lent strains were ASD snd ASS, with higher LTsq values (3004 days
and 54 daye. respectively; Fig. 7). As expected, the control with T
atrowiridae did not exhibit lethality.

The emission of volatiles in B. bassiana strains
was source-specific

A totsl of 39 compounds were tentatively identified in the B
bossiana strains using SPME-CC-MS. Alcohaols, ketones, terpenes,
phemolics, ond fatly sdds, among others, were matched with
the mass spectra database (Table 7). Interestingly, the isolates
ehowed variation in the mean alechol content (P = .012), mainly 3-
methylbutanol (P < 1) and ethanol {P - .001). Furthermaore, the
ketone 2-undecanone (P = 057}, and the fatty acids octanocic (P
=.003) and nonanoic (P = .004) adds, differed among the strains:
meanwhile, the phenolic compounds showed a significant varia-
tions {F = 021} The projection of the date on the crdered plane
showed = clear separation between the isolates from insect ca-
davers and those from soil nuclei (F = .003 PERMAMIOVA; Fig

Ramirez-Ordorica=stal | 5

A)
Menanoic acid
5-Mathyl-2-furfuryl alcohal
Octanoic acid
Benzyl alcohol
Unknown (R 13857 min}

2-Methoxyphanad
2Undecanons

2-Monanons
2.Mathylpropanol
Propansl

0 01 02 ﬁ,'."ﬁm,ﬂ"‘ 05 08

PC2 28.5%

penooi  AIY

PC1 43.9%
Figure 3. Contribution of compound importance socording to tha BF
aiporithmn, mnked by (A) Gind index and (B) crdination anabyss for the
discrimination of the fungal isolaton source (goil v2 myrcosed insact
cdavers) using the SPME-GC-MS data. The bao sats of isolates are
marked with an interrupted Ine polypon. The results wee onoested
with PERMANOVA analysis o = 0.05), 1 = 3.

ure 51, Supporting Information). Otherwise, the wolatile profile of
B bazzsigng was different from that of the nonentomophatogenic
fungus T. atroviride [Tahle 51 and Figure 51, Supperting Informa
tom}.

To determine which compounds differentiated the samples
according to the isclation sowrce (scil vs. mmoycosed insect ca
davers), we generated a RBF model that showed the 10 com-
pounds with the highest mesn decrease in Gini walues, that het-
ter discriminated between sample classes (Fig. 34). These com
pounds were nonanoic acid, 5-methyl-furfuryl-alcohol, octanoic
acid, berzy] alcohol, an unknown compound with a retenton time
of 13557 min, 2-methoryphencol, 2-undecanons, 2-nonanone,
Z-methylpropanol, and propansl. These compound biomarkers
were assocdsted with anincreased relstive sbundance in samples
from mycosed insect cadavers (Toble Z). The loading plot of the
PCA obtained after the AF model showed a better distribution of
both samgple classes on the plane (I = .001; Fig. 3B).

VOCs emitted by B. bassiana stimulate
oviposition behavior in 5. frugiperda

Analyses of fungsl VOCs vusing CC-MS showed that chromato-
graphic profiles were quantitatively rather than gqualitatively dif-
ferent amaong the samples. Thus, the question arises as towhather
the pool of compounds emitted by B. bossiane atmains is able 1o
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influence the reproductive habits of 5. frugiperda (Fig. 4). We per-
formed 3 bicassay, called the B bassiana treatment, in which one
inorulated Petr dish per strain was introduced into a polystyrene
cage. where insect adults emerged from pupae with the fungal
odor background stimulus. The results showed no significant dif-
ferences in the totsl number of epg masses per cage {averags,
17, or in the epgs laid per dutch {average, 7), compared o the
axenic control. However, we observed an increase of ~ 18% in
the area of the epy masses (Fxenic 34.59 mm?, Beawveria treat-
ment 43.585 mm?, P = 005; Fig. 4A), ~ 18% in the lenpth {axenic:
11.08 mm, Eeguveria treatment: 1350 mm, P < 001; Fig. 4B), and
~ #0% in the number of éggs (axenic 139 opgs, Baguverin treat-
ment: 177 eggs, P=_008; Fig. 40). The VOCs emitted by the nonen-
tomopathopenic fungl T minwiride 306040 did not induce @ sig:
nificant responee in 5. frugiperda for any of the variables evals-
ated (Fig. 4A-C), perhaps because the chemical fingerprint of those
WOCs is different from that of B. bassigna [Table 51 and Figure 51,
Supporting Information).

To explore the shility of Lepidoptera to respond to the VOCs
released by two different straine of B bassiana with different
virwlence levels, we performed bicasssys with the most virnue-
tent: etrain AI? and the least virulent strain AS5 The results
showed that the fingerprint of compounds from ASS shightly
stimulated eggp-laying behavior in 5. frugiperda; furthermore, the
effect of AIZ wes strongest (Fig: 44-0). The VOCs from A12 had
an effect similar to that of the B. kasziona treatrment Table 2
shows that AI? emitted more terpenes (ttest. P = 0104, fatty
acids (t-test, P = 004), and sloohaols t-test ¥ = 017, whereas
the YOCs profile of ASS was the poorest in termns of com
pound diversity when compared with thot of AIZ. For example,
the compounds 2-undecanol, &,10-dimethyl-5 9 undecedien-
F-one, - yp-selinene, B-selinene,; -isopropenyl-4a B-dimethyl-
123,445,567 octahydronaphthalens, and y-gurjunene were
not detected in ASS. These results supgest that B bassigna hkas
a unigue fingerprint of compounds, ond 5. frugiperda may re-
spond to them sccordingly to the isolation source and strains
wirulernce

The response of 5. frugiperda to fungal VOC
dilution is dynamic

To study the dilution ffect of fungsl VOCs on the laying bakhae-
ior of 5. frugiperds, 3 MODA bioassay was performed. The sxper
iment consisted of reducing from eight to four the number of
Al? inoculated Petri dishes inside the cage [Fig 5). The treatment
consisting of four Petri dishes did not show 2 diminished area of
epg mass compared with the treatment with eight Petr dishes;
whereas, the treatment consisted of one Petri dish had a simi-
lar effect tn that of the axenic control (axenic: 26.27 mm?, eight
plates: 33.59 mm?, P = 029; four plates; 47.38 mm?, P = 008
one plate: 2884 mm®, F = &21; Fig. 5A). Nevertheless, the de-
crease in VOOs in the headspace of the cage slightly affected the
epg mass length (axenic: 9.517 mm, sight plates: 11537 mm, P =
J10%; four plabes: 13984 mm, P = 03E3; one plate: 12.3%4 mm, P
= [096; Fig. 5B). Finzally, reo significant differences were found in
the number of eggs {axenic: 120 eggs. efpht plates; 136 aggs, F =
349 four plates: 131 eggs, P = 6BE; one plate: 137 egps, P = 747,
Fig. 50).

The VOCs produced by B. bassigna strains are mainly composed
of alcohols (relative abundance - 75%); additionally, minor com-
pounds such as ketones and terpenes complement the gwerall
fungal odar (Table 1). Thus, the fung=] odor background inside the
cape may have modified the insect response
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Figure 4. Effect of volatiles emitted by 8 bassiona on the oviposition
hehavior of 5. frugiperda. {A) Surface araa. (BY langth of egp masses. and
{C) totn! epp count. Bioassays were parformed in pofystyrene and paper
cmpes {20 cm 30 om x40 omy, end spht inoosied Petri dshes with
15-day-old entomopathopenic funpus were introduced inside the capas.
Baruwenia hozsians restment consisted of the pood of VOOs emitted by all
fumgal isciztes obtained from the soil and myoosed insect cadavers. The
other reatments included the VoOs prodoced particularty by the A2
and A5 strains. The control trestment comprised Petn dishes with oA
medium. Trichoderma atroviride was wsed a5 = control = itis g
nonpathopenic fungus. The results were contrasted with the genermbzed
finsar modal and nepative hinomis] distobuton {e - 0.05). The =ame
fetter indicates no significant differences.
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Lower doses of 3-methylbutanol affect egg-laying
behavior in 5. frugiperda

3-Methylbutanol is the most abendant compound produced by B,
bassiogna strains. The least virulent strain ASS produced the most
of this compound {72.7%). whereas the most virulent strain AR
produced the beast (53.4%; Table 1) Thus, we performed an &x-
plomtory trial to prepare lures based on three different doses (1, 2,
and & pl) of 3-methylbutanol, and studied its effect on egp-laying
in 5. frugiperda. The results showed no effect of the standard at 2
and 5 pl on the mass srea, mass length, and number of eggs by
mass {Fig. 8A-C), However, a-dose of 1 gl decreased the mass area
{mineral oil- 23911 mm?, 1 pl- 100153 mm?; F = 004) and num-
ber of eges by mass [mineral oil: 105 epgs, 1 pl: 50 eggs; P = .005;
Fig. &A and C). These results suppest that the aloohol, as a single
compound, may affect oviposition, depending on the concentra-
tion used.

Discussion

Microbial semiochemicals play different roles in nature (Davis et
al 2013, Miiller et al. 3013). The imestment in matter and energy
by microcorganisms to prodoce and raleaze these compounds is
expected to be significant (Kanchiswamy et al 2015). However, in
an ecological context, such investrnents 3id in communicadon
with members from different trophic levels, thereby Increasing
the chances of microbes colonizing new emironments or ewitch-
ing between different trophic lifestyles (Dovis et sl 2013}, In the
caze of some entomopathogens, these semiochernicals may con-
tribute to the attraction of potential hosts or play different roles,
inciting other responses ininsects In this study, we uncovered an
important effect of VOCs released by the entomophatogenic fun-
gus B bassiona on the oviposidon bekavior of the lepidopteran 5
frugiperda. To the best of our knowledge, this effect had not been
previously explored. Interestingly, the fungal VOO= profile was
specific to the isolete source from which the fungus was obisined,
ie soil or insect cadovers Importantly, 5. frugiperds responded ac-
cording to the fungal compounds fingarprint.

Beauveria bassiana isolates from sed insect
cadavers showed a different chemical signature
and higher virulence than those obtained from
soil

In this study, we sxamined the virulence of eight isolates of B
basziana obtained from mycosed insect cadavers and soil sam-
ples apzinst 5 frugiperds larvae in stage 12, Our results showed
that virulence among the isolates vared socording to the eovi-
ronmental source from which they were isplated. In genersl, iso-
lates from inzects showed the shortest LT values, slthowgh can-
nat rule out that isclates from soil may display increased viru-
lemce in a different and more susceptible hosis. For a succees-
furl infection, B. bassiama reguires contact with its hosts (Uma
Diean et al. 2008, Gul et al. 2004, Valero-limenez et al 7016 This,
the producticn of secondary metzbolites iz crudsl 25 3 part of
the pathopenesis. Beauverin bassiana constitutively produces Vs,
and their role as a chemical signal befors insect contact has been
the subject of study by diverse research groups. Interestingly, the
VOC profiles of the zoil and mycosed insect cadaver isclates dif-
fered. Using the SPME-GC-MS technigue and classificabion mod-
els, we were able to discriminzte B, bassiang strains sccording to
the isclation source The RF algorithm displayed 10 compounds
that differentiated soil isclates from insect cadaver isolates; these
included nonanaic acid. >methylfurfuryl alcohol, octanoic scid,
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Figure 6. Dosa-response effect of 3-mathylbutanol on the oviposition
tshavios of & frugiperda. Parametess such as (A) surface area, {B) length
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paper cages (20 om = 20.0m = 40 cm). The resolts were contrasted with
the peremlized linear model and negative kinomizl distribution je -
0u15). The same letter indicates no spniboant differenoes:

bemeyl zicohaol, an unknown compound with a retention tirme
of 13.99 min, 2-meathoxyphenol, 2-undecanane, J-nonznone, 2-
methylpropanal, and propancl These results may be relzated to
the fungal lifestyle and ecological adaptation to the habéitat, which
in turn may indicate different abilities when interscting with their

hosts (Crespo et al. 2008, Bojke et al. 2018, Schenkel et al, 2015,
Fitzperald et al 2020, Guo et al. 3071).

VOCs tentatively identified within the
chromatographic profile of B. bassiana have been
reported as inducers of behavioral responses in
arthropods

Atotz] of 3% compounds were tentatively identified in B. bassiona
strains using SPME-GC-MS 142 of which are known to induce
activity in different subfamilies of lepidopters [El-Sayed 2027;
Fip. 7). The most sbundant component of the VOCOs produced
by B bossigna strains were sloobwolic compounds, especially 3-
methylbutanol and 2-phenylethenol, which by the way have been
widely reported s semicchermicals in lepidoptera in the Pher-
pbase data base report (Fig. 7). Both alcohols belong to the so-
called fusel alcohols, which are produced as by-products of far-
mentation processes fromm amino acids via Ehrlich pathway (Rawva-
sic et al. 2014). These fusel slcohals impart fruity sromas to fer
mentation products, 2nd can elict antennal and behavioral re-
sponses in many groups of insects (Dzialoet 2l 2017} Forinstance,
field-trapping trials have confimmed the attroctive effect of both
alcobyols in Lobesio botrana adults (Tasin et al 2018); whereas 2-
phenylethanol is attacive to other spedes, such as Helinouerpa
armigerg, Corandring morpheus, and Memestra configurete (Clearwa-
ter 1975, 1i et al. 2005, Davis and Landlot 7013). Additionally, 2-
phenylethano] has been identified a5 3 sex hormone in Moctuidae
moth Tricoplusia spp. (Jacobson et al. 1376), and its binary combi-
nztion with acetic acid atitracts to Choristonsury msacesna (Lepi-
doptera: Tortricidze; ¥night et al. 2017, Other nonentomophato-
genic fung like Hanseniasporo uoerum, Metschrikowio pulcherrima,
Fichia anomala, and Saccharomyoes cereviziae, naturally produce 3-
methylbutanal and 3-phenylethanol. Furthermare, in oviposition
preference tests using females of the lepidopteran [ hotrana (Tor-
tricidae), the authors observed that oviposidon ooourmed more in
fruits inpculated with the fungal consortium than in uninoculated
controd frisits. The araiysis of VOCs from the copsortium showed
higher emission of both sloohols, as well as ethanol and ethyl ac-
etate, supgpesting that these compounds play an important molein
simulating the insect response. Morecver, subsequent field trap-
ping trials confirmed the attractive affect of the inoculated fruits
on L botrang 2dults (Tasin et al. 3018}

Hifferent terpanes were tentatively identified in the fungal
VOC= profiles, Terpenes are a chemicsl group with diverse ef-
fects on insects, and their roles as hormones and: semiochemi-
cals are well-knowm (Beran et al. 2016). Binder and Robkins (2597
studied the effect of different cyclic and =soyclic terpenes on the
stimulation of oviposition of the corn borer moth, Ostrinia nu-
hilslis. The authors found that certain structural motifs trigper
gpecific responses, ranging from being deterrents to stimulants
in the insects In particular, the sesquiterpenes alpha-humulene
and alpha- and beta-famesene exerted 3 strong stimulstory ef-
fect on oviposition, whereas farnesal snd famesal showed dis-
suasive effects. In contrast, stodies on terpenes of microbial or-
gins, such a8 geosmin produced by harardous molds, act sz alamm
cues in females of the diptera Drosopkila melanogaster, which leads
them o avoid oviposition on surfaces contaminated by these
toxic microbes {Stensmyr et 3l 2017 Within the VOO profiles of
E. bazzigng strains, we tentatvely identified ?-methyliscbomecl
Thiz monoterpane has previcusly been reported in Strepiompres
ep. WAC-288 1o attract DL melanogaster. In this study, after being
attracted by the compound, 0L melanogaster deposited their eggs
over the inoculated substrate, and the resulting lervae were killed
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by the bacteria (Ho et al. 2030}, The insect-atbmcting effect of
2-methyliscbommeol has also bean reported for the collembolans
Folzomin condids to promote the dispersal of Sirepiomyces spores
{Becher et al. 2020,

A total of tao fatty odds, octamoic and nonanoic adds were ten-
tatively identified within the YW2C profiles of B. bassiang streins,
and their abundances wes higher in the profiles of insect ca-
diaver isolates. Fatty adds are important precursors of bioactive
compounds in insects_ such zs the biosynthesis of pheromones
{Detiner 2014). In lepidopteras, both nonancéc and octanoic aods
are compeonents of the sex pheromane of Fapilic protenor sub.
demetrius {Cemura et al. 2017, and are also bioactive in other in-
sect groups, such as Colecpters, Hymenoptera, Diptera, and Het-
amptara [El-Sayed 2027). Furthermore, some reports have shown
that nonanoic acid is 3 component of the pygidial gland =
cretion of the coleopteran Duvalivs milutini with defensive func-
tions (Vesowit et al 201%). It appears that insects are abie to
perceive and respond o the presence of fatty ncids. Several re-
ports have indicaled that insects can perceive fatty ocids from
their diet. and behavioral tests have showm that larvse and
adults of 0. melanogaster have different preferences for saturated
and unsatursted fatty acdids as distary components [Fougeron
et al ?011). Bioa=says with pure long-chain fatty acds, such as
tetradecancic, palmitic, pelmitoleic, estearic, oleic, Hnoleic. and
linolenic acids, have shown disruption in ovipesition behavior
in Ostrinis gpecies (Li and |shikawa 200%). Furthermore, specific
fatty noids, such as nonanoic acid, tetradecanaic acid, and methyl
tetradecancate of bacterzl origin, are known to be potent in-
ducers of mripositon in the dipters Aedes oegypti (Ponnusarmy
etal 2008}

Beauveria bassiana incite egg-laying behavior in
5. frugiperda through VOC emissions

Insect responses are strongly influenced by the environmentsal
context of the perceived odoriferous landscape, which explains
the high specifidity of the observed responses at diffarent life
stapes, and diurnal and seasonal cycles (Conchou et gl 2019).
Studiezs on the perception of microbial odorous stimuli have
showmn that insects can convert stimuli into a particnlar behaw-
ioral response, thereby influencing feeding. attracting or repelling,
or by mimicking sexual pheromones through inciting insect mst-
ing and oviposition (Davis et al. 2013, Lozano-Soria et sl 2020).
In particular, we chserved that the pool of YOCs relzased by B
bassigra induced oviposition behawvior in 5. frugiperda in cages
made with polystyrene and paper, regardless of the level of vir-
ulence or the isolate source. Indeed. bioassays parformed with
strain ALY showed that half the number of inoculated Petr dishes
inside the cage consequently increased the egg mass area and
length, whareas, with one inoculsted Petri dish, the insect re-
sponse was similer to that of the axenic treatment. These re-
sulte suggest that the insect response is dynamic and may be ai-
fected by odor intensity, which could be a part of an ecological
halance srategy. The host-pathogen relationship is very complex,
and changes in population size are wsually involved. On the one
hand, pathogens have & negative effect on their host. but on the
other hand, a decrease in host population affects them [Dobson
1988, Infections by entomophatopenic fungi essentially require
penetration of the host caticle; thus it is temptling o speculate
that egg-laying stimulation in target hosts by the emission of spe-
cific WO profiles could represent an adzptive advantege where
the entomopathogen simulates the poputation growth of their
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hosts, thereby incressing their rate of trensmission, as well a5
their cwn populstion growth

3-Methylbutanol, an abundant compound
released by B. bassiana, shows activity as single
compound that affects the egg-laying response
in 5. frugiperda

Ofter, insect percepion of the complex blend of compounds
in matural odors elicite behaviorsl responses that sre distinct
from those elidted by the individual consttuents (Tasin et al.
2018, 5u et al. 2011). Considering that the pool of VOCs released
by B bazzigns modulates the behaviorsl ecology of owiposition
in 5. frugiperds, we performed bipassays with the standard 3-
methylbutanol a5 2 single micmbial compound to explore its ef-
fect on egg-laying when adutts perceive it 25 an odor background
after pupal emengence Motably, this aloohol was the most abun-
dant compound produced by all B ba=sions strains. Under our ex-
permental conditions, a 1-p] dose {- 1 mg) diminished the epg
mass-area and the number of eges per mass. Previously, Tasin et
al. (2013} identified 3-methylbutancl in odorous prapes artificially
infected with the necrotrophic plant pathogenic fungus Botrytis
cinerea. The authors wsed different doses (1-100 pg) of the syn-
thetic standard =5 olfactory stimuli in behavioral choice assays
with L. batrana. They found that the compound acted 3s 2 repellent
at high doses and was sttractive at low dozes. In the oviposition
choice assay, both the odor from B dinerea and that of the stan-
dard elicited swoidance behavior in egg-laying females Similarly,
we foond that 3-methylbutanc] affects oviposition in 5. frugipenda.
3-Methylbutansl is & comrmon microbial compound, and itis part
of the volatlome of fung with different lifestyles, which includes
saprophytes such a5 T, atroviride or insect pathogens such as B
bazsiagna. However, binary or more complex mixtures of this aloo-
hol with other wolatiles can trigger different responses in insects
(Epsky et sl 1958, Nout and Bartelt 1958, Tasin et al. 2018). Thus,
with respect to ovipesition, cur results showed that 3. frugiperda
spedfically responded to the intensity of the natursl blend of
WOUCs released by B bossiang, wheress no regponse was obeerved
when insects were exposed to the VOCs produced by T. atrouiride.

Finglly, our findings revealed that the pool of VOOs from B
bazsiona stimulated owiposition in 5. frugiperda, and isolates from
mycosed insect cadavers appeared to be more effective in induc-
ing thie behavicr than those isclated from soil. The use of the
nonentomophatogenic fungus T atrovitide =& a control highlights
the complexity of the response of lepidopterans to the VWO Cs emit-
ted by entomopathogenic fung.

[n addition, it will be very interesting to perform further follow-
up studies on the progeny (e.g. sexual matic, size, and longevity}
to determine the real impact of Beauueria Vs on 5. frugiperda.
This study focused on the short distance and local effects of fun-
gal VOC= in 5. frugiperda, however, the real impact of these fungal
WOCE in natural environmernts 5 an open queéstion that deserves
attenton because of its implications in the management of bia-
control programs using B bossiona.
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Capitulo Il. Los VOCs emitidos por B. bassiana modifican el comportamiento
de consumo de S. frugiperda en plantas de S. bicolor en un sistema in vitro
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I.1. INTRODUCCION

La respuesta de los insectos a los aromas es dependiente de diferentes
factores que le proveen de un contexto especifico. En este sentido, las respuestas
observadas son el producto de diversas estrategias adaptativas en donde el insecto
ha encontrado la forma de optimizar su comportamiento acorde a las condiciones
ambientales, dandole la capacidad de filtrar gran cantidad de informacion del medio
circundante de acuerdo a las condiciones presentes. Algunos de estos factores
determinantes de la respuesta incluyen el estadio de desarrollo, el sexo, factores
climaticos y la presencia de otros organismos que puedan significar una oportunidad
o0 una amenaza (Conchou et al., 2019). Uno de los contextos donde la respuesta
probablemente se ve alterada es durante la alimentacion de los insectos, en

particular durante la herbivoria.

El efecto de la presencia de los numerosos microorganismos que habitan con
las plantas sobre su resistencia o susceptibilidad al consumo por los insectos es un
aspecto de gran relevancia (Moisan et al., 2020; Howe & Jander, 2008), si se toma
en consideracion ademas que todas las plantas terrestres establecen relaciones con
microbios del suelo (Gaiero et al., 2013). En consecuencia, el impacto de estas
interacciones en el resultado global de la distribucion y estructura de las
comunidades vegetales se han subestimado (Dazzo & Ganter, 2009; Bulgarelli et
al., 2013). Por ejemplo, la inoculacion de T. atroviride induce el crecimiento y reduce
la herbivoria en plantas de maiz infestadas con S. frugiperda, y esto se correlaciona
con el incremento en la emisién de terpenos y acido jasmonico en las plantas
inoculadas (Contreras-Cornejo et al., 2018). AuUn mas revelador es el hecho de que
las propias comunidades de artrépodos se modifican en los agroecosistemas de
maiz inoculados con T. harzianum (Contreras-Cornejo et al., 2021). Ademas, los
propios VOCs microbianos inducen resistencia a la herbivoria, de forma que en
estos casos no se requiere siquiera el contacto del microbio y la planta para
observar efectos biolégicamente relevantes. Por ejemplo, la exposicion de las raices

de Brassica rapa a los VOCs de Fusarium oxysporum y Phoma leveillei disminuye
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el consumo de inflorescencias por la larva del lepidoptero plaga Pieris brassicae
(Moisan et al., 2020).

Entre las conductas modificadas por los aromas de los microbios se
encuentra la preferencia de los insectos hacia una o mas fuentes alimenticias en
especifico. Asi, diferentes insectos usan VOCs microbianos para encontrar fuentes
de alimento, como frutas, animales y plantas en descomposicion, o en general
materia organica en proceso de degradacion (Davis et al., 2013). Los dipteros
carrofieros localizan los cadaveres por la emision de compuestos sulfurados
producidos por la accion bacteriana sobre las carcasas en descomposicion (Hyde
et al., 2013). De hecho, algunas plantas imitan esta huella aromatica para atraer
moscas que funcionen como polinizadores, como la aracea Helicodiceros muscivoru
(Stensmyr et al., 2002). Ademas de esto, los VOCs fungicos benefician a las plantas
que los perciben, disminuyendo el estrés por factores bioticos y abidticos, asi como
al promover su crecimiento o facilitando la adquisicion de nutrientes del medio, como
hierro y fésforo. La percepcion de estos componentes volatiles tiene, en ultima

instancia, un efecto global en la fisiologia vegetal (Weisskopf et al., 2021).

S. frugiperda es uno de los lepidopteros plaga con mayor relevancia en la
actualidad, no solamente por ser una plaga de tipo polifago con la capacidad de
generar dafos considerables en cultivos estratégicos como el sorgo, sino ademas
por su alarmante velocidad de expansion en todo el mundo impulsado por el cambio
climatico (Ramirez-Cabral et al., 2017). Ademas, es una plaga con una gran
plasticidad fenotipica que genera resistencia a multiples agentes de control quimico
tradicional, convirtiéndola en una seria amenaza para la seguridad alimentaria de
paises pobres o en vias de desarrollo (Tay et al., 2022). Si bien se conocen algunos
de los factores que el insecto toma en cuenta para seleccionar una planta huésped
(Rojas et al., 2003; Yactayo-Chang et al., 2021), no se conoce el impacto de la

presencia de estos semioquimicos fungicos en su conducta alimenticia.
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Muchos insectos son atraidos a los aromas emitidos por las frutas en estado
de fermentacion. Por ejemplo, diferentes mariposas tropicales se alimentan de
frutos maduros que han caido al suelo, y usan los VOCs producidos por la
fermentacién microbiana para localizarlos (Sourakov et al., 2012). Entre estas
moléculas producto de la fermentacion, destacan los alcoholes de fusel, originados
de la transaminacion y descarboxilacion de diferentes aminoacidos por medio de la
ruta de Ehrlich (Ravasio et al., 2014). Este proceso les permite a los microbios
aprovechar el nitrégeno del grupo amino y genera como subproducto la formacion
de un alcohol ramificado o con una decoracién aromatica (Dzialo et al., 2017). Los
alcoholes de fusel también son de importancia industrial pues confieren distintos
atributos aromaticos y de sabor a los alimentos (Etschmann et al., 2002). Algunos
ejemplos de estos compuestos son el 1-propanol y 1-butanol, derivados de la L-
treonina, el tirosol que deriva de la L-tirosina, el 2-metilbutanol que proviene de la
isoleucina, el 2-feniletanol de la L-fenilalanina, y el 3-metilbutanol derivado de la L-

leucina (Hazelwood et al., 2008).

Con esto en mente, queda abierta la cuestion de si los hongos
entomopatdgenos modifican las preferencias alimenticias de los insectos sobre las
plantas al entrar en interaccion con estas por mediacion de sus VOCs fungicos. En
particular, B. bassiana establece interacciones tanto como organismo de vida libre,
como parasito de insectos, o como enddfito de plantas (Ortiz-Urquiza, 2021). Esta
capacidad de variar su ciclo de vida lo convierte en un modelo de interés para
estudiar el impacto de la presencia de los entomopatégenos en un sistema de
interaccion tripartito (planta-insecto-entomopatdégeno) (Shikano, 2017) y el efecto
que tiene en la proporcidon de consumo o en las preferencias alimenticias del insecto
herbivoro. En un trabajo previo (Ramirez-Ordorica et al., 2022) se caracterizé el
perfil de VOCs emitidos por diferentes aislados del B. bassiana provenientes de
nucleos de suelo y cadaveres de insecto. Estos perfiles se compusieron
predominantemente de alcoholes, terpenos, cetonas y acidos grasos y cuyas

proporciones son dependientes de la fuente del aislado. De especial relevancia es
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que el alcohol mayoritario en estos perfiles fue el 3-metilbutanol, y cuya presencia
redujo la oviposicion de las hembras adultas de S. frugiperda a una dosis de 1 L,
siendo evidencia de la importancia de este componente emitido por el hongo
entomopatdégeno en la conducta reproductiva de sus potenciales huéspedes.
Ademas, las hembras disminuyen la cantidad de huevos ovipositados al ser
expuestas a la mezcla de VOCs emitidos por B. bassiana crecido en medio PDA
(Ramirez-Ordorica et al., 2022).

Con el fin de averiguar si el estadio larvario de S. frugiperda también es
sensible a la presencia de los VOCs fungicos y si su percepcién modula la respuesta
conductual del insecto, se propuso como objetivo de este trabajo estudiar la
atraccion de las larvas de S. frugiperda y la preferencia en el consumo del follaje de

plantas de S. bicolor expuesto a los VOCs del entomopatdégeno B. bassiana.

I.2. MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizé el estadio L2 de S. frugiperda en condiciones de laboratorio
mantenidas con dieta artificial (Sierra-Ruiz et al., 2022) en una camara de
crecimiento (Lumistell ®) con humedad relativa del 25%, temperatura de 28°C y
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad. Las larvas se mantuvieron en caja de
plastico con capacidad de 1 L y la poblacibn mostré una proporcion sexual
aproximada 1:1 durante el desarrollo del estudio (Sierra-Ruiz et al., 2022). Ademas,
S. bicolor variedad “Fortuna” certificada se adquirié de la comercializadora “Semillas

Barriga”. El porcentaje de germinacion en ensayos piloto fue cercano al 90%.
Propagacion y colecta de esporas de B. bassiana

Los aislados de B. bassiana Al2 y AS5 se obtuvieron de fuentes ambientales
diferentes. El aislado Al2 proviene del cadaver de un insecto micosado colectado in
situ, y AS5 proviene de nucleos de suelo, ambos de huertos frutales del estado de

Chihuahua (Ramirez-Ordorica et al., 2022). Ambas cepas se propagaron por
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resiembra masiva en placas de Petri con medio agar PDA (BD Bixon ®, 211900,
grado clinico), las cuales se inocularon y mantuvieron en la oscuridad a temperatura
ambiente (25°C) por un lapso de 7 dias, momento en el cual se observo la
esporulacion del hongo. Se realizé la colecta de las esporas del hongo por medio
del raspado del micelio con asa bacteriolégica y la adicion del ~ 2 mL de una
solucion de Tween 0.01% en agua destilada, que se recuperd y almaceno en viales
Eppendorf de 1.5 mL. La densidad de esporas se estimd por medio de camara de
Neubahuer y se ajusté la densidad del indculo a 107 esporas mL™". Las suspensiones

de esporas se almacenaron a 4°C hasta su uso por un lapso no mayor a 24 h.
Desinfeccion y germinacion S. bicolor

Las semillas de S. bicolor usadas se colocaron en tubos Falcon® de 50 mL
para su limpieza y desinfeccion por medio de un enjuague inicial en hipoclorito de
sodio al 12% en agitacion por 3 min, seguidos de un enjuague con agua desionizada
estéril por 30 s, posteriormente se agrego etanol al 70% y se mantuvo en agitacion
por 3 min. Finalmente se realizaron multiples enjuagues con agua destilada estéril
por al menos 10 min. Las semillas enjuagadas se colocaron en cajas de Petri con
medio agar agua (fitoagar 10% v/v en agua destilada, PhytoTech ®, A111) y se
mantuvieron en camara de crecimiento en condiciones de humedad relativa del
25%, temperatura de 28°C y fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad. Las cajas
se orientaron en posicion vertical por 4 dias hasta que la raiz principal tuviera una

longitud de ~ 1 cm para posteriormente ser usadas en los ensayos de interaccion.
Sistema de interaccion B. bassiana - S. bicolor mediada por VOCs

En frascos de taparrosca de 500 mL se vaciaron 25 mL de medio Murashige
& Skoog 0.25x (1g de sales basales Sigma-Aldrich ®, M5519-50L, 6g sacarosa BD
Bixon ®, 217000 grado clinico, 10 g fitoagar, 1 L de agua, pH 6), en donde se
colocaron las plantulas de S. bicolor previamente germinadas, colocando la raiz
principal en el medio. En el interior del frasco se colocé un vial con 1 mL de agar

PDA inclinado ubicado en una orilla del frasco. Por cada frasco se colocaron tres
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plantulas de S. bicolor. Las plantas se dividieron en tres grupos: un grupo control
sin inocular, un grupo en donde se inoculd el vial con PDA con 108 esporas de la
suspension inicial con Tween 0.01% del aislado AS5 (tratamiento VOCs AS5) y un
grupo donde se colocé de la misma forma 108 esporas del asilado Al2 en el vial
(tratamiento VOCs Al2). Este sistema permitié que tanto el hongo como las plantulas
de sorgo crecieran en cercania, pero sin contacto directo, permitiendo el libre flujo
de gases dentro del frasco, asi se establecié un sistema de interaccion mediado
exclusivamente por los VOCs emitidos (Fig. 2). Las plantulas crecieron por un lapso
de 7 dias, momento en el cual se realizé la medicion de distintos parametros de
crecimiento de la parte aérea y raiz de las plantulas. Cada planta a los 7 dias en el
sistema (~ 10 dias post-germinacion) tuvo tres hojas: una hoja basal (H1) que
envuelve la base del tallo, una hoja media (H2) de mayor longitud, y una hoja joven
en el centro del meristemo que no alcanzé la talla para ser usada en los ensayos y
se descarté. En los casos donde se discriminé el tipo de hoja, se hace referencia a

las hojas H1 y H2 con esta convencion.

Cada frasco se consideré una repeticion (3 plantas por frasco), lo que
contabilizé un minimo de 3 y un maximo de 10 frascos por repeticion por tratamiento
(n=9-30 plantas) para la medicion de parametros de crecimiento, y 24 frascos (n=72
plantas) para los ensayos de olfatometria de eleccion y 74 frascos (n=222 plantas)

para los ensayos de herbivoria en interaccion tripartita.
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Figura 2. Fotografia representativa del sistema de interaccion de B. bassiana-S. bicolor

mediada por VOCs a los 7 dias post siembra.

Herbivoria y patrones de consumo en sistema ftripartito (B. bassiana - S.

bicolor - S. frugiperda) y en presencia del 3-metilbutanol

Con el uso de placas de Petri divididas, se colocaron en un compartimento
tres hojas de S. bicolor cosechadas de frascos sin exposicién previa a los VOCs
microbianos, o bien de hojas H1 o H2. En el segundo compartimento se crecio
previamente los de B. bassiana (Al2 o AS5) inoculados sobre agar PDA por goteo
con 108 esporas por un lapso previo de 8 dias. En estas cajas con la colonia de
micelio B. bassiana y tres hojas de sorgo, se colocaron tres larvas de S. frugiperda
estadio L2 con la ayuda de un pincel, posicionando a una larva por cada hoja en el
sistema para que se alimentaran de las hojas ad libitum; previamente las larvas se
sometieron a ayuno de 5 h, individualizadas en recipientes de plastico (Fig. 3).

Inmediatamente las cajas se sellaron y se colocaron en camara de crecimiento con
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condiciones de humedad relativa del 25%, temperatura de 28°C y fotoperiodo de 16
hluz y 8 h de oscuridad. Transcurridas 12 h, se retiraron las larvas de las cajas y se
recuperaron las hojas con mordidas del insecto. Estas hojas se escanearon en
fondo blanco y con una reticula milimétrica de papel al lado. Las imagenes
generadas se analizaron para estimar el area consumida, el porcentaje de
herbivoria y el numero de mordidas por hoja. Para esto, se considero el area total
de las laminas en la imagen escaneada, ademas del numero y el area de las
regiones removidas por el consumo del insecto. Las imagenes se calibraron con la
reticula milimétrica y se analizaron con la ayuda del software Imaged. Por cada
ensayo, se usaron un minimo de 38 plantas y larvas de S. frugiperda L2 por

triplicado, obteniendo un total de 183 hojas del tratamiento VOCs Al2, 114 hojas del

tratamiento VOCs A5, y 147 hojas del control (N=222 plantas y 444 insectos).

Figura 3. Fotografias representativas del sistema de herbivoria de S. frugiperda en hojas
de S. bicolor. Panel a) Placa control con tres hojas H1 y PDA axénico, b) placa inoculada
con 10° esporas de B. bassiana a los 8 dias post inoculacién. Se ilustran las mordidas

dejadas por el insecto durante el ensayo.
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Para estudiar el efecto del compuesto 3-metilbutanol (Sigma-Aldrich®, 19392-
500ML, >98.5% de pureza) en la herbivoria del insecto, se prepar6 una solucion a
una concentracion de 80 ug pL' del compuesto puro disolviendo un volumen de
9.88 ul en 100 pL de agua destilada, a esta solucion se le llamoé 10x (80 ug pL-' de
3-metilbutanol). Posteriormente de esta solucion se tomaron 10 pL y se completé el
volumen con agua destilada hasta 100 pL, para obtener una solucién a una
concentracion de 0.00988 ug uL' de 3-metilbutanol, a esta solucion se le llamo 1x
(con 8 ug uL-" de 3-metilbutanol). Finalmente, de cada solucion se tomé un microlitro
y se depositoé en un circulo de papel filtro de 5 mm de ancho colocado en el lado de
la caja con medio PDA, mientras en el otro compartimento se colocaron tres hojas
de follaje H1 o0 H2. Nuevamente, se colocaron tres larvas L2 para que se alimentaran
ad libitum de las hojas de follaje por un lapso de 12 h. Transcurrido dicho tiempo, se
removieron a las larvas y se escanearon las hojas con las mordidas hechas por las
larvas. Nuevamente, con las imagenes generadas se estimo el area consumida, el
porcentaje de herbivoria y el numero de mordidas por hoja; las imagenes se
calibraron con una reticula milimétrica. Para este ensayo se usaron 59 plantas e
insectos en el tratamiento control (sin exposicién al 3-metilbutanol), 57 plantas e
insectos para el tratamiento con 8 ug de 3-metilbutanol (tratamiento x1) y 57 plantas
e insectos para el tratamiento de 80 ug de 3-metilbutanol (tratamiento x10) divididos

en triplicados de 19 plantas (Fig. 5).
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Olfatometria de eleccion de S. frugiperdia en estadio L2

Para estos ensayos se construy6 un dispositivo (Kecskeméti et al., 2020) que
consistié en una placa Petri plastica a la que se unieron tres tubos Eppendorf de 0.6
mL de capacidad por medio de tres orificios practicados en la base de la caja (Fig.
4). Con el fin de evitar que los olores de la caja o los restos de plastico interfirieran
con el ensayo, las cajas se limpiaron con aire comprimido y se dejaron en ventilacion

por al menos 48 h antes de los ensayos.

Figura 4. Diagrama del dispositivo de olfatometria dual para larvas de S. frugiperda en
estadio L2 (a), fotografia representativa del dispositivo montado y cargado con alimento en

uno de los compartimentos (flecha) (b).

Con el uso de este sistema, cada compartimento se llené con diferentes
materiales de prueba con el fin de observar la afinidad de la larva a ellos. En todos
los casos se dejdé un tubo vacio para registrar la incidencia de las larvas a caer en
él. Como controles negativos se usaron 200 pL de agua destilada y se dej6 un tubo
vacio, y como control positivo se colocaron ~ 180 mg de dieta artificial en los

contrastes correspondientes.

Las pruebas se dividieron en tres fases: i) ensayos de afinidad por el micelio
de los aislados Al2 y AS5 de B. bassiana, ii) ensayos de afinidad a las hojas de

sorgo pretratadas (~ 3 mg) con los volatiles emitidos por Al2 y AS5 por 7 dias, iii)
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ensayos de afinidad a 8 pL del alcohol de fusel 3-metilbutanol. Los ensayos se
realizaron con larvas de S. frugiperda en estadio L2 individualizadas en recipientes
de plastico de 10mL y que se mantuvieron en ayuno por un lapso minimo de 5 h (no
mayor a 8 h). Para la realizacion del ensayo, en dispositivos individuales se colocé
una larva en el centro, previamente se cargoé cada muestra en los tubos respectivos.
Posteriormente el dispositivo se cerrd y se espero un lapso de 12 h en la oscuridad.
Transcurrido dicho tiempo, se procedio a registrar en que tubo se encontro el insecto
al momento de realizar la observacion, ya sea en el interior del tubo o bien en la
entrada del mismo tocando el borde. En caso contrario, se registrd6 como “sin
respuesta”. Ademas, se registraron el numero de insectos que eligieron el tubo
vacio, cuya frecuencia en todo el ensayo no fue mayor del 1.6%. Cada ensayo se
realizdé con un minimo de 10 insectos (controles vacios) y un maximo de 21 insectos
por tratamiento, el experimento se realizd por triplicados. En total se realizaron 16
baterias de contraste, teniendo un minimo de 30 y un maximo de 63 insectos por

tratamiento (N=770 insectos) (Fig. 5).
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Figura 5. Diagrama de flujo de los experimentos para estudiar modificaciones en la
conducta de herbivoria y preferencias de eleccion de S. frugiperda inducidas por los VOCs

fungicos y el 3-metilbutanol.
Analisis estadistico

Para contrastar las medias de los parametros de crecimiento se utilizé una
prueba t-Student entre control y plantas expuestas a los VOCs. En los tratamientos
de herbivoria se ajustaron los datos a una distribucion Gamma y se contrasto por el
uso modelos lineales generalizados. Finalmente, se utilizé una prueba Chi-cuadrada
para los ensayos de olfatometria. Se tomo en consideracion el total de insectos que

respondieron. La significancia en todos los ensayos fue de a=0.05.
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1.3. RESULTADOS
La exposicidon de S. bicolor a los VOCs de B. bassiana no estimula el

crecimiento vegetal

Con el fin de estudiar si los VOCs del aislado mas virulento (Al2) y menos
virulento (AS5) de B. bassiana ejercen efectos sobre el crecimiento y desarrollo del
sorgo en un sistema in vitro, se colocaron en frascos cerrados y en exposicion a los
volatiles fungicos por un lapso de 7 dias. A este tiempo, se registraron diferentes

parametros de crecimiento de follaje y raiz.

La biomasa total (Al2: Control: 0.22 g, VOCs: 0.22 g; AS5: Control: 0.21 g,
VOCs: 0.22 g), biomasa aérea (Al2: Control: 0.11 g, VOCs: 0.11 g; AS5: Control:
0.07 g, VOCs: 0.08 g) y biomasa radicular (Al2: Control: 0.11 g, VOCs: 0.11 g; AS5:
Control: 0.10 g, VOCs: 0.11 g) no mostraron incrementos significativos (Fig. 6 a-c).
Tampoco se observaron incrementos significativos en la longitud total (Al2: Control:
15.85 cm, VOCs: 16.38 cm; AS5: Control: 12.4 cm, VOCs: 13.87 cm), de follaje (Al2:
Control: 12.07 cm, VOCs: 12.85 cm; AS5: Control: 8.55 cm, VOCs: 9.22 cm), ni de
raiz (Al2: Control: 3.78 cm, VOCs: 3.52 cm; AS5: Control: 4.01 cm, VOCs: 4.63 cm)
de las plantas expuestas a los VOCs fungicos (Fig. 6 e-g), aunque si se observaron
incrementos en algunos de los promedios, si bien en ninguno de los casos fue
significativo. De mera semejante, no se observaron diferencias significativas en el

numero de hojas y el numero de raices laterales (Fig. 6 d, h).
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La presencia de los VOCs fungicos de B. bassiana modifica los patrones

de consumo de S. frugiperda en estadio L2

Al exponer a las larvas de S. frugiperda a los VOCs de Al2 y AS5 durante el
consumo de follaje de S. bicolor, se observé la disminucion del porcentaje de
herbivoria (Control: 7.88%, VOCs Al2: 5.11%; P=0.035) de alrededor del 20% en los
tratamientos donde se expuso a las larvas a los volatiles de Al2 (Fig. 7 b). Si bien
no hubo diferencias significativas en otros parametros observados, si se observaron
reducciones consistentes de los promedios de area consumida (Control: 9.25 mm?,
VOCs Al2: 6.87 mm?, P=0.063) (Fig. 7 a) y numero de mordidas promedio por hoja
(Control: 3.58, VOCs Al2: 3.08. P=0.233) (Fig. 7 c) en el sistema de interaccién por
VOCs de Al2. En particular, es posible apreciar estos en la forma de la distribucion
de frecuencia del numero de mordidas. De manera semejante, no se observaron
diferencias significativas en los parametros medidos para las larvas expuestas a los
VOCs de AS5 en términos del promedio de area consumida (Control: 6.43 mm?,
VOCs AS5: 5.84 mm?, P=0.566), el porcentaje de herbivoria (Control: 6.14%, VOCs
ASS5: 5.26%, P=0.423) ni el numero de mordidas (Control: 3.45, VOCs AS5: 3.26,
P=0.603) (Fig. 7 d-f).
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con distribucion gamma, a=0.05.

Con el fin de entender si en la dinamica observada influye la preferencia de
las larvas de S. frugiperda en consumir un tipo de tejido, se realizé el ensayo
tomando en consideracion la separacion de las hojas de las plantulas de sorgo en
H1 y H2. De manera semejante a lo observado con anterioridad, existe una
disminucion consistente de los promedios de consumo de S. frugiperda al exponerla

a los VOCs del aislado Al2 (Fig. 8). En particular, existen una reduccion significativa
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del porcentaje de herbivoria en las hojas H2 (Control H1: 8.9%, Control H2: 6.84%,
VOCs Al2 H1: 6.28%, VOCs AlI2 H2: 3.98%), acompaiado de disminuciones
semejantes en el area consumida (Control H1: 9.96 mm?, Control H2: 8.54 mm?,
VOCs Al2 H1: 7.05 mm2, VOCs Al2 H2: 6.69 mm?) (Fig. 8 a, b), sin embargo el
numero de mordidas promedio (Control H1: 3.42, Control H2: 3.73, VOCs Al2 H1:
2.86, VOCs AI2 H2: 3.29) fue ligeramente mas alto en los tratamientos con
exposicion (Fig. 8 c). Interesantemente, éste no fue el caso para el tratamiento con
exposicion a los VOCs del aislado AS5, en donde no se observo un patron claro de

reduccion que variara en funcion del tejido (Fig. 8 d, f).

91



[®] control [®] vocs A2

a b c
60 ns 50 a ab ab b 20 ns
40
- 15
£
»E 40 = ]
E S 30 3
o _E =
; 2 -
F 10
@ 3 ]
S o
8 & 20 e
3 g :
g 20 §
a 5
10
0 0 0

[®] control [®] vocs ass

d e LI
60 ns 50 ns ns
40 15 ‘
< g
E 40 K ")
£ S 30 g |
3 8 8 I
£ s 8 oy \
2 8 8
8 ? 5 2 CEp ¢ g
- £ : £
< e = z
& 5
10
0 0 0

Figura 8. Parametros de consumo de S. frugiperda entre distintas hojas del follaje de S.
bicolor durante la exposicion a lo VOCs fungicos de los aislados de B. bassiana Al2 y AS5.
N=114/183, glm con distribucién gamma, a=0.05.

92



El 3-metilbutanol induce modificaciones en el patron de consumo de

larvas de S. frugiperda en plantas de S. bicolor.

En vista de que la emisién en las cepas Al2 y AS5 de B. bassiana esta
constituida mayormente por el alcohol de fusel 3-metilbutanol, ademas de la
observacion (Ramirez-Ordorica et al., 2022) de que la presencia de este alcohol
modifica los patrones de oviposicion del adulto de S. frugiperda, se probaron
diferentes concentraciones del compuesto puro comparables a la emisién promedio
observada en los perfiles de VOCs, y que fue ~ 8 pg. Con este fin, se probaron dos
dosis: 8 pg (x1) y 80 ug (x10) (Fig. 9). Interesantemente, la dosis de 8 ug del
compuesto indujo un ligero incremento del promedio de mordidas de S. frugipera en
el follaje colectado de S. bicolor (Control: 11.66 mordidas, x1: 14.01 mordidas,
P=0.37), lo que contrastoé significativamente con el tratamiento de 80 ug en donde
se observé una disminucion marginal de dicho parametro (Control: 11.66, x10: 9.01
mordidas, P=0.15) (Fig. 9 c). Ademas, el numero de mordidas contrasté
significativamente entre los tratamientos de 8 y 80 ug (P=0.006). No se observaron
diferencias significativas en los promedios de area consumida ni porcentaje de
herbivoria (Fig. 9 a, b).
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Nuevamente, se buscaron diferencias que pudieran ser explicadas por el tipo
de hoja consumida por el insecto. Asi, se observo que el porcentaje de herbivoria
disminuy6 significativamente entre los tratamientos con hojas H2, en particular se
observo un fuerte contraste entre el promedio de consumo del control H1 y el control
H2 (Control H1: 14.07%, Control H2: 7.97%, P=0.002), entre los tratamiento de 8 ug
de 3-metilbutanol con hoja H1 y 8 ug con hoja H2 (x1 H1: 13.81%, x1 H2: 8.59%,
P=0.002) y entre los tratamiento de 80 ug de 3-metilbutanol con hoja H1 y 80 ug con
hoja H2 (x10 H1: 11.17%, x10 H2: 5.78%, P=0.002). Otro parametro cuyas
diferencias fueron significativas entre las hojas H1 y H2 es el numero de mordidas,
en particular entre 8 ug de hoja H1 y 80 ug en hoja H2 (x1 H1: 14.07 mordidas, x10
H2: 7.56 mordidas, P=0.005) (Fig. 10).
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Las preferencias de S. frugiperda a los VOCs fungicos son

dependientes del contexto de eleccién.

En vista de los resultados anteriores, fue de nuestro interés entender las
preferencias que la larva en L2 de S. frugiperda tiene hacia diferentes fuentes
aromaticas asociadas a sus respectivas fuentes alimenticias y a los aromas del
micelio de los aislados Al2 y AS5 de B. bassiana por medio de ensayos de

olfatometria de eleccion (Fig. 11y 12)

De esta manera, se observo que las larvas prefieren consumir el micelio de
los aislados Al2 y AS5 en situaciones donde no se les presenta con ninguna otra
fuente alimenticia, por lo que contrasta fuertemente la frecuencia de larvas que
eligen micelio al tratamiento vacio. Sin embargo, al presentarles como fuentes de
alimentacién los micelios de Al2 y ASS5 y medio PDA, la mayoria de las larvas
prefirieron consumir el PDA, esta preferencia fue marcada en el caso del contraste
entre PDA vs micelio AS5 (P=0.0006) (Fig. 12). Por otra parte, en el caso de las
baterias de alimento artificial vs micelios Al2 o AS5 se observéo una marcada
preferencia de las larvas a consumir el alimento, que fue altamente significativa en
ambos casos (P < 0.0001) (Fig. 11 y 12). Como era de esperar, tanto los contrastes
del control positivo (agua vs alimento) como del control negativo (vacio vs vacio)

mostraron diferencias significativas (P < 0.0001) o bien no diferencias (P=0.142).
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La exposicion previa de S. bicolor a los VOCs de B. bassiana no

modifica las prefencias de consumo de S. frugiperda L2

Para tratar de entender si la preferencia de las larvas de S. frugiperda al sorgo
se ve modificada por la pre exposicion del follaje de las plantas a los VOCs fungicos
de B. bassiana, se usaron plantas previamente expuestas por un lapso de 7 dias al
sistema dual S. bicolor- B. bassiana sin contacto directo (Fig. 13). Cuando se
comparé la frecuencia de eleccion de las baterias de sorgo control vs agua, sorgo
pre tratado con VOCs Al2 vs agua, y sorgo pre tratado con VOCs AS5 vs agua, se
observo una clara preferencia hacia el follaje de sorgo en todos los casos (P<0.001).
Sin embargo, al contrastar el sorgo control vs sorgo pre tratado (con VOCs Al2 o
AS5) no se observaron diferencias en la preferencia de las larvas entre estos pares
de eleccidn. De forma semejante, no se observaron diferencias en la frecuencia de
eleccion entre el sorgo pre tratado con los VOCs Al2 y el sorgo pre tratado con los
VOCs AS5 (P=0.715) (Fig. 13).
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Figura 13. Ensayos de olfatometria de eleccion de larvas L2 de S. frugiperda al follaje de
S. bicolor pre tratado con los VOCs de B. bassiana. N=30/46, prueba chi-cuadrada, a=0.05.
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El 3-metilbutanol no influye en el comportamiento de eleccién en las

larvas

En vista de la observacion de que el alcohol de fusel 3-metilbutanol induce
cambios en los patrones de consumo de S. frugiperda durante la herbivoria del
follaje de sorgo, se estudio la preferencia de las larvas a 8 ug de 3-metilbutanol. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de eleccién
entre el cebo con 3-metilbutanol y agua (P=1.00), ademas hay una preferencia
marcada al alimento contra el alcohol (P < 0.0001) (Fig. 14). Por lo tanto, no existe

preferencia de las larvas en estadio L2 por el alcohol de fusel 3-metilbutanol.
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Figura 14. Ensayos de olfatometria de eleccién de larvas L2 de S. frugiperda expuestas a
8 ug de 3-metilbutanol. N=30/46, prueba chi-cuadrada, a=0.05.
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I.4. DISCUSION

Recientemente ha crecido el interés en el estudio de los procesos etoldgicos
desencadenados por los aromas en insectos y sus implicaciones en el control de
plagas (Reisenman et al., 2016; Oppliger et al., 2000). En particular, resulta esencial
comprender la relevancia de los aromas no solo en la localizacion y eleccion de
fuentes de alimento, sino también en variables como la velocidad de consumo y en
los patrones de seleccion de habitat por parte de los insectos herbivoros, con
implicaciones significativas para el control y gestion de plagas (War et al., 2011; Sun
etal., 2021).

Dado que las plantas y los insectos coexisten en un ambiente compartido con
diversos microbios del suelo, ambos se encuentran expuestos a mezclas complejas
de moléculas emitidas por los microorganismos, lo que ejerce un considerable
impacto sobre la fisiologia de las plantas y sus patrones de desarrollo y crecimiento
(Weisskopf et al., 2021). No obstante, nuestro entendimiento acerca de como los
VOCs microbianos influyen en el comportamiento de los insectos aun es limitado
(Calcagnile et al., 2019). En este sentido, resulta intrigante y poco conocido cémo
los aromas derivados de microbios entomopatdgenos ejercen influencia sobre los
insectos, mas aun por el hecho de que estos microorganismos usan a los artrépodos

como fuente de carbono.

La reaccidén de los insectos ante los estimulos aromaticos se encuentra
invariablemente ligada al contexto ambiental (Conchou et al., 2019). Esto se explica
en términos adaptativos, pues posibilita una precisa modulacion del comportamiento
en correspondencia con diversas condiciones ambientales que demandan
respuestas apropiadas y especificas (Zhou & Jander, 2022). Los insectos
herbivoros no captan solamente las sefales olfativas emanadas por la planta
hospedera, pues también vigilan en busca de la presencia de senales de
depredadores al acecho, la existencia de otros individuos de su misma especie o de

otras con los que compiten al explotar los mismos rangos tréficos, asi como las
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condiciones atmosféricas y de iluminacion, por mencionar solo algunas (Schroder &
Hilker, 2008). Bajo circunstancias apropiadas y en el umbral de concentracion
adecuado, se observan respuestas diversas que deben adaptarse en funcion de

estas exigencias contextuales (Renou, 2014).

Los lepidopteros tienen la particularidad de explotar dos nichos troficos y
ambientales totalmente diferentes a lo largo de su ciclo de vida: mientras que las
larvas son mayoritariamente herbivoras con una preferencia por las partes blandas
del tejido de las plantas (hojas jovenes principalmente) (Suits et al., 2017) y son de
movilidad limitada, los adultos por su parte consumen el néctar de las flores, son
eficientes polinizadores, y ademas tienen la capacidad de recorrer grandes
distancias durante el vuelo (Berenbaum & Isman, 1989). Este cambio tan marcado
de su estilo de vida al pasar a la fase de adulto exige también cambios drasticos en
el tipo de sefiales quimicas percibidas por el insecto y como responde a ellas. Esto
tiene como consecuencia el hecho de que los comportamientos observados hacia
la presencia de diferentes estimulos aromaticos en los adultos no necesariamente
se observen en las larvas, inclusive entre larvas de diferentes estadios de desarrollo,
como se ha demostrado por la expresion diferencial de receptores olfativos entre

larvas L2 y L4 de S. littoralis, por mencionar un ejemplo (Revadi et al., 2021).

En este trabajo se observé una disminucion en el consumo de follaje por parte
de las larvas de S. frugiperda expuestas a los VOCs derivados de B. bassiana. Cabe
destacar que estos aislados poseen una caracteristica distintiva: exhiben diversos
niveles de virulencia (Al2 presenta una mayor virulencia y proviene de cadaveres
de insectos, mientras que AS5 presenta una menor virulencia y se obtuvo de

nucleos de suelo) (Ramirez-Ordorica et al., 2022).

Se ha observado la existencia de diferencias innatas a nivel genético,
fisiolégico y bioquimico entre diferentes aislados de hongos entomopatdgenos,
resultado de su adaptacion a poblaciones de huéspedes diversas, condiciones

ambientales heterogéneas o a las variaciones en los modos tréficos del propio
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hongo, pudiendo desarrollarse exitosamente como organismo de vida libre en el
suelo, como endofito de plantas o como microbio entomopatégeno (Shikano, 2017).
Este fendmeno sugiere que las emisiones de VOCs fungicos posiblemente también
difieren entre aislados, al ser productos del metabolismo derivados de una amplia
variedad de vias y precursores, los cuales reflejan su diversidad bioquimica y los
distintos modos de vida de los entomopatdégenos (Farh & Jeon, 2020; Guo et al.,
2021).

Estas diferencias explican también el hecho de que los efectos conductuales
inducidos por los aislados Al2 y AS5 muestren ligeras variaciones en los parametros
de consumo registrados. Esta observacion es acorde con otros reportes que
muestran la especificidad de distintos aislados de entomopatdgenos para generar
respuestas conductuales variables en funcién de su nivel de virulencia en insectos.
Un ejemplo es la respuesta de evasion en poblaciones completas de isopteros de
la especie M. michaelseni ante el micelio infeccioso de los hongos B. bassiana y M.
anisopliae, y que incrementa en proporcioén a la virulencia de dichos aislados (Mburu
et al., 2009; Mburu et al., 2013). Hallazgos semejantes se conocen en otros grupos
como heteropteros y coledpteros (Meyling & Pell, 2006; Villani et al., 1994),
sugiriendo la existencia de un patron de conducta condicionada por la virulencia que
constituiria una estrategia adaptativa generalizada entre diversos grupos de
insectos sometidos a una presion selectiva suficiente para detectar y evitar a

agentes infecciosos como los hongos entomopatdgenos.

En el sistema de estudio usado, no fue posible observar diferencias
significativas en los parametros de crecimiento entre el grupo de plantas de sorgo
expuesto a los VOCs fungicos y las plantas control. La promocion del crecimiento
vegetal inducida por entomopatdgenos ha sido estudiada en diferentes cultivos con
efectos muy variados (Jaber & Ownley, 2018), por ejemplo, se conocen casos en
los que la promocién ha sido notable en cultivos de maiz (Liu et al., 2022), otros

donde ejercen un efecto discreto (Tall & Meyling, 2018), asi como estudios donde
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han sido totalmente neutros (Tefera & Vidal, 2009). Esto probablemente es
explicado por el hecho de que la promocion del crecimiento vegetal inducida por
VOCs es dependiente de varios factores ambientales e intrinsecos de la interaccion
que afectan la eficacia o el resultado observado en condiciones naturales (Orellana
et al., 2022; Blom et al., 2011; Liu & Zhang, 2015).

Es interesante notar la disminucién en el consumo de follaje cuando el insecto
es expuesto a los VOCs de B. bassiana, lo que se refleja en la reduccion consistente
de los promedios de area consumida, porcentaje de herbivoria y numero de
mordidas sobre las hojas en el experimento. La respuesta de evasién a agentes
infecciosos es bien conocida en insectos (Stock et al., 2023; de Roode & Lefévre,
2012). Estas conductas se manifiestan en la forma de conductas de limpieza en los
insectos eusociales (Zhukovskaya et al., 2013), hasta en el tiempo de huida en una
superficie contaminada con esporas de hongos entomopatdégenos (Meyling & Pell,
2006). Por otra parte, la presencia de agentes infecciosos en fuentes alimenticias
también genera respuestas de aversidn, lo que disminuye las probabilidades de que
la poblacién de insectos sufra la enfermedad (Capinera et al., 1976; Parker et al.,
2010). Por ejemplo; se ha reportado que la fase larvaria de Lymantria dispar evita

consumir el follaje contaminado con baculovirus patdgenos (Parker et al., 2010).

En nuestro trabajo, y en vista de que la fuente alimenticia no estaba
propiamente contaminada en el sistema utilizado, ademas del hecho de que el
follaje usado en los ensayos de herbivoria tampoco fue expuesto previamente a los
VOCs fungicos, la unica explicacion para esta reduccion de los promedios es una
respuesta conductual inducida exclusivamente por el aroma de los hongos
presentes en el sistema en el momento. Una limitante en este sistema es que los
VOCs fungicos se acumulan progresivamente conforme transcurren las horas en el
espacio de cabeza de la caja. En ambientes nativos, los VOCs fluyen con las
corrientes de agua y aire (Weisskopf et al., 2021), ademas de que solo en

circunstancias adecuadas alcanzarian umbrales de concentracion tan elevados
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como los obtenidos en este ensayo. Por este motivo, el umbral minimo requerido
para alcanzar las respuestas observadas no se puede determinar de esta manera.
Sin embargo, los insectos también son particularmente sensibles a los olores. Por
ejemplo, se ha estudiado que S. litoralis detecta los terpenos geraniol y linalool de
origen vegetal en cantidades tan pequefias como 10 g, mientras que al
componente mayoritario de la hormona sexual de la hembra (el (Z,E)-9,12-
tetradecadienil acetato) los machos responden con alrededor de 10-'% g, equivalente
a 240 moléculas de compuesto en fase gaseosa (Angioy et al., 2003). Ademas, la
mayoria de los insectos poseen sistemas olfativos altamente especializados para
detectar las moléculas emitidas por fuentes alimenticias en estado de fermentacion,
como los alcoholes de fusel emitidos en mayor abundancia por estos
entomopatdgenos (Dzialo et al., 2017; Becher et al., 2018), por lo tanto, seria de
esperar que en un ambiente natural se lograra alcanzar la concentracion necesaria

para observar esta respuesta de disminucion de la herbivoria.

Muchos insectos herbivoros presentan preferencias en el consumo de
diferentes tejidos vegetales (Ye et al., 2022), lo que se manifiesta también en su
comportamiento de ubicacion sobre la planta (Reisig et al., 2020). Los herbivoros
prefieren el consumo de parte blandas y tejidos jovenes, esto es debido a la mayor
acumulacién de azucares almacenados en estos 6rganos (Suits et al., 2017). En el
sistema usado, los promedios mas altos para todos los parametros de consumo fue
en la hoja basal H1 de las plantulas de sorgo, siendo esta la hoja mas chica que

presentaron las plantulas a los 10 dias post germinacion.

En estas condiciones, el consumo tuvo una mayor reduccion de los
promedios en los tratamientos expuestos al aislado Al2 con mayor virulencia. Si bien
algunos insectos responden a los aislados de entomopatdgenos en funciéon de su
virulencia (Hussain et al, 2010a), no se tiene reportes de este comportamiento en
larvas de lepidopteros. Otra deduccion sacada del comportamiento de las larvas en

nuestro sistema es que no se necesita un contacto directo entre el micelio y el
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insecto para inducir estos cambios conductuales, basta con que el agente patogeno
se encuentre en la cercania para que el insecto se percate de la presencia del

patdgeno y responda en consecuencia.

En la actualidad es bien sabido que los microbios participan en los procesos
clave que determinan la estructura y composicion de las comunidades vegetales
(Williams et al., 2013; Marian et al., 2022), sin embargo, hasta qué punto la
presencia de estos afectan las capacidades funcionales de las plantas para hacer
frente al estrés bidtico, con especial atencion a la herbivoria, y las consecuencias
que esto tendria para la composicion de herbivoros en estas comunidades
vegetales no se tiene del todo claro (Shikano, 2017). Por ejemplo, la aplicacion de
T. atrovidiride en cultivos de maiz induce una fuerte reestructuracion en la
comunidad de artropodos asociados al cultivo en comparacién con los cultivos
testigos sin cultivar (Contreras-Cornejo et al., 2021). Los resultados obtenidos en
las reducciones en los promedios de consumo de S. frugiperda sugieren que la
presencias de entomopatégenos como B. bassiana probablemente impacta en la
actividad de forrajeo de este insecto herbivoro por la emision exclusiva de VOCs in
situ, aunque esto debera ser estudiado en mayor detalle con un sistema disefiado

para este fin.

La gran mayoria de los insectos tienen la capacidad de detectar los aromas
generados por fuentes de alimento en diversas etapas de descomposicion (Davis et
al., 2013). Los lepiddpteros, por ejemplo, responden a las fragancias liberadas por
frutas maduras o en proceso de fermentacién, y una parte crucial de estas
fragancias esta asociada a los alcoholes fusel (Dzialo et al., 2017). Entre los
componentes aromaticos predominantes liberados por los aislados de B. bassiana
se encuentran los alcoholes fusel, especificamente el 3-metilbutanol y el 2-
feniletanol. Resulta notable el hecho de que la exposicion de las larvas a
concentraciones de 3-metilbutanol de 8 y 80 ug provoque una disminucion en los

promedios de consumo. Este efecto es particularmente evidente en los valores
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medios de area consumida y porcentaje de herbivoria. Lo anterior sugiere la
presencia de una mayor cantidad de mordidas producidas por las larvas en las
laminas de la hoja, sin que ello se traduzca en un aumento en el area consumida.
En otras palabras, los insectos muerden con mayor frecuencia, pero con una menor
remocion de material. Este comportamiento posiblemente se debe interpretar como
una indecision por parte de la larva en relacién a consumir el follaje cuando esta
expuesto a la presencia del alcohol. Lo anterior es similar a lo reportado con
respecto al tiempo que ciertos heteropteros tardan en comenzar a desplazarse
sobre superficies contaminadas con el hongo entomopatogeno (Meyling & Pell,
2006). Ademas, las diferencias en las respuestas observadas entre las dosis de
alcohol probadas también sugieren la existencia de una relacion dosis-respuesta.
Esta relaciéon ya ha sido observada en las alteraciones provocadas por el 3-
metilbutanol en el comportamiento de oviposicion de los adultos (Ramirez-Ordorica
et al., 2022).

Es relevante destacar que estas variaciones dependientes de la dosis se
hicieron mas evidentes al analizar los promedios de consumo en distintas hojas.
Similar al escenario de la exposicion a la mezcla de VOCs fungicos, los valores
promedio de los parametros disminuyeron de manera coherente al aumentar la
cantidad del alcohol. Una vez mas, se observd un mayor consumo en la hoja H1,
donde las discrepancias en el porcentaje de herbivoria entre los controles, por

ejemplo, eran casi duplicadas en magnitud.

El patrén registrado concuerda con una reduccion en el consumo que esta
intrinsecamente ligada a la presencia del alcohol, y esta disminucién se intensifica
particularmente en el tejido preferido por el insecto (las hojas jovenes H1). Aunque
las tendencias de incremento en el numero de mordidas entre las diferentes hojas
no son tan claras, se evidencia claramente una disminucion en las mordidas cuando
se emplea la dosis mas alta del alcohol. Esto probablemente ocurre cuando el

insecto ha superado el umbral de percepcién y respuesta. De esta forma, es
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plausible que la dosis minima percibida bajo nuestras condiciones de
experimentacion sea cercana a los 8 ug, ya que es a partir de esta cantidad cuando
se comienza a apreciar una reduccién marginal en el consumo, reflejada en el

porcentaje de herbivoria en la hoja H1.

La respuesta ante los aromas siempre se encuentra influenciada por el
contexto ambiental circundante (Conchou et al., 2019). Esta tendencia se puso en
evidencia en los resultados obtenidos de las pruebas de olfatometria de eleccion
realizadas con las larvas L2 de S. frugiperda. En todos los escenarios, la reacciéon
de los insectos hacia la fuente de alimento empleado para su crianza fue
extremadamente pronunciada. Esta respuesta es claramente un resultado de las
experiencias tempranas olfativas y gustativas de las larvas y posiblemente también
como una adaptacién a lo largo de multiples generaciones en condiciones de

laboratorio.

No obstante, el insecto demuestra ser lo suficientemente adaptable como
para responder y consumir otras fuentes de alimento. Cuando se les presenté el
micelio de Al2 o AS5, en ambos casos los insectos respondieron positivamente si
no disponian de ninguna otra fuente de alimento. Sin embargo, cuando se les
presentd el micelio junto con otra fuente de alimentacién, en todos los casos se
observé una disminucién en la frecuencia de respuesta hacia el micelio, mientras
que la preferencia por las alternativas de alimento fue mayor. Este patron de
comportamiento se interpretaria como una respuesta de aversion de las larvas de
S. frugiperda hacia el micelio del entomopatégeno. Estos hallazgos concuerdan con
observaciones realizadas en otros grupos de insectos que evitan el contacto con

agentes infecciosos (de Roode & Lefévre, 2012).

Es relevante también notar que la proporcion de larvas eligiendo el micelio
de Al2 en comparacion con no elegir ninguna opcion (sin respuesta) fue menor en
comparacion con el micelio de AS5. En el caso de AS5, no solo la proporcion de

larvas que optaron por el micelio fue mayor, sino que el porcentaje de respuestas
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favorables casi se duplico. Esto sugiere que las larvas L2 sienten una mayor
aversion hacia el aislado menos virulento, un resultado que contrasta con lo

reportado para isopteros (Mburu et al., 2009; Mburu et al., 2013).

El sorgo es un cultivo atacado por diversas plagas de insectos que ocasionan
pérdidas considerables y, en consecuencia, esto ha impulsado el uso de
biopesticidas sea particularmente util con este cultivo (Okosun et al., 2021). Un
efecto deseable de los bioinoculantes a base de microbios del suelo es generar
efectos protectores al activar los mecanismos innatos de defensa de la planta
(efecto conocido como resistencia sistémica inducida) (Mauch-Mani et al., 2017). La
naturaleza de estos efectos en plantas ha sido poco explorada para
microorganismos entomopatdgenos, por lo tanto, sus implicaciones ecoldgicas no
son bien conocidas (Shikano, 2017). Al ser un hongo también con habitos enddfitos,
cabe la posibilidad de que una estrategia para propagarse como patdégeno de
insectos sea el volver a las plantas mas atractivas para su consumo por los
herbivoros. Esto ya ha sido observado antes en la inoculacion de B. rapa con
Metarrihizum en inoculacion directa (Cotes et al., 2020). Sin embargo, en nuestro
sistema por VOCs fungicos, la pre exposicidon de las plantulas de sorgo de 10 dias
a estos compuestos no indujo cambios en la preferencia de las larvas a este follaje.
Este efecto, de existir, probablemente dependeria del contacto directo con la raiz o
habitando en interior del tejido como hongo enddfito. Sin embargo, se ha reportado
que la exposicion de las raices a los VOCs cambia la tasa de consumo de insectos
herbivoros de follaje y raiz en plantas mas grandes y con mayor desarrollo (Moisan
et al., 2020), por lo tanto, no se descarta la existencia de este efecto de forma
acumulativa, requiriéndose de tiempos mas prolongados de exposicién y desarrollo

de la planta para poder apreciarse.

El 3-metilbutanol se ha reportado como atrayente de dipteros, en particular
de Anastrepha suspensa (Epsky et al., 1998), y de lepidopteros adultos de las
familias Thyatiridae, Noctuidae y Geometridae (Utrio & Eriksson, 1977; Téth et al.,
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2010), ademas de ser un quimioestimulante en D. melanogaster (Oppliger et al.,
2000), sin embargo, en este trabajo no fue posible encontrar un efecto atrayente en
el sistema de olfatometria de eleccion. La respuesta olfativa de los lepidopteros no
es la misma entre los estadios adultos y larvarios, pues cada uno posee
adaptaciones particulares para lidiar con los ambientes que colonizan y sus
necesidades alimenticias. Asi, mientras los adultos de mariposas son sensibles a
este compuesto (Ramirez-Ordorica et al., 2022), lo mismo no necesariamente es
verdad para las larvas. Este resultado es también consistente con la observacion de
que la exposicion al 3-metilbutanol reduce los parametros de consumo en las
plantas de sorgo, por lo tanto, se concluye que en el sistema utilizado el alcohol

actua como compuesto repelente o disuasivo del consumo de follaje.
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I.5. CONCLUSION

Los VOCs fungicos emitidos por los aislados de B. bassiana Al2 y AS5
modifican diferencialmente la conducta de herbivoria de las larvas L2 de S.
frugiperda, lo que se observa en la reduccion de los parametros de consumo
medidos. Ademas, el 3-metilbutanol participaria de este comportamiento al inducir
un efecto disuasivo del consumo del follaje. Esto abre la posibilidad de que el efecto
del hongo entomopatdégeno B. bassiana en la conducta de los insectos herbivoros
como S. frugiperda pueda ser un factor importante en la modulacién del consumo y

remocién de follaje en los agroecosistemas donde se aplica.
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8. DISCUSION GENERAL

Como un producto de la adaptacion, la conducta es un componente de la
irritabilidad de los organismos que les permite modificar sus patrones de estimulo-
respuesta acorde a las condiciones presentes y, por lo tanto, es un caracter sujeto
a los mismos mecanismos de seleccion que rigen a otras funciones adaptativas,
ademas de ser uno de los componentes del fenotipicos que mas rapidamente
evoluciona, siendo notablemente distinto incluso entre especies estrechamente

emparentadas en términos filogenéticos (Hernandez et al., 2021).

El presente trabajo nace de la motivacion por mejorar la comprension sobre
la importancia de los semioquimicos en las interacciones que se desarrollan en la
naturaleza y su implicacién en la relacion multitréfica planta-microbio-insecto. Sin
lugar a dudas, la conducta influye notablemente en la relacion de consumo de los
insectos herbivoros. Decisiones basicas como la seleccidn del sitio de puesta, la
conducta misma de oviposicion, la seleccion de una planta para consumir y la
atraccion de las larvas hacia una fuente alimenticia, marcan momentos clave en el
ciclo de vida del insecto donde debe tomar la eleccién Optima con respecto a los
recursos disponibles, y en donde la percepcion aromatica es fundamental. La
presencia de microbios, entre ellos patdégenos, asi como los perfiles moleculares
emitidos por estos, pueden desencadenar eventos conductuales en favor del
insecto huésped, o también volverlo mas vulnerable para ser infectado por un

microbio patdégeno, como el entomopatdégeno B. bassiana.

Los insectos poseen algunos de los sentidos mas agudos de la naturaleza,
siendo la quimio percepcion de los mas importantes y fundamental para la toma de
decisiones clave en su ciclo de vida. Al ser tan importante para el insecto, su sistema
olfativo deberia ser capaz de percibir las senales correspondientes a amenazas
particulares, en especial aquellas que ejercen una fuerte presion selectiva en las
poblaciones. La presencia de agentes infecciosos como los hongos

entomopatdgenos tienen un efecto considerable en la regulacién poblacional de los
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insectos y, por lo tanto, seria de esperar que la capacidad de estos para responder
acorde a la presencia de los entomopatdgenos seria una caracteristica general
entre diversos ordenes (Baverstock et al., 2010). Sin embargo, son escasos los
reportes de modificaciones en la conducta reproductiva en insectos inducidos por el
ataque de hongos entomopatogenos (Hansen & de Fine Licht, 2019) y son pocos
los que han explorado la posibilidad de que estos hongos modifiquen o incrementen
el éxito reproductivo del insecto en favor del patégeno, en eventos tales como la
induccion de la oviposicion en un sitio (Cotes et al., 2020; Rannback et al., 2015), la
copula (Naundrup et al., 2022) o el consumo (Zhu et al., 2023). La razén no es del
todo clara y se podrian barajar diferentes explicaciones, por ejemplo el ajuste fino
de los mecanismos de infeccién del patégeno que han logrado moldear estas
conductas para neutralizarlas, o en algunos casos reconducirlas en favor del
patdgeno, o inclusive que estas modificaciones posiblemente son demasiado sutiles
para haber sido interpretadas correctamente, siendo necesario el desarrollo de
estrategias experimentales mejor dirigidas hacia la observacion de estos patrones
de conducta (Hansen & de Fine Licht, 2019). En cualquier caso, el desarrollo de
modelos experimentales dirigidos hacia entender en particular el comportamiento
de lepidopteros en su interaccién con hongos entomopatdgenos deberia ayudar a

encontrar mas casos correspondientes con estas adaptaciones conductuales.

Las particularidades metabdlicas subyacentes a los mecanismos de infeccion
en patdgenos, y en particular de los patégenos fungicos, son claves para entender
las estrategias de infeccion, su significado evolutivo y sus implicaciones en el éxito
del establecimiento de una enfermedad (Ene et al., 2014). Si nos limitamos a
entender al metabolismo sencillamente como la totalidad de reacciones quimicas
que acontecen en una célula viva (Sanchez & Raja, 2023), podemos perder de vista
que, siendo un sistema complejo, en su funcionamiento hay una gran cantidad de
componente y factores que no se deben entender como simplemente la suma de
las partes; libre de las interacciones o de nuevas propiedades emergiendo del

sistema (Ma’ayan, 2017).
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Asi, el metabolismo también puede ser visto como un sistema en equilibrio
dinamico que acontece en condiciones ambientales particulares, con diferentes
subsistemas a su vez con su propio equilibrio dependiente del influjo de otros
factores externos. Siguiendo esta linea, el metabolismo es el mediador entre la
célula y su entorno, siendo el enlace entre los procesos individuales dependientes
enteramente de la fisiologia del individuo y los procesos poblacionales que
dependen del entorno (Pulido et al., 2018). EI metabolismo también impone reglas
basicas sobre la asignacion de recursos en un medio cambiante a través de las
propiedades de sus redes y modulos metabdlicos, convirtiendo al sistema en una

entidad altamente adaptable (Ravasz et al., 2002; Sambamoorthy et al., 2019).

Por este motivo, el metabolismo en su abordaje ecologico, debe tener en
consideracion las interacciones troficas en las que esta ocurriendo, asi como los
factores de estrés bidticos y abioticos a los que se enfrenta el organismo (Chown &
Gaston, 1999; Steiner & Van Buskirk, 2009). Una poblaciéon en un proceso de
especiacion incipiente debe especializarse en la explotacion de un conjunto
particular de recursos y, en consecuencia, debe modificar también su metabolismo
de acuerdo a las necesidades, incluyendo propiamente a la fuente de carbono de la
cual depende (Martinez et al., 2023; Warsi et al., 2019). Estos cambios y
especializacion, en mayor o menor medida, deberian verse reflejados en la
composicién y abundancia de compuestos sintetizados y emitidos al medio, entre
ellos los VOCs (Guo et al., 2021). Estos son percibidos por otros individuos para
establecer diferentes relaciones, ya sea de competencia, depredacion o
cooperacion, y por lo tanto son factores que les conferiran una ventaja, o bien,
jugaran en su contra al desenvolverse en el medio. Si la emision de estas moléculas
tiene el potencial de mejorar la adecuacion bioldgica del emisor (fitness darwiniano)
(Demetrius & Ziehe, 2007) se convierten en candidatos a transformase en
semioquimicos. La contribucion y el sinergismo de todos estos factores convierten
al estudio del metabolismo y de los compuestos semioquimicos, desde el punto de

vista evolutivo y ecolégico, en objetos de estudio particularmente desafiantes.
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En ecologia, entendemos por nicho a la representacién de todos factores
ambientales y recursos dentro de los cuales la tasa de crecimiento neto tiene valores
positivos. La interaccion entre factores bidticos (nicho eltoniano) y abiéticos (nicho
grineliano) determinan la capacidad de una especie para propagarse y colonizar
ambientes distintos, pues afectan directamente la tasa de crecimiento de la
poblacién, siendo positiva en las regiones del nicho favorables (Baquero et al.,
2021). En especial, nos referimos al nicho tréfico como aquellas dimensiones que
solo toman en consideracién a los sustratos y/o fuentes de carbono usadas por el
organismo por el uso de diferentes estrategias (autotrofia, heterotrofia, detritivoro,
etc.) (Bearhop et al., 2004). En la actualidad, se considera que los nichos son
“fundamentales” (NF), cuando solo toman en consideracién la idoneidad de los
factores abioticos, o bien “realizados” (NR), cuando ademas se considera el efecto
de las interacciones (benéficas o deletéreas) establecidas por un organismo, como
la competencia, la depredacion, el parasitismo, y que limitan o favorecen su
proliferacion (Soberén, 2007). En este contexto, los compuestos semioquimicos
cumplirian su funcion al incrementar el nimero de interacciones llevadas a cabo de
una especie con otras, incrementando de esta forma el NR siempre y cuando las
interacciones establecidas por la mediacion de estos compuestos sean positivas al
menos para el emisor. A pesar de la enorme inversién de recursos implicados en la
sintesis de estas moléculas, los hongos como B. bassiana dedican una parte
considerable de su energia y carbono para producirlos (Inamdar et al., 2020). La
explicacion seria, en parte, las considerables ventajas conferidas a los hongos que
las sintetizan con el fin de mejorar sus capacidades competitivas, o bien para
explotar recursos nuevos debido a las interacciones bidticas mediadas por estos
compuestos. En otros términos, los semioquimicos expanden el NR al incrementar
la adecuacién de la especie por la dimensién de factores bidticos, esto es, al
incrementar el numero de interacciones intra- e interespecificas establecidas (Fig.

15). Estas interacciones incluyen a las modificaciones conductuales inducidas por
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los VOCs emitidos por los entomopatdgenos, como estrategia que unicamente

favorece al hongo en detrimento del insecto huésped.

Factores biéticos Factores abidticos

Cooperacion Nutrientes del medio l; Zwéigne?iizz?'rz:ﬁgé?s
Competencia Humedad P

Parasitismo, etc Salinidad, etc por su componente biético

Nicho Nicho

realizado | fundamental
(NR) (NF)

Figura 15. El conjunto de factores bidticos en conjuncion de los abiodticos (nicho
fundamental) que necesita una especie para proliferar determina el componente ambiental
del nicho (nicho realizado). Al incrementar el numero y el tipo de interacciones bidticas
establecidas por un organismo al emitir VOCs semioquimicos, el NR por su componente
biético se expande. Asi, el costo-beneficio de la emision es el balance de la inversién de su
biosintesis y los recursos obtenidos por las interacciones establecidas. Basado en

(Soberén, 2007) con modificaciones.

Esto explica el hecho de que los VOCs puedan predecir los estilos de vida de
los microbios emisores (Guo et al., 2021), pues son un reflejo de sus capacidades
metabdlicas, confiriéndoles ventajas al explotar sus respectivos nichos. Siguiendo
esta logica, los organismos del suelo, sometidos a microambientes altamente
heterogéneos, de alta competencia y donde ocurren simultdaneamente una gran
diversidad de interacciones (Philippot et al., 2013; Li et al., 2021) deberian de reflejar
esa diversidad en sus perfiles quimicos. Recientemente esto ha sido reportado (Guo
etal., 2021; Gualtieri et al., 2022; Adelusi et al, 2022). Ademas, los hongos producen

muchos compuestos cuya diversidad funcional y estructural también reflejan

125



claramente las necesidades ambientales que deben de cubrir para sus

supervivencia y desarrollo (Duc et al., 2022).

Los hongos patogenos, durante su ciclo de vida parasitico, explotan un
ambiente particularmente hostil pues deben enfrentarse a las defensas activas del
organismo huésped y, en consecuencia, la constante guerra armamentistica
establecida entre patdgeno y huésped los ha llevado, a lo largo de su historia
evolutiva, a la aparicién de un sinfin de moléculas que funcionan como moduladores
de la inmunidad, toxinas, o compuestos senal (Tola & Kebede, 2016; Hogan et al.,
1996; Mendes-Giannini et al., 2005). Ademas de esto, la disponibilidad de nutrientes
es diferente en los distintos compartimentos celulares del huésped. Por ejemplo,
existe evidencia de que los patdgenos fungicos Histoplasma y Paracoccidioides no
utilizan el catabolismo de hexosas para su fase intracelular dentro de los fagocitos.
En cambio, el catabolismo de aminoacidos libres dentro del fagosoma donde se
encuentra parece ser la principal fuente de carbono para su crecimiento (Shen &
Rappleye, 2020). Por otra parte, los hongos de vida libre se mantienen de la
degradacion de materia organica del ambiente tanto en condiciones aerobias como

anaerobias (Hess et al., 2020).

Los aislados fungicos obtenidos en este proyecto presentaron perfiles de
virulencia diferentes en correspondencia con la fuente ambiental de donde
provienen (Fig. 16). Los aislados mas virulentos de B. bassiana en este trabajo
fueron los provenientes de cadaveres de insectos en comparacion con los obtenidos
de nucleos de suelo. Entre los hongos entomopatdégenos existen notables
variaciones en los rangos de huéspedes que atacan, asi como en sus estrategias
de propagacion, y que son aun mas acentuadas entre diferentes concentraciones
de in6culo (Doolotkeldieva et al., 2019). Muchas de las diferencias observadas entre
distintos tratamientos fungicos de B. bassiana deberian ser interpretadas como la
consecuencia de la especializacion del hongo a explotar fuentes de carbono

diferentes. La plasticidad fenotipica y metabdlica de los entomopatdégenos es amplia
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si consideramos sus multiples estilos de vida: parasitando insectos, creciendo como
organismos de vida libre sapréfitos o como organismos enddfitos explotando los
recursos disponibles en la interior de los tejidos vegetales (Cory & Ericsson, 2010;
Shikano, 2017). El estilo de vida parasito ha aparecido en diferentes linajes de
hongos en multiples ocasiones a lo largo de la historia evolutiva, y en el caso de los
entomopatdgenos se piensa tuvieron ancestros mas relacionados con el estilo de
vida enddfito, en un proceso de diversificacion que coincide con la diversificacion de

sus huéspedes artropodos (Wang & Wang, 2017).

Parte de la discusion alrededor de la historia evolutiva de estos grupos gira
en torno a la observacion sobre como algunos géneros de patégenos fungicos
tienen huéspedes taxondmica y filogenéticamente muy distantes. Por ejemplo, los
patdgenos de plantas y de insectos son en muchos casos afines filogenéticamente.
Aun mas sorprendente es la afinidad entre el patégeno de abejas Ascophaera apis
y Aspergillus fumigatus (Shang et al., 2016), un fendmeno que posiblemente se
explica por la convivencia de potenciales huéspedes en los mismos ambientes que
estos hongos parasitos en el pasado, o bien por la semejanza de los mecanismos
de infeccion usados en huéspedes diferentes. Esto pone en relevancia la capacidad
adaptativa de los hongos patdgenos para explotar las diferentes fuentes de carbono
a su disposicion, lo que los llevé a realizar saltos entre huéspedes de diferentes filos
o reinos (Wang & Wang, 2017). Las adaptaciones moleculares y metabdlicas
necesarias para infectar a huéspedes diferentes son de distinto grado (Shang et al.,
2016) pero requieren de una considerable inversion de recursos que se veria
reflejado en el perfil de los VOCs emitidos; esto ultimo es respaldado por las

observaciones en este trabajo.

De los aislados obtenidos de suelo y de cadaveres de insecto, las diferencias
en los perfiles son lo suficientes como para clasificarlas en categorias diferentes.
Notablemente, tanto los aislados de suelo como los de insecto conservan su

infectividad independientemente del ambiente donde se obtuvieron, aunque con
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diferentes grados de virulencia, por lo tanto, la correlacion entre virulencia y emision
es consistente con observaciones hechas anteriormente (Hussain et al., 2010b;
Mburu et al., 2009), con la posibilidad de que existan implicaciones funcionales
capaces de favorecer al hongo durante el proceso de infeccidon. Recientemente, se
ha comenzado a cuestionar si los VOCs desempefan una funcion como
micotoxinas, y su implicacion en otras funciones ignoradas hasta el momento
durante el establecimiento de la enfermedad (Bennett & Inamdar, 2015; Que et al.,
2013; Inamdar et al., 2010). En consecuencia, no se descarta que los perfiles de
VOCs caracterizados contengan compuestos directamente implicados durante el

proceso de infeccion con S. frugiperda.

Los perfiles de VOCs reportados anteriormente para entomopatdégenos
destacan por ser ricos en hidrocarburos de diferente tamafo, tanto lineales como
ramificados. Sin embargo, la presencia de estos compuestos en los perfiles
estudiados no se observo, y en los casos en donde fueron observados en las
muestras de micelio también se observaron en los perfiles del medio de cultivo,
motivo por el cual se descartaron del analisis. Por ejemplo, diferentes trabajos han
reportado la presencia de decano, 2,4-dimetil-1-hepteno, 4-metiloctano, tridecano,
tetradecano, hexadecano, 2,6,8-trimetildecano, entre muchos otros (Hussain et al.,
2010a; Hussain et al, 2010b, Camele et al., 2023). Si bien la presencia de estos
compuestos ha sido asociada a las adaptaciones del hongo a degradar los
componentes del exoesqueleto de los insectos que incluye diferentes proporciones
de alcanos alifaticos, alquenos metil ramificados, o inclusive alquenos tan grandes
como C29, C3z0 y Cs1 (Ortiz-Urquiza & Keyhani, 2013), la ausencia de estos
componentes en nuestros perfiles (inclusive en aquellos pertenecientes a los
aislados mas virulentos) puede deberse al tipo de cepa, medio de cultivo,
condiciones de crecimiento o a la especificidad del método de extraccion usado. En
este trabajo, se eligié el método de SPME que ha sido ampliamente reportado en el
analisis de VOCs microbianos y que dependiendo del tipo de fibra utilizado se logra

extraer compuestos de distinta naturaleza quimica. En particular, se eligieron las
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fibras azules de PDMS/DVB por su especificidad para la captura de compuestos
semivolatiles, alcoholes, ésteres, acidos carboxilicos de cadena corta, aminas y

compuestos aromaticos nitrogenados (Supelco®, 2023).

La mayor parte de los compuestos emitidos por los diferentes aislados de B.
bassiana cae dentro de la categoria de los alcoholes. Estos componentes son
relevantes desde el punto de vista ecologico ya que una gran cantidad de
compuestos semioquimicos son alcoholes, y entre estos destacan los alcoholes de
fusel (Hazelwood et al., 2008). De estos, dos alcoholes destacaron por su
abundancia y afinidad: el 3-metilbutanol (alcohol isoamilico) y el 2-feniletanol
(alcohol fenetilico). Interesantemente, estos compuestos han sido ampliamente
reportados como compuestos semioquimicos en diferentes grupos de insectos,
entre ellos lepidopteros (El-Sayed, 2022), siendo ademas utilizados como cebos de
trampas en campo (Landolt et al., 2007; Knight et al., 2017). Se puede suponer que
esta particularidad de emitir compuestos semioquimicos de insectos por parte de B.
bassiana se trata de una estrategia desarrollada por el parasito para hacerse de un
huésped, lo cual consigue por al menos tres mecanismos: i) atrayendo al huésped
por medio de una sefal imitando la presencia de algun recurso aprovechado por el
insecto, ii) al estimular fisioldgicamente al huésped para incrementar el numero de
copulas y mejorar su dispersion por proximidad entre insectos sanos e infectados,
iii) emitiendo sefiales que alerten al huésped e incrementen la frecuencia de
oviposicion cerca del sitio donde se encuentra el patbgeno como una estrategia de
compensacion. Ninguno de estos escenarios seria mutuamente excluyente vy, por lo
tanto, la explicacion de las conductas observadas dependeria tanto del costo-
beneficio para el hongo al explotar estas estrategias, asi como del contexto

ecolégico en el cual se desarrolle esta interaccion (Conchou et al., 2019).

En este sentido, el incremento de la oviposicién observado por S. frugiperda
al exponerse a los VOCs de B. bassiana puede ser interpretado de diferentes

formas. Una de ella es que al percibir los VOCs de B. bassiana se activa una
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respuesta de defensa poblacional por el insecto, en donde las hembras gravidas
incrementan el numero de huevos colocados para maximizar el tamafio de su
progenie en un contexto ambiental potencialmente hostil por la alta probabilidad de
infeccion con el hongo entomopatdgeno. Este comportamiento se ha reportado para
el parasitoide Trybliographa rapae. Este parasitoide es susceptible a la infeccion
tanto de M. brunneum KVL 04-57 como de B. bassiana KVL 03-90, al igual que
ocurre con su huésped natural, el lepidoptero D. radicum. Cuando las hembras de
este parasitoide se exponen a sustratos contaminados con los propagulos de los
hongos entomopatdgenos, se observa un aumento en el numero de huevos
depositados por el parasitoide en presencia del huésped. Ademas, la cantidad de
huevos puestos por estas hembras guarda una correlacion con la probabilidad de
mortalidad de la hembra debido a la infecciéon provocada por los hongos. Los
autores del estudio interpretan este comportamiento como la respuesta del insecto
frente a la amenaza que representa el hongo para el parasitoide mismo. Esta
respuesta se traduce en un incremento en la oviposicion como consecuencia de la
disminucion en la esperanza de vida de T. rapae como resultado de la infeccién por
parte del entomopatdégeno (Rannback et al., 2015). Sin embargo, se carece de
reportes de esta estrategia en lepidopteros, ademas del hecho que los parasitoides
estan sujetos a una mayor presion selectiva por las enfermedades de sus
huéspedes, puesto que dependen de ellos para completar su ciclo de vida, lo que

no ocurre en el caso de los lepidopteros (Bernal, 2007).

Una explicacion alternativa seria que el insecto responda directamente a los
VOCs fungicos al ser estimulado por ellos a elegir un sitio particular para ovipositar,
considerando que dicho efecto posiblemente debe atribuirse a uno o mas
componentes de la mezcla aromatica. Al menos dos reportes (Zhu et al., 2023;
Cotes et al, 2020) apuntan a que en circunstancias especificas los
entomopatdgenos modifican las sefales quimicas emitidas por las plantas
huéspedes para atraer insectos. Por ejemplo, Zhu et al. (2023) observaron que la

inoculacién de plantas de maiz con B. bassiana tiene como efecto el incremento de
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la oviposicion de Ostrinia fornicalis sobre dichas plantas comparados con los
controles sin inocular, esto correlacionado con la disminucién de la tasa de
supervivencia de la progenie crecida sobre este cultivo. Los incrementos en la
oviposicion reportados fueron casi del doble en comparacion con los controles. Esto
se correlaciono con el incremento de la emision de diversos volatiles de hoja verde,
como (Z)-3-hexenol, 2-etil-1-hexanol, (E)-2-hexenal, hexanal y el terpeno a-pineno,
entre otros. Ademas, se observo el incremento en la oviposicion del insecto en
presencia de estos compuestos, por lo tanto, se les atribuyé un efecto estimulador
de la oviposicién, correlacionado con una respuesta electroantenografica también
incrementada. Los autores concluyen que esta disminucién en la supervivencia de
la progenie estaria relacionada con cambios en la calidad de los tejidos de la planta
y cambios en el perfil de metabolitos secundarios de las hojas (Zhu et al., 2023).
Las plantas inoculadas con el hongo en el trabajo mencionado presentaron ademas
perfiles globales de emisién de VOCs alterados, notablemente enriquecidos con
alcoholes, la misma familia que constituye la fraccion mayoritaria en los perfiles

observados para los aislados del presente trabajo.

Por su parte, Cotes et al. (2020) observaron que el lepidoptero plaga Delia
radicum prefiere ovipositar en plantas de Brassica oloraceae inoculadas con M.
brunneum, esto en condiciones de invernadero y en campo. El hongo logra
manipular a su planta huésped por medio de cambios en la absorbancia de las hojas
de la planta y por los volatiles emitidos. Esto se traduce en mayores probabilidades
del hongo para encontrar un potencial huésped artropodo. Es importante destacar
que, si bien los trabajos mencionados fueron realizados con ensayos en plantas
inoculadas, demuestran el potencial de los hongos entomopatdégenos para
manipular la conducta de sus huéspedes y de esa manera facilitar su propia
dispersion. Ademas, si se toma en consideracién la diversidad de compuestos
detectados en los perfiles de B. bassiana con reportes como semioquimicos de
lepidopteros (3-metilbutanol, 2-feniletanol, alcohol bencilico, B-selineno, etanol,
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acido nonanoico, acido octanoico, entre otros) (El-Sayed, 2022) es muy probable

que estos sean los responsables de manipular la conducta de S. frugiperda.

En primer lugar, el alcohol de fusel 3-metilbutanol (cuya abundancia
representd mas de la mitad del total de compuestos aromaticos emitidos) ha sido
ampliamente reportado como modulador en la conducta de diferentes lepidépteros,
en particular de los pertenecientes a la familia Noctuidae, donde parece ejercer una
influencia significativa en la respuesta de atraccién y comportamiento de estas
especies (El-Sayed, 2022). En diversos estudios, se ha demostrado que este
alcohol es un componente atractivo para las especies Lacanobia subjuncta,
Mamestra configurata y Xestia c-nigrum. Al usar este componente en combinacién
con otros semioquimicos (como el acido acético o el 3-metilpentanol) se observan
altas tasas de captura en experimentos de trampeo (Landolt, 2000). En otro trabajo,
77 especies diferentes lepidopteros de las familias Geometridae, Noctuidae,
Nymphalidae y Thyatiridae se capturaron en trampas por el uso de una combinacion

de 3-metilbutanol y acido acético (Landolt et al., 2007).

Un caso semejante es el 2-feniletanol, también un alcohol de fusel, del que
se ha reportado un efecto atrayente de lepidépteros como Mamestra brassicae,
Trichoplusia spp., Pandemis limitata, Lobesia botrana y Choristoneura rosaceana
(Jacquin et al. 1991; Haynes et al., 1991; Judd et al., 2017; Knight et al., 2017; Tasin
et al., 2018, Tasin et al., 2012). Ademas, se tienen reportes de su efecto como
disuasivo de la herbivoria para S. littoralis (Labbé et al., 2005). Este alcohol también
ha sido sefialado como uno de los componentes responsables de la atraccion de
los adultos Epiphyas postvittana a plantas de manzana atacadas por las larvas de
sSu misma especie, en un notable ejemplo de atraccion conespecifica mediada por
volatiles (EI-Sayed et al., 2016). Sin embargo, no se conocen reportes apuntando a
la participacion de este compuesto en la conducta reproductiva S. frugiperda. La
capacidad del 3-metilbutanol y el 2-feniletanol para evocar una respuesta atractiva

en diversos lepiddpteros sugiere que se trata de una conducta general en este
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grupo, considerando ademas que las emisiones de este alcohol de fusel se produce
en fuentes alimenticias en fermentacion ricas en azucares y, en consecuencia, los
lepidopteros han desarrollado una reaccién de aproximacién hacia la fuente (Becher
etal., 2018).

Por otra parte, los efectos sobre el comportamiento inducidos por el alcohol
bencilico han sido estudiados en el género Spodoptera. Por ejemplo, de Fouchier
et al. (2018) muestran como varios compuestos volatiles emitidos por plantas
poseen propiedades atrayentes para las larvas de S. littoralis. Entre los compuestos
identificados como atrayentes se encuentran el 1-hexanol, la acetofenona, el
benzaldehido, el (Z)-3-hexenol, el (E)-2-hexenol, el (Z)-3-hexenil acetato y el alcohol
bencilico. Estas sefales quimicas ayudan a la larva durante la busqueda de una
planta huésped. Por otra parte, Wan et al. (2015) analizaron las respuestas
neuronales en el I6bulo antenal de S. litura con relacién a la exposicion a diversos
compuestos volatiles liberados por plantas. Los resultados obtenidos indicaron una
respuesta altamente dependiente del sexo, con una marcada reacciéon en los
machos. Estos machos demostraron ser particularmente atraidos por el
benzaldehido y el alcohol bencilico, esto observado en experimentos de eleccion en
tunel de viento. Entre otras familias para las cuales este compuesto esta reportado
como semioquimico son Noctuidae, Papilionidae, Pyralidae, Sphingidae,
Geometridae y Thyrididae (El-Sayed, 2022), por lo cual, si bien no se han reportados
efectos directos sobre S. frugiperda, no debe descartarse su participacion en la

estimulacion de la oviposicion observado.

Los acidos organicos influyen en la conducta alimentaria de los insectos. Un
ejemplo se observa en el caso del acido oxalico, cuya presencia desencadena una
respuesta aversiva en el hemiptero Nilaparvata lugens, llevandolo a disminuir el
consumo de los cultivares de arroz ricos en este compuesto (Kang et al. 2023). Asi,
los acidos organicos afectan directamente las elecciones alimentarias de los

insectos. Otro ejemplo es la formulacion conocida como C8910, compuesta por los
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acidos octanoico, nonanoico y decanoico, y que ha sido estudiada para evaluar su
efectividad como repelente ante moscas y mosquitos. Investigaciones llevadas a
cabo por Samuel et al. (2015) asi como Mullens col. (2009) respaldan la capacidad
de esta formulacion como repelente. Ademas, la influencia de los acidos organicos
en la conducta alimentaria se extiende a una variedad de especies de insectos. El
acido nonanoico, por ejemplo, ha demostrado su efecto disuasivo para el coledptero
Hylobius abietis en pruebas de seleccion realizadas con fragmentos de pino.
Resultados similares se han observado en los coledpteros Trogoderma granarium'y

Tribolium castaneum (Mansson et al., 2006; Cohen et al., 1974).

Otras investigaciones han explorado el potencial insecticida de ciertos acidos
organicos en lepidopteros. Asi, se ha encontrado que los acidos linolénico, linoleico
y oleico son insecticidas para S. frugiperda y otros lepidépteros plaga como
Helicoverpa zea, Lymantria dispar, Orgyia leucostigma y Malacosoma disstria
(Ramsewak et al., 2001; Ramos-Lopez et al., 2012; Figueroa et al., 2002). Estos
descubrimientos subrayan aun mas la versatilidad de los acidos organicos en la
manipulacion de poblaciones de insectos perjudiciales, tanto a través de la
modificacion de sus comportamientos alimentarios como de su salud y
supervivencia general. Si bien no queda clara la contribucién de los acidos grasos
observados en los perfiles de B. bassiana en las modificaciones conductuales
observadas en el presente trabajo, se sabe que el acido octanoico y nonanoico
actuan como semioquimicos de las familias Papilionidae y Danaidae (El-Sayed,
2022).

Es importante destacar que los efectos observados probablemente no deban
atribuirse a un solo compuesto en especifico, sino al conjunto de los componentes.
La respuesta olfativa depende de la correcta percepcion a diferentes niveles del
aparato sensorial, cuya sensibilidad y especificidad también sigue patrones
temporales y especiales. Los estimulos asi percibidos son integrados por el sistema

nervioso central del insecto a través del complejo aparato olfativo que poseen
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(Renou, 2014). Con respecto a esto, las mezclas de compuestos aromaticos que
imitan a los componentes florales son mas efectivos en inducir respuestas
conductuales consistentes en rangos de dilucion de hasta mil veces al ser percibidos
por el lepidoptero Manduca sexta en comparacion con los componentes por
separado. Esto pone en relevancia el sinergismo entre los componentes que
codifican para un aroma sobre la respuesta del insecto (Riffell et al., 2009). Sin
embargo, los resultados observados en este trabajo apoyan la idea que la fracciéon
mayoritaria perteneciente al 3-metilbutanol participaria en la respuesta reproductiva
y de consumo de S. frugiperda, sin descartar la importancia de los componentes

minoritario perfiles el los perfiles de VOCs fungicos (Fig. 16).

Una mayor tasa de oviposicion deberia de traducirse en una progenie mas
abundante. Pero no es claro si los incrementos en la oviposicién observados en este
trabajo se traducen en una mayor tasa de infeccion del hongo entomopatégeno,
puesto que no se realizé un seguimiento de la infeccidn en la progenie. Sin embargo,
se ha reportado de efectos transgeneracionales en patdégenos de insectos sobre el
desempefio de la progenie de progenitores infectados (Kangassalo et al., 2015).
Ademas, en la naturaleza la tasa de contagio de una enfermedad incrementa al
aumentar la densidad poblacional, motivo por el cual el entomopatdégeno sacaria
provecho al estimular la oviposicidn. La disminucion del desempefio de una especie
al incrementar la densidad poblacional es uno de los mecanismos de regulaciéon
denso-dependiente en la naturaleza y es un proceso clave en la regulacién de las
comunidades de animales (Freckleton & Lewis, 2006; Parker & Gilbert, 2019). Por
ejemplo, un incremento en la incidencia de infecciones por los hongos
entomopatdgenos Cordyceps militaris, Paecilomyces farinosus y B. bassiana es el
principal factor que controla la dinamica poblacional en los incrementos y
disminuciones periédicos en la abundancia del lepidoptero Syntypistis punctatella
en Japoén en intervalos de entre 8 y 11 anos de duracién (Kamata, 2000). Mas aun,
se ha propuesto que la inversidbn en mecanismos de resistencia en los insectos

incrementa al aumentar la densidad de las poblaciones (un fendmeno conocido
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como “profilaxis denso-dependiente”) (Wilson et al., 2002), esto pone en evidencia
la relevancia de este factor en el éxito de la propagacion de las enfermedades de
invertebrados. Asi, se ha observado que S. littoralis es mas resistente en
poblaciones crecidas en alta densidad, ademas esta resistencia se correlaciona con
una mayor melanizacion de la cuticula y la actividad de las enzimas fenoloxidasas
(Wilson et al., 2001). De esta forma, también se especula en un escenario donde el
incremento de la densidad poblacional por parte de S. frugiperda es explicado como
una estrategia de resistencia para hacer frente a la presencia del patdégeno en los
sitios de oviposicién, compensando de esta forma las pérdidas generadas por la
letalidad de la enfermedad. Seria tentador especular si dichas estrategias por parte
del insecto se ven reflejadas en el éxito de los programas de biocontrol con hongos

entomopatdgenos en la agricultura (Fig. 16).
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Figura 16. B. bassiana modifica la conducta reproductiva y de consumo de S. frugiperda
por la mediacion de los VOCs que emite. a) Los perfiles caracterizados muestran que esta
emisién es dependiente de la fuente ambiental de donde se obtuvieron los aislados, lo que
se asocia con sus diferentes niveles de virulencia. EI compuesto emitido en mayor
abundancia fue el 3-metilbutanol. b) La percepcion de estas moléculas por los adultos
modifica su conducta de oviposicidn, traduciéndose c) en la estimulacién y el incremento
del niumero de huevos. d) Esto deberia dar como resultado un incremento en la densidad
de la progenie y e) podria incrementar la incidencia de la enfermedad en la poblacion de S.
frugiperda. Por otra parte, f) los VOCs fungicos emitidos y el 3-metilbutanol disminuyen el
consumo de follaje. f) Esto podria disminuir la herbivoria sobre la planta en campo. Sin
embargo, la contribucion de estos VOCs in situ en la propagacion de B. bassiana y su efecto

en la adecuacioén del sorgo en campo debe ser explorado con mayor detalle (fy g).
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Ademas, que el patdogeno haya desarrollado la capacidad de explotar estos
mecanismos denso-dependiente con el fin de incrementar las probabilidades de
contagiar a otros miembros en las poblaciones de S. frugiperda es un escenario
plausible, en tanto estas modificaciones se entienden como la expresion de un
fenotipo extendido del parasito/patégeno para mejorar su dispersion (Heil, 2016).
Cambios en la conducta reproductiva han sido observados, por ejemplo, en la
manipulacion sexual de la mosca doméstica Musca domestica por el hongo
entomopatégeno Entomophtora muscae, que induce la copula de los machos en
cadaveres de hembras infectados con el hongo (Zurek et al., 2002; Naundrup et al.,
2022). En otro ejemplo, la infeccion de M. acridum en la langosta Schistocerca
gregaria tiene el efecto de inducir la conducta de cépula entre machos, cuya
frecuencia incrementa conforme transcurren los dias posteriores al inicio de la
infeccion (Clancy et al., 2017). Es notable la escasez de reportes en la literatura
sobre el tema, probablemente a consecuencia de la sutileza de estos efectos sobre
la conducta, o bien, como producto de la falta de investigacién en diferentes grupos
de insectos (Hansen & de Fine Licht, 2019).

Por otra parte, en el presente trabajo el insecto S. frugiperda fue capaz de
responder en funcion del contexto odorifero presentado. Asi, los adultos responden
a la presencia del micelio de B. bassiana o del alcohol puro 3-metilbutanol, y ademas
las propias larvas del adulto parecen ser mas proclives a responder a la dieta
artificial durante los ensayos de olfatometria dual. En este punto hay que destacar
la compleja integracion de las sefales olfativas en los insectos, siendo un proceso
que ocurre a diferentes niveles, comenzando en los receptores olfativos encargados
de percibir los compuestos aromaticos y que desencadenan un potencial de accidon
transmitido por las neuronas receptoras olfativas (Leal, 2013; Wicher & Miazzi,
2021). Los axones de estas neuronas hacen sinapsis con las dendritas de las
neuronas de proyeccion en los glomérulos dentro del glébulo antenal, constituyendo
los centros olfativos primarios en insectos (Renou, 2014). A su vez, estas neuronas

de proyeccién transmiten la sefial a centros olfativos de segundo orden en el
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sistema nervioso central del insecto tales como los “cuerpos de hongo” (también
llamada corpora pedunculata) y el protocerebro, donde se llevan a cabo procesos
de integracion de mayor nivel, como por ejemplo el aprendizaje asociativo, un
proceso que también ha sido reportado en insectos (Galizia & Sachse, 2010; Webb,
2012).

Debido a esta organizacion sensitiva y de integracion, los insectos presentan
una notable capacidad de integrar los estimulos del ambiente, ademas de tener
capacidades cognitivas normalmente asociadas con animales superiores,
poseedores de sistemas nerviosos mas desarrollados (Punzo, 1985; Webb, 2012).
En particular los lepidopteros han mostrado tener la capacidad de aprender por
asociacion de estimulos, esto es, el asociar una recompensa (muchas veces una
fuente de alimento) o un estimulo con un contenido semantico intrinseco con otro
estimulo ambiental neutro (Heard, 1999; Renou, 2014). Las mariposas aprenden a
identificar las potenciales fuentes de alimento en su entorno, ademas de que
presentan una notable plasticidad neuronal dependiente de experiencias previas vy,
por lo tanto, poseen por definicion una “memoria olfativa” bastante desarrollada
(Cunningham et al., 2004; Balkenius et al., 2006). Mas aun, los lepidopteros
modifican su respuesta hacia los olores percibidos en etapas mas avanzadas por la
influencia de experiencias previas durante el comienzo de su fase adulta (Gamez &
Leon, 2018), y también en su etapa larvaria o durante la eclosién de la pupa (Olsson
et al., 2006). Este condicionamiento clasico (“pavloviano”) explica lo observado con
respecto a la respuesta consistente de las larvas a preferir la dieta artificial en los
tratamientos control o cuando se les daba a elegir junto con otra fuente alimenticia,
inclusive follaje fresco de sorgo, puesto que desde su crianza fueron sometidas al
mismo estimulo olfativo y seguramente presentan cierto condicionamiento hacia

esta fuente de alimento.

Por otra parte, la contribucion del aprendizaje de insectos en el

reconocimiento de patdogenos es un area completamente inexplorada. El
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aprendizaje les permite a los animales reconocer correlaciones entre diferentes
estimulos y de esa forma predecir el resultado futuro sobre la ocurrencia de un
recurso (Smith, 1993). Se ha descrito que los insectos eusociales reconocen
cadaveres infectados con patégenos y los evitan, asi como limpian sus nidos de los
restos de estos cadaveres infecciosos como medida profilactica para evitar la
propagacion de brotes infecciosos en las colonias (Pereira & Detrain, 2020). El
grado en que esto patrones de conducta son aprendidos o si son exclusivamente
innatos es desconocido. Sin embargo, es posible especular que en ambientes
donde la abundancia o la incidencia de enfermedades por entomopatogenos son
altas, los insectos desarrollan mayor sensibilidad a los compuestos marcadores de
la presencia de estos microorganismos. Se sabe que el lepidéptero Pieris rapae
asocia las caracteristicas ambientales de los sitios en donde oviposita en las 24
horas previas, y esto influye en su conducta de oviposicion. Cuando las hembras
ovipositan en discos de color impregnados con el glucosinolato sinigrina (un
compuesto estimulante de la oviposicidn), asocian dicho color con sus preferencias
futuras a ovipositar en discos de ese mismo color sin que estén impregnados con la
sinigrina (Traynier, 1984). Conductas semejantes atribuibles a esta plasticidad
fenotipica en la conducta de los insectos se observa en las respuestas desarrolladas
por estos para hacer frente a las modificaciones antropicas (van Baaren & Candolin,
2018), o en como los insectos modifican su afinidad a ovipositar sobre ciertas
plantas huéspedes en funcion de experiencias previas en esa planta huésped para

incrementar las posibilidades de éxito de su progenie (Heard, 1999).

Siendo frecuentes los ejemplos de aprendizaje ligados a la reproduccion en
diversos grupos de insectos, es muy probable que escenarios semejantes en donde
el insecto detecte la presencia de sefales quimicas asociadas con
entomopatdgenos también influyan en la seleccion de sitios de oviposicidn, o en la
frecuencia y abundancia de puestas colocadas en estos ambientes. Esto también
explica la dificultad en observar modificaciones conductuales en diferentes grupos

de insectos inducidas por la presencia de entomopatdgenos, siendo que en muchos
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casos estas poblaciones experimentales estan privadas de estimulos ambientales
como ocurre en sus entornos silvestres, entre ellos las sehales que marcan la
presencia de microbios. Por lo anterior, se necesita profundizar la contribucién del
aprendizaje asociativo y no asociativo en el desarrollo de respuestas de evasion a
agentes patdgenos, asi como en el desarrollo de estrategias experimentales que
tomen en consideracion aspectos como la memoria asociativa en la respuesta del

insecto a los semioquimicos percibidos.

El presente trabajo contribuye a mejorar nuestra compresion sobre la
complejidad detras de las interacciones entre insectos y entomopatdégenos. Hay que
destacar la escasez de reportes donde se aborde el tema de la conducta en
lepidopteros en respuesta a entomopatdégenos. En particular para B. bassiana, aun
siendo uno de los agentes de control con mayor comercializacion, ha sido poco
estudiado desde este punto de vista. Ademas, los aspectos tedricos detras de las
implicaciones evolutivas de la emisién de VOCs desde un enfoque adaptativo tienen
importantes implicaciones en entender como se constituyé la red de interacciones
que acontece en los ecosistemas y contribuye, ademas, a mejorar y proponer
alternativas sustentables en beneficio de la agricultura y para garantizar la seguridad

alimentaria en el mundo.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Las conclusiones obtenidas en este estudio derivan de los resultados
descritos en los capitulos | y Il, en los que se aporta informacion sobre la relevancia
de los VOCs emitidos por los hongos entomopatégenos como potenciales
semioquimicos de insectos y sus funciones en las comunidades naturales,
motivando la pregunta de investigacion del presente proyecto: ¢los VOCs emitidos
por aislados de B. bassiana de diferente fuente ambiental y grados de virulencia

modifican la conducta reproductiva y de forrajeo de S. frugiperda?

1. El perfil de VOCs es cepa-especifico. La diversidad quimica de los perfiles
de VOCs emitidos por los aislados de B. bassiana estan asociados con la fuente
ambiental, lo que se explica como una consecuencia de las adaptaciones
metabdlicas de estos hongos a sus nichos tréficos iniciales. Esto no habia sido
observado para hongo entomopatdgenos hasta el momento y contribuye a otros
reportes asociando la diversidad quimica de la microbiota del suelo con su
diversidad trofica.

2. Los perfiles de VOCs de los distintos aislados de B. bassiana pueden
asociarse a los distintos grados de virulencia. El efecto de los VOCs fungicos sobre
las larvas L2 de S. frugiperda es consistente con la observacion de que algunos
grupos de insectos discriminan la virulencia de los entomopatdgenos en funcion de
los perfiles de VOCs emitidos. Este resultado representa el primer reporte de dicha
relacion para lepidopteros, lo que abre la posibilidad a la existencia de patrones mas
generales que asocien la diversidad quimica con la virulencia de entomopatdgenos
para otros grupos de insectos.

3. Los VOCs de B. bassiana estimulan la conducta de oviposicion de los adultos
de S. frugiperda. Esto se explica en parte por la presencia del alcohol de fusel 3-
metilbutanol en los perfiles aromaticos, ademas de ser un efecto dependiente de la
virulencia de los aislados, lo que no habia sido observado con anterioridad para

lepidopteros, contribuyendo a las pocas observaciones existentes sobre
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modificaciones en la conducta reproductiva en insectos inducidos por
entomopatdégenos, y apuntan a que serian mas abundantes de lo que se
sospechaba para diferentes grupos de insectos.

4. La percepcion de los VOCs de B. bassiana y el 3-metilbutanol por las larvas
L2 de S. frugiperda modificé la conducta de forrajeo. Esto probablemente tendria
consecuencias positivas para el desempeio del sorgo en condiciones de campo.
Este es el primer reporte sobre modificaciones en la conducta de consumo por la
mediacién de VOCs de entomopatdégenos para lepidopteros, ademas de asociar
este efecto a un compuesto en especifico.

5. La interaccion de un hongo entomopatégeno con su hospedero es un evento
complejo y dindmico. Los VOCs emitidos por el hongo forman parte crucial durante
el reconocimiento por parte del hospedero que deriva en cambios en su
comportamiento, por lo que se necesitan investigar otros aspectos relevantes de los
fenébmenos conductuales observados, como por ejemplo los efectos
transgeneracionales que posiblemente existan en las poblaciones de S. frugiperda
expuestas a los VOCs de B. bassiana, asi como el impacto de estas moléculas en
condiciones de campo. Ademas, es probable que existan cambios en los perfiles
quimicos del follaje de sorgo inducidos por estas moléculas y que disminuyan la
defoliacion por S. frugiperda, por lo tanto, los perfiles quimicos de las plantas de S.

bicolor expuestas a los VOCs fangicos deberian ser estudiados.
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Trichodermma spp. are commaon inhabitants of the rhizosphere, which produce volatile organic compounds (VOCs)
and diffusible molecules such as indole-3-acetic acid (1AA) for the communication with plants, Here, we report
that fungal VOCs and IAA production, as well as growth and sporulation change wpon mechanical demage and
compromise its biocontrol properties. Mycelium injury in combination with photoperiod conditions triggered
conidiogenests, stimulated 1AA secretion, and enhanced the emission of 2-heptanone, 2onanone, and 1-octen.
3-ol, but diminished the emission of 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP). The opposite effects were observed under

darkness, where the content of 1-octen-3-ol decreased while the abundance of 6-PP increased. Arabidopsis
thaliana growth promotion through fungal VOCs and diffusible compounds was sustained upon injury while in-
vitro confrontation experiments showed the influence of light in the performance of the WT strain against the
necrotrophic fungus Borrytis cinerea likely via 6-PP production, which inhibited B. cinerea growth. These results
show that the bischemical and ecological attributes of T. amroviride are modulated by the fungal integrity and

light signaling.

1, Introduction

Fungi of the genus Trichoderma are common rhizosphere inhabitants,
well-known for their biocontrol of deleterious plant microorganisms but
also for improving nutrient uptake through roots, and host resistance to
pathogen attack (sl 3 et al, 2011; Kottb et al, 2015; Con-
s-Cornejo et al., 2016; Zhang oL al,, 2018), T, virens and T, atroviride
produce a complex blend of volatiles, auxins and other phytohormones
providing the framework for the balance between plant growth pro-
motion and the elicitation of defense that are inherently antagonist
(Erutcher et al., 2013; Contreras-Co et al., 2009, 2014; Kotth et al.,

Vergara et al., 2016),

Trichoderma are frequently exposed to stressful environmental con-
ditions such as low water availability, high temperature, acid or alkaline
pH, high irradiation, and mechanical damage caused by predators that
may trigger the asexual reproduction to guarantee fungal survival
(Steayert et al., 2010). The conidial response of Trichodenma to light
exposure is specie- and even strain-specific, so the metabolic response
for adaptation is crucial to overcome the stress (Stevaert o al, 2010;

200 5; Garmice
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E-mail address: lmag nieh,my (L. Macias-Rodrigwez).

Moreno-Ruiz et al., 2020; Speckbacher et al., 2020a),

Light exposure and mechanical injury affects membrane lipids acti-
vating the biosynthesis of oxvlipins in the fungus by the action of oxy-
genases (Tisch and Schmoll, 2010; Herdndes Onate et al, 20125
Fischer et al., 2016; Medina-Castellanos et al,, 2018; Speckbacher er al.,
20200}, Oxylipins regulate fungal growth and interaction with other
organisms (Nemcavit et al., 2008; Herndndez-Craare et al., 2002 Gar
nica-Vergara et X016; Holigha nd Rohlfs, 2019 Moreno-Ruiz
et al, 2020). Pardeularly, light stimulus triggers the production of
1-octen-3-ol, 3-octanone, and 6-PP in 7. aroviride IMT 206040 (5 bmoll
2010, t et-al, 2010; Speckbacher et al, 2020a, Mor
eno-Ruizot al 1}, Consistently, application of 1-octen-ol and 3-octa-
none triggers conidiogenesis in the fungus (Nemdéovic et al., 2008;
Swppacher ot ol 2010). Meanwhile, the role of 6-PP as inducer of spore
formation is unknown, but this compound is widely studied as chemical
signal for inter-species interaction. This pyrone stimulates plant growth
and development (Garnica-Vergara el ol 2016), antagonizes phyto-
pathogens such as Rhizoctonia soloni and Fusarium  moniliforme
{Serrano-Carredn et al, 2004; El-Hasan et al., 2007), and activates

et al.,
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defense mechanisms in plants making them more resistant to pathogen
attack (Kotth et al., 20158).

Considering the scenarie that under field conditions, Trichoderma
may be exposed to light and mechanical injury due to the anthropogenic
practices and agricultural management, it is tempting to speculate that
the fungal transition from mycelium to spore, the production of bicac-
tive metabolites and therefore the biological performance of the fungus
could be affected. Thus, it is important to determine the fungal response
to light and mycelium injury at physiological, biochemical, and
ecological levels, which to the best of our knowledge remains to be
explored.

In this report, we uncovered an important effect of light and me-
chanical injury on fungal growth and sporulation and the production of
fungal bicactive metabolites, Interestingly, plant growth promotion was
sustained, bur the biocontrol activity to the necrotrophic fungus
B. cinerea was reduced by 62% after mycelial damage. Indeed, we could
demonstrate the high potential for 6-PF as an antifungal metabolite with
a key role in the biocontrel of B, cinereq, whose activity is modulated by
photoperiod conditions, Our results add to what is known to fungal
response Lo stress and also provide very fundamental information to-
wards managing a critical plant-fungal symbiosis in agroecosystems.

2. Materials and methods
2.1, Fungal growth conditions

Trichoderma  atroviride 1M 206040 was used in this study.
T, atroviride was assayed in viro in Petrd dishes (100 = 15 mm) filled
with 35 ml of phytagar (Gikco-BRL) containing 0.2x MS medium
(Murashige and Skoog basal salts). This medium was used to carey out
the VOCs analysis and the interaction studies between T, atroviride and
plams (Garnica-¥ 2 et al, 2018).
Petri dishes were inoculated with 1 = 107 fungal spores suspended in 5
pl of sterile water by placing the inoculum in the center of the solidified
agar. Plates were arranged in a completely randomized design and
placed in a PERCIVAL AR-36L growth chamber at 22 = 1 °C with rela-
tive humidity of 70%, and a photoperiod of 16 h of light/8 h darkness
with a light intensity of 200 pmol m* s~ '; these growth conditions were
designated as photoperiod treatments. To determine whether the
absence of light affects the fungal growth, the number of fungal spores,
and VOC emissions, we also performed a darkness treatment, where the
inoculated plates were covered with aluminum foil and placed into the
growth chamber. For injury treatment, 4-day-old fungal colonies were
damaged by making eight transversal and eight longitudinal cuts with a
scalpel, and then the damaged colonies were returned to the growth
chamber for 4 additional days. Radii and diameters of the colonies were
measured with a rule and expressed in centimeters (cm). Finally, fungal
spores were collected from the culture medium by suspending them in 4
ml of water. 1 ml aliquot was taken, and 50 pM of aniline blue per ml
was added to the spore solution. Spore solutions were diluted at 1:1000
(v/v) to quantify the microbial structures in a Neubauer counting
chamber.

ward et al, 2016; Macias-Rod

2.2, Bioassays of competence between T, atroviride and B. cinerea in a
bipartite interaction system

For these bioassays, a pure B. cinerea strain was grown and main-
tained on PDA medium (BD Bioxon®) (Vicente-Hernandez et al,, 2019},
Then, mature conidia were collected and suspended in sterilize deion-
ized warter, and the final concentration was determined using a Neu-
baver counting chamber. Bioassays were performed in Petr dishes
containing solidified agar supplemented with 0.2x MS salts pH 7. 1 =
10% spores of each T, aroviride and B, cinerea were co-cultivated on
opposite sides, 1 cm from the Petri dish wall. Then, mycelial injury was
performed as mentioned above in 2-day-old colonies, and fungal growth
was allowed for 3 days. Radial growth of T atroviride and B. cinerea and

Rhisomhers 22 (20227 100511

the growth of the pathogen were measured using a ruler.

Because 6-PP is the main volatile produced by T, atroviride, we tested
its effect on B, cinerea growth, and pharmacological experiments were
performed applying 6-PP (catalog number W369608; >96% purity,
Sigma-Aldrich). The fungal pathogen was inoculated at a density of 1 =
10° fungal spores diluted in ~25 gl of sterilized water and placed in the
center of Petri dishes (60 « 15 mm) containing PDA. Next, different 6-PP
concentrations were loaded at the site of the fungal inoculum. The
concentrations of 10 and 100 pg of 6-PP were prepared in ethanol to a
final volume of 1 pl, respectively. The concentration of 1000 pg of 6-PP
was applied without previous dilution. Ethanol was used as the control
treatment, and no fungal inhibition was detected with the pure solvent.
All Petri dishes were placed in darkness for 72 hat 22 -+ 1 “C and relative
humidity of 70%.

2.3, Analysis of plant growth promotion by T. atroviride under adverse
growth comditions

Arabidopsis thaliana (ecotype Columbia-0) seeds were disinfected as
degeribed previously (Garnica-Vergara et al, 2016) and after five
washes in sterilized distilled water, seeds were germinated and grown on
Petri dishes or divided Peirl dishes containing 1% agar and 0.2x MS
medium (Murashige and Skoog basal salts mixture, Sigmai, St. Louis,
MO, USA). These experiments consisted of [oir treatments, including
control plants with and withour mechanical damage o the agar, and
plants inoculated with T, atroviride with and without mycelial injury.
Then, 4-day-old A. thaliana seedlings were inoculated with 1 = 10°
spores of T. atroviride, and after 2 days of fungal growth, eight trans-
versal and eight longitudinal cuts were made to the colony wsing a
scalpel. Fungal growth was allowed for an additional period of 3 days.
During the experiment, Petri dishes were placed vertically at a 65° angle
to allow root growth on the agar, and unimpeded aerial growth of the
cotyledons and leaves. Seedlings were grown in a plant growth chamber
(PERCIVAL AR36-L) at 22 + 1 °C with a photoperiod of 16 h of light/& h
darkness with light intensity of 200 pmol m? s 1. The fresh shoot weight
was measured on an analytical scale immediately after plant harvest,
and lateral roots were counted after wisual inspection under a
StErenmicroseope.

2.4. Volatles collection and analysis

VOCs from 8-day-old T. atroviride colonies grown on 0.2x agar-MS
media were collected in the headspace of closed Petri dishes by the
solid-phase microextraction (SPME) technigue, using the blue fiber as-
sembly (polydimethylsiloxane/divinylbenzene, PDMS/DVE; Supelco,
Inc., Bellafonte, BA, US.A), and then analyzed by HP-FFAP capillary
column (free fattv acid-phase, 25 m = 0.25 mm LD.; film thickness 25
pm) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Chromatog-
raphy conditions for compounds separation were based on the report
made by Gurnica-Vergara et al (2016], although the initial oven tem-
perature was 40 “C. VOCs were identified using a combination of NIS-
T/EPA/NIH Mass Spectral Database 11 and NIST Mass Spectral Search
Program 2.0, Chem Station Agilent Technologies (Rev. D.04.00,2002),
and deconvolution software (Autemated Mass spectral Deconvolution
and Identification System v.2.0) to find all the separate components.
Linear retention indices (R1) were calculated according to the Kovats
method using a mixture of normal paraffin Ce-Can as external refer-
ences. The retention index for 6-PP could not be caleulated because it
eluted after Cypy hvdrocarbon; however, its identity was further
confirmed by comparing the retention time and the mass spectrum of the
pure compound with those obtained from samples.

2.5, [AA determinations

IAA determinations were performed by HPS-MS capillary column
(25 m = 0.25 mm LD.; film thickness 25 pm) and GC-MS from the MS
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(a) Photoperiod Darkness
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agar portion (28 g) of the Petri dishes after 9 d of fungal growth. Ara-
bidopsis seedlings with the roots colonized by the fungus and mycelia

Without injury

Injury

Photoperiod
Darkness

Photoperiod + Injury
Darknass + Injury

Colony diameter (cm)
O = N W h OO N DO

(C) Days
1.2E+10 b

1E+10
8E+09
BE+09

4E+09

Spores per colony

2E+09

Photoperiod Photoperiod Darkness Darkness
+ +
Injury Injury

Fig. 1. Effects of the mycelia injury on T. atroviride growth under photoperiod
and darkness conditi {a) Rep ive ph: hs showing the aspect of
8-day-old fungal colonies grown at 22 °C. (b) Kinetic of the T. aroviride growth
determined by measuring the colony diameter. Asterisks indicate statistically
significant differences by one-way ANOVA Analysis (P < 0.05). (c) Number of
spores per colony of 7. atroviride growth (n = 4). Bars represent the mean values
+ standard deviation, based on two independent experiments each with four
Petri dishes. Different letters indicate statistically significant differences by two-
way ANOVA Analysis and Tukey's test (P < 0.05).

were removed from the agar surface. The MS agar portions were
removed from the dishes, macerated, and placed into a flask containing
100 ml of pure methanol. The indolic compound was extracted at room
temperature in the dark for 21 d. For each sample, a 20-ml aliquot was
taken and transferred to a glass vial and placed in a thermoblock at 60 “C
under a stream of gaseous nitrogen until the samples were dry. Then,
IAA present in the samples was methyl esterified (IAA-ME) and analyzed
by GC-MS using the selected ion monitoring (SIM) mode with the ions
130 and 189 [M" 1 m/z (Contreras-Comejo et al., 2009), Identification of
the indolic compound was confirmed by comparison of the retention
time (Re) in the fungal extract with samples of the pure derivatized IAA
standard (Sigma®; Rt = 15.16 min), To estimate the amount of TAA
produced by T. atroviride, pure IAA-ME was used as an external standard,
and the area of the injected concentration (562 ng pl ') was correlated
with the peak area of the eluted compound in the sample. Fungal VOCs
and TAA-ME were analyzed using an Agilent 6850 Series II gas chro-
matograph {(Agilent Foster City, CA, USA), equipped with a MS detector
from Agilent model 5973,

2.5. Data analysis

Data were statistically analyzed using SPSS 10 software (IBM Corp.).
Homogeneity of variance of data was checked using Levene's test. One
or two-way analyses of variance (ANOVA) with a Tukey’s post hoc test
were used to determine differences between factors in the fresh weights,
lateral root number, fungal growth, biocontrol rate, and the volatiles
and IAA concentrations. To analyze the interactions between the con-
ditions that stimulate the emission of fungal VOCs, we constructed a
linear regression with interactions in a factorial model 22 (two factors
with two levels each), graphed as a response surface with factor’s levels
coded on a scale between —1 (control) and 1 (treatment) (Yates' nota-
tion). Four independent repetitions were used for each combination of
factors. To determine the fit between the model and the observed data,
R? was calculated for each model. In all cases, the R language (v4.0.5)
with the rsm package and Excel spreadsheet were used. Variance of
quantitative measures of the effect of 6-PP on B. cinerea growth was
performed using generalized linear models (GLM) in R software. The
GLM fitted the model with the lowest Akaike information criterion (AIC)
exhaustive analysis and post-hoc Tukey's test.

3. Results

3.1. Response of T. atroviride to abiotic stress caused by light and
mechanical injury

Environmental stimuli can alter the fungal growth and sporulation as
well as the production of secondary metabolites in filamentous fungi
such as Trichoderma (Schimoll 2010; Carreras-V

2014; Mache!

asenor et al.,

2012; Kalinak et al., et al., 2016; Speckbacher et al,
2020a). These physiological and b ical al ns are

for fungal adaptation and ecological performance, We aimed at deter-
mining whether the stress caused by light exposure as well as mechan-
ical damage to the mycelium could affect the production of bicactive
metabolites of the fungus and ¢ quently, fungal biological in-
teractions. First, we studied the effect of photoperiod {16 h of white
light/8 h of darkness) and mechanical injury in the mycelia on the
fungal growth and development by measuring the colony diameter and
spore formation and found that T. atroviride responded differentially in
each tested condition (Fig. 1a). Darkness, here considered as an optimal
fungal growth condition, enhanced the microbial growth (P < 0.05). In
counterpart, mechanical injury slightly reduced the fungal growth in
darkness, and a similar trend was also observed under photoperiod
conditions. T. atroviride growth was also affected by both photoperiod
and mechanical injury (Fig. |b). A common negative effect of the

h
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Fig. 2. Differences between chromatographic profiles of volatiles produced by
T. atroviride after photoperiod exposure {a), darkness (b), and damage to the
mycelivm (g-d). Analyses were carried out by SPME-GC-MS, The experiment
weas repeated three times with similar resulis.

different stress conditions on T. atroviride was observed for total number
of spores where darkness + mechanical injury induced a 5-fold increase
in the number of spores when compared with darkness only (P < 0.05).
Photoperiod and photoperiod + injury increased the number of spores
by 8- and 10-fold, respectively (Fig Ic). These data are in agreement
with previous reports that T. atroviride modulates its growth according
to the type of stressors, Le., light, mechanical injury, or both (5
et al., 2000;
2013,

Carreras-Villasenor et al., 201

- Hernandez-Onate et al.,

2.2, Biochemical response of T, atroviride to photoperiod and mycelia
injury

Fungal VOCs analyses were performed by SPME-GC-MS and

Rhisomhers 22 (20227 100511

significant differences in the levels of the emitted compounds were
observed among the treatments, asg shown in the chromatographic pro-
files {Fiz. 2). The identified metabolites in the headspaces of the Petri
dishes were compounds with eight carbon atoms, such as 3-octanone, 2-
octanone, 3-octanol, and 1-octen-3-ol; however, other lipid-related
compounds were also present, such as 2-heptanol, 2-nonanone, 2-unde-
canone, and 6-PP (Table 1). Under all tested conditions, 6-PP was the
major compound released by the fungus. Importantly, we detected
changes in the VOCs emissions between the treatments subjected to
photoperiod, photoperiod + injury, and darkness + injury when
compared with darkness only { Table 1). To understand the effect of both
light and the mechanical injury on the production of fungal VOCs, we
performed a correfation analysis of the surface responses of 2-hepia-
nene, 3-octanene, 1-octen-3-ol, and 6-PP. Photopericd + injury
induced the emission of 2-heptanone and 1-octen-3-ol with respect to
the other conditions (Fig. 3a). Similarly, the photoperiod activated
emissions of 3-octanone and 1-oeten-3-of {11y, b and ¢} In addition,
mycelia injury caused by mechanical damage in darkness increased the
emission of 6-FPF by 3% compared to dark conditions (¥ 5d). Inter-
estingly, photoperiod + injury reduced the emission of 6-PP by 34%
compared to darkness. These data show that detrimental growth con-
ditions additively affect the emission of lipid-related compounds in
T. atroviride.

3.3, Repression of the plant pathogen B. cinerea is comprised in T,
atroviride after mycelin infury

To determine whether the mycelial mechanical damage altered the
biocontrel of B. cinerea, experiments of co-interaction in darkness be-
tween these two microorganisms were performed (Fiz. 4a). First, we
determined the growth response of both fungi interacting themselves
under in virre conditions. T. amoviride growth was modulated by the
presence of the fungal pathogen and mycelium injury (Fy 32 = 5.66, P
injury x Fagal straing = 0.0235), whereas B, cinerea growth was similar under
all the tested conditions (Fig 4b). Interestingly, the biocontrol of
B, cinerea by T. atroviride was affected by mycelia injury (t = 212, P =
1.09 x 10", being it reduced by 62% (Fig. 4c). Thus, the efficient
bincontral of T. arroviride depends, st least in part, on mycelial integrity.

34, 6-PP, a T. atroviride derived-metabolite, is an antmicrobial agent in
which activity is modulated by abiotic factors

Mycelium injury and photoperiod had an inhibitory effect on 6-PP
binsynthesis by T. atroviride when compared to darkness. Since 6-PP
has an antagonistic effect on phytopathogenic fungi (E-Hasan ef al.,
2007), we determined if its activity diminished in the presence of light.
Thus, we performed pharmacological tests applying 6-FPF on B, cinerea
growth medium under photoperiod (16 h of light/8 h of darkness) and
darkness conditions. n all treatments, 1 « 10° conidia from B, cinerea
were inoculated per Petri dish and then germinated and grown for 3
days on agar plates containing PDA with increasing 6-PP concentrations
(10-1000 pg). All tested 6-FP concentrations altered B. cinerea growth
(Fig, 5), A slight growth repression was detected at 2 6-PP concentration
of 10 pg. Interestingly, 6-PP activity appeared to be modulated by light
conditions, as revealed by the fungal response to 100 pg under photo-
period and darkness conditions. Compared with their respective con-
trols, 6-PP reduced B, cinerea growth by 25% and 43% under
photoperiod and darkness conditions, respectively. Importantly, under
both experimental conditions, the growth of the plant pathogen was
completely repressed at 6-PP concentration of 1000 pg 5)

3.5, Volagle and diffusible fungal compounds promoted A, thaliona
growth, independently of T, atroviride injury

Trichoderma spp. release 1AA and auxin-like compounds and emit
VOCs, with key roles in plant growth promotion and plant defense
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Table 1

Volatile erganic compounds {(VQOCs) produced by T. atroviride in each treatment. Data are expressed as the normalized amount of compound (%6)°,
Compound CAS RI(Rt) RI No injury Injury

Darkness Photoperiod Darkness Photoperiod

2-Heptanone 110:430 1178 1172 4.98 £ 1.234 6,44 + 1.944 3.80 £ 1.09 21.49 + 2.49b
3-Octanone 106-68-3 1259 1192 0.54 & 0.38a 6.85 L 4.55b 0.18 £ 0.04a 2.77 £ 074ab
2-Octanone 111137 1287 0.03 £ 0.01a 0.71 + 0.40b 0.06 = 0.03a 0.18 = 0.04a
2-Heptanol 543-49-7 1329 0.42 = 0.15a 0.44 + 0.24a 0.65 = 0.308 0.89 + 0.17a
2-Nonanone 821-556 1391 1388 0.39 = 0.09b 1.52 + 0.85b 0.33 = 0,093 3.02 + 0.23¢
3-Octanol 589-98-0 1399 1400 015 £ 0.07a 0.98 + 0.38b 017 = 0.07a 0.30 £ 0.02a
1-Octen-3-0l 3391-86-4 1459 1451 1.37 = 1.0% 6.98 + 5.88ab 0.30 = 0.17a 10,06 + 2.84b
2-Undecanone 112-129 1593 1606 0.52 + 0.12a 1.77 + 0.57b 0.33 + 0.77a 0.68 + 0.11a
6-PP 27593-23-3 (47.4) 91.57 = 2.95b 74.26 & 10.41a 94.16 £ 1.32b 60.49 £ 1.391

? Normalized amount of volatile compound = (peak area of volatile compound)/{total peak area of all volatile compounds). Mean values -+ standard deviations of

the sum of three ind

differences (P < 0.05).

" Retention Index (Retention time in min) on HP-FFAP capillary column.
© RI available for HP-FFAP capillary column in Pherobase database (https:/ ‘www.phernbase.com).

(@)

Abundance (%)

Abundance (%)

Statistical

ysis was |

d from the indivi

3-Octanone

Different letters indicate statistically significant

Fig. 3. Surface response of the main volatiles
released by T. atroviride under the different growth
conditions tested. Panels (a-d) show the modulations
of the ission of the indicated pounds in
response to each stimuli perceived by the fungus. The
plane XY indicates the factors light (photoperiods
from 0 to 1, and darkness from —0 to —1) and
mycelial injury (damage from 0 to 1 and the intact
mycelia from -0 to 1), Z.axis represents the abun-
dance in percentage of the compound. Values repre-
sent data of n = 4 and P < 0.05.
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Fig. 4. Fungal growth response to the co-interaction and mechanical injury under dark growth conditions. {a) Bipartite interaction system to study the biocontrol
sctivity of T. atroviride against B, cinerea. 1. Both fungi{1 « 10 spores) were co-cultivated on opposite sides of the Petri dish filled with 0.2x agar-MS medium, After 2-
al of the fungal growth, the colonies were mechanically injured with a scalpel and then, the growth was allowed for an additienal period of 2, ii. The image
represents the ability of T. atreviride to grow and compete for nutrients and space against B. cinerea. iii. The image represents the confluent growth of T, atroviride,
which inhibits the pathogen growth in an advanced stage of the interaction. (b) Effect of the mechanical damage on the growth of T. amoviride and B. cinerea. {c)
Biocontrol activity of T. aroviride with and without mechanical damage against the plant pathogen fungus. The radial mycelial growth of Trichoderma on B. cinerea

was reported in cm. Bars in {b) and (e} show the mean values + standard deviation {(n

9) based on two independent experiments, and different leders indicate

statistically significant differences by two-way ANOVA Analysis and Tukey's test (P < 0.05).
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Fig. 5. Effect of 6-PP on B, cinerea growth under photoperiod and dark con-
ditions, To determine the effect of 6-PP on the growth of the plant pathogen
fungus, 1 = 10° spores were used to inoculate 0.2 « agar-MS medium with or
without &-PP, Bars represent the means + standard deviation, based on two
independent experiments with 1~ 10 Petrd dishes, Different letters indieate
statistically significant differences as determined by generalized linear models
and post-hoe Tukey's test (P < 0.05),

(Co

Bt

ras-Cornejo ot al., 2008; Kottb et -al, 2015; Garnica-Vers
16). To determine whether light conditions or mycelial injury
could affect the beneficial effects of 7. atroviride on plant growth pro-
motion via auxin production and VOCs, we performed in-vitro experi-
ments using A. thaliona. Both organisms were co-cultivated in Petri
dishes with and without physical divisions (I-dishes). In the bioassays
with two-sided I-plates, the fungal VOCs promoted 2-fold the shoot
biomass accumulation and lateral root formation in plants exposed to
the volatile blend of healthy or damaged mycelium, respectively (Fiz. o).
Comparable effects on the shoot biomass accumulation and lateral root
induction were also observed in the experiments performed in Petri
dishes without division (Fiz. 7). 184 production by T. atroviride was
determined in the medium of the plant-fungus interaction system (3.2x
agar-M8) after fungal mycelium damage. Mechanical damage increased
IAA production in T, atroviride from 1.38 to 7.22 ng/ml {t = 2.7764, P =
0.00325).

4. Discussion

The biotechnological impact of Trichoderma is rising due to their
beneficial effects on plants and biocontrol wraits. Here, we followed the
premise that during soil and erop management practices, the fungus may
be exposed to stressing sunlight and the mycelium may be damaged
affecting its growth and natural performance. To gain more information
into this question, we performed a set of in vitre experiments to deter-
mine the impact of light exposure and mycelial injury on the growth,
metabolism, biocontrol and plant growth promotion. Four growth con-
ditions for T. atroviride were stablished i) ideal growth conditions
(darkness), ii) darkness + mycelium injury, iii} photoperiod {light/dark
cycles), and iv) photoperiod + mycelium injury. Interestingly, light/
dark growth conditions modulated both fungal growth and biochemical
properties. Simultaneously light -+ injury stress modified the production
of IAA and the emission of fungal VOCs, including oxyliping. Impor-
tantly, the mechanical injury did not affect the beneficial effects of the
fungus on the plant growth via VOCs or diffusible compounds, but the
biscontrol of T, arroviride against B. cinerea was diminished.

4.1, Physiological and biochemical respense of T. atroviride under abintic
stress conditions

As reported in the literature, light wavelengths that activate photo-
synthesis in plants delayed T. atroviride growth and promoted fungat
sporulation compared with the darkness treatment (Schmoll o al
2010). Fungal growth and sporulation were further increased upon
mechanical injured under photoperiod (Hermandez-Onate et al., 2012).
Coincidentally, we found that the number of spores was directly related
to the tvpe and degree of abiotic stress. These data suggest that
T. arroviride delays its growth and activates the sporulation process as an
adaptive response to ensure its prevalence under adverse conditions.

Trichoderma releases VOUCs constitutively; however, we observed that
the compound profiles varied according to the stimulus to which the
fungus was exposed. In particular, the abundance of volatiles derived
from fatty acids present in the fungal cell membrane (i.e., 1-octen-3-ol,
J-octanone, and 6-PF) already differed. These compounds are collec-
tively known as oxylipins, and play important rofes in regulating fungal
morphogenesis, plant interactions, and biccontrol (Fl-Hasan e al.
2007; Nemcovic et al, 2008; Steya et \
et al., 201 6; Medina-Castellanos ot al,, 200 8; Spo

20:20h),
Plants and animals also produce their own oxylipins, which perforr
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Fig. 6. Effects of volatiles released by 7. atroviride on
the Arabidopsis growth (a-d). Representative photo-
graphs of 9-days-old A. thaliona (Col-0) seedlings
cultured on the surface of agar plates containing 0.2x
MS medium with or without the perception of vola-
tiles from a fungal colony with or without mechanical
injury. Uni lated control (a) without or
(¢) with agar damage. Seedlings exposed to the fungal
VOCs emitted by colonies (b) without or (d) with
mycelium damage. (e) Shoot fresh weight biomass
accumulation (five groups of 10 plants [n = 51). ()
Lateral root number per plant (n = 35). Bars show the
mean values + standard deviation. Different letters
indicate statistically significant differences by two-
way ANOVA Analysis and Tukey's test (P < 0.05).
The experiment was repeated three times,

(f) . Without damage
I 'echanical damage

Control T atroviride Control

hormonal functions (Brodhun and Feussner. 2011; Fischer and Keller,
2016). For example, jasmonic acid (JA) is a plant oxylipin that triggers
defense responses, and ful both devel and senescence
(Brows

In Trichoderma, the alcohol 1-octen-3-ol together with its analogs 3-
octanol and 3-octanone participate in the transition from vegetative
growth to conidiation {Nemcovic et al., 2008), and considerable atten-
tion has been paid to the biological roles of these fungal oxylipins in
other organisms (Tsitsigiannis and K 2007). In-vitro experiments
showed that plant perception of 1-octen-3-ol activated JA-dependent
defense responses in A. thaliana (1(ishi o et al., 7 To the best
of our knowledge, the role of 6-PP as an inducer of conidiation in Tri-
choderma was unknown; however, its activity as a plant growth pro-
moter (G rgara eLal., 2016), and antimicrobial agent (£1-1
et al., 2007) points to an important role of this volatile in cross-kingdom

P

009).

anica-Ve fasan

T. atroviride

communication.

Here, we show that T. atroviride modulated the production of oxy-
lipins according to the detrimental growth conditions perceived from
the environment; therefore, it is likely that they play a key role in
activating mechanisms of resistance under stress conditions. Com-
pounds such as 3-octanone, 3-octanol, and 1-octen-3-ol increased with
photoperiod and photoperiod + injury, and this effect was proportional
to the production of spores. Additionally, the content of 6-PP decreased
when the fungus was subjected to photoperied and photoperiod +
injury. It is logical to reason that 6-PP is a compound that is produced
during the fungal growth and most likely it plays some function in such
process. Furthermore, it was observed that if the 6-PP abundance
decreased, the 1-octen-3-ol content increased, suggesting a negative
regulation system whereby the 6-PP/1-octen-3-ol ratio is important to
induce sporulation in T. atroviride, although further studies are needed
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Fig. 7. Effect of root colonization of T. atroviride and mycelia injury on the
Arabidopsis seedlings growth. Seedlings were germinated and grown for 4 d on
the surface of agar plaves containing 0.2x MS medium. T, atroviride was Inoc-
ulated &t a distance of 5 cm from the primary root tip. Two days later, the
mycelium was mechanically damaged and the fungal growrh was allowed for an
additional 3 d for a wotal of 5 days of growth, (a) Shoot biomass accumulation
(10 groups of 10 plants, n = 10}, based on two independent experiments. (b)
Lateral root number per plant. Bars represent the mean values + standard de-
viatlon (n = 15 plants). Contral means un-ingculated plants with or without
damage 1o the eulture media, The experiment consisted of three independent
replicates. Different letters indicate statistically significant differences in mean
values by two-way ANOVA Analysis and Tukey's test (P < 0,05).

to verify this hypothesis,

4.2, Performance of T. atroviride under derrimental growth conditions;
alteration of the fungal antagonist capacity

In the rhizosphere, T. aroviride interacts and competes with other
microorganisms that include plant pathogen fungi (Harman o1 al,
2004), Due to the biocontrol of Trichoderma, many species have been
studied and it is known that such fungi compete for space and nutrients,
and exerts their biocontrol thmugh antibiosis, and mycoparasitism
(Harman, 2006; § i 018). The
fungal grnwth includes the pﬂ,ldu.ctmn of secondary metabolites like
siderophores, pyrones, terpenes, peptaibols, and hydrolytic enzymes;

driguez et al.,

Rhbizosphere 22 (2022} TNEF11

which can be constitutively produced or are induced when the fungus
p-ercewes its pn:\r ( 1| 1 ot al., 2006; E g
l., 2014).

’ﬂyw:npa.rasmsm is a well known feawre of Trichoderma and it init-
ates with the recognition of a fungal prev and the subsequent attachment
to and coiling around the hyphae of the plant pathogen in a mechanism
that involves Trichoderma growth toward its host. Attachment of Tri-
choderma hyphae is regulated by the detection of lecting in the cell wall
of the fungal prey, to which the Trichoderma hyphae bind through
compatible cell wall sugars. Subsequently, the penetration occurs
through the participation of hydrolytic enzymes to degrade the cell wall,
whaose production is induced even at previous stages of host recognition
(Harman et al., 20 Dijonovic et al, 2006). Dual
confrontation assays in ﬂrro with different plant phytopathogenic fungi
showed the influence of Trichoderiia on the growth of many I'ungai
hclsts and such effect is enhanced under dark conditions (Speckbacher
P a).

Here. we studied the biocontrol ability of T. atroviride on B. cinerea.
This necrotrophic fungus can infect at least 1400 plant species, which
include more than 200 crops with economic importance causing soft rot
in aerial plant parcts, but also, actively grows as a *apmphvte in crop
dehrl.s and in organic soil matter {Williamson et al., 2007; Bardin et al

201#). Our results show that the mechanical damage to Lhe rnyu_dmrn of
Trichoderma reduced the biocontrol activity against B. cinerea. Never-
theless, the production of 6-PP with antimicrobial activity may antici-
pate in the antagonism to the phytopathogen, since we found that this
pyrone repressed the B, cnerea growth in a dose-dependent manmner,
although its activity was more evident when the plant pathogenic fungus
was grown in darkness, indicating that 6-PP may be light sensitive.
Considering these findings, it will be very important to conduct future
studies to determine if the mycelial injury leads to a change in the
production of other metabolites or hydrolytic enzymes involved in
hiocontrol activity of Trichoderma.

2006;

farman,

4.3. Plant growth promotion: o sustained beneficial effect under
unfavorable fungal growth conditions

In regard with the beneficial effects of T, atroviride in plants, we
found that the fungus was able to emit a complex blend of VOCs and
efficiently produce and release hormone-like compounds to promote the
plant growth when the mycelium suffered mechanical injury. Impor-
tantly, such beneficial biochemical features in T, atroviride could benefit
the plant growth under detrimental growth conditions. We performed
experiments with two sided [-dishes where both, the plant and the
fungus interacted via VOUs emission, and analyzed the direct interaction
by the secretion of diffusible compounds. Detailed physiological and
molecular studies revealed that in A. thaliona, 6-PP was responsible for
the promotion of the shoot growth and root development through a
mechanism involving the auxinsignaling pathway and the ethylene.
response modulator EINZ. In this molecular interaction, 6-PP regu-
lated the expression and distribution of the auxin transporters PINT (PIN
FORMED 1), PIN2, and PIN3 in the root tip (Garnica-Vergara et al
2016}, Although the 6-PP abundance decreased with the mycelium
injury, the response of the plant was maintained, confirming the efficacy
of 6-FF as a plant growth promoter.

Comparable effects on plant growth were observed when A, thaliona
roots interacted directly with the solid medium with the diffusible
fungal compounds; in particular, we measured the IAA content, which
inereased after mycelium injury. A complementary mechanism for plant
growth promotion independent of that activated by 6-PP via VOCs is the
perception of soil diffusible compounds that include indolic compounds
where Trichoderma enhances both, shoot and root biomass production in
plants through auxin-dependent mechanisms (Contreras-Cormejo of al
2009). IAA is a canonical plant growth regulator that induces shoot
hiomass accumulation and lateral root formation in A, thaliana through
a molecular mechanism that involves the component AUX1-7, which is
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an auxin influx that participates in both acropetal and basipetal auxin
transport at the root tip (Contreras-Cornejo et al., 2009; Swarup et al.,
20010 Additonally, IAA production by soil microbes is considered a
major influencing plant growth and development; thus, microbial 1AA
has been considered as a very important signal for colonization (Spacpen
el al,, 2007}, Our resulis showed that [AA production by T. atroviride did
not decrease after mechanical damage to the mycelium but rather
increased, perhaps as a signal to strengthen the symbiosis under stress
conditions.

Finally, our findings show that it is important to dedicate efforts to
study the ecological impact of Trichoderma under detrimental growth
conditions since stress may affect the production of key bicactive com-
pounds for soil health and crop performance (Fig. 8). In addition, we
confirm the promising potential for 6-PP as an antifungal metabolite
that could be used in field conditions, although the chemical stability of
the compound in the presence of light is important o consider in the
comprehensive assessment of activity during its application, Hopefully,
our results provide important guidance for future research and man-
agement of plant-Trichoderma symbiosis in agriculture.
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Fig. 8. Environmental stimuli can modulate different
traits in Trichoderma. Mycelial injury reduces the
biocontrel of T. atroviride and changes the emission of
fungal VOCs and the production of [AA (open circles).
In contrast, the beneficial effect of T atroviride on the
promotion of plant growth and development remains
eonstant with or without mycelial injury. Gray cireles
incticate the unaltered effects of the fungus on the
fungal performance and metabolic traits, Moreover,
fungal VOCs profile changes according te light or
dark conditions (black circle). The environmental
growth conditions affect the integrity and the pro-
duction of bisactive metabolites of Trichoderma and
in turn the potential of the fungus for agriculture

o @

purposes,
r - Light
L -Darkness
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Chapter 4 (®)
The Role of Phytohormones e
in Cross-communication Between Plants

and Rhizo-Microbes

Hexon Angel Contreras-Cornejo, Arturo Ramirez-Ordorica,
Mariana Alvarez-Navarrete, and Lourdes Macias-Rodriguez

Abstract Plants in their ecological niches establish multiple interactions with
arthropods and rhizosphere microorganisms. Plant growth-promoting rhizebacteria
(PGPR) and soil-bome fungi can establish molecular dialogues with plants by
producing powerful molecules such as ethylene (ET), auxins (IAA), cylokinins
(CKs), and gibberellins (GAs) that activate specific molecular mechanisms that
subsequently moduolate specific physiological processes such as cell division, expan-
sion, or cellular differentiation. whereas abscisic acid {ABA) or enzymatic compo-
nents as the l-aminocyclopropane-l-carboxylate deaminase (ACCase) have the
ability 1o induce resistance to different kinds of abiotic stresses as salinity and
drought, The microbial root interaction might activate defense responses mediated
by the phytohormones salicylic acid (SA) or Jasmonic acid (JA) that result effectives
against the attack of plant pathogenic microorganisms (hemi- and biotrophic or
necrotrophic pathogens) or chewing and piercing sucking insects. This chapter
highlights the role of several microbial metabolites that impact on the molecular
mechanisms modulated by phytohormones that regulate defense responses and the
growth and development of plants.
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4.1 Introduction

Plants and microorganisms interact in practically all the ecosystems and their
presence is essential to maintain life on earth due to the ecosystemic services that
both provide (Herrera-Paredes and Lebeis 2016). Because plants are anchored to the
s0il through the roots, it is through this system that plants interact with myriads of
rhizosphere microorganisms, such as bacteria, ectomycorrhizal, arbuscular mycor-
rhizal fungi (AMF), and free-living fungi (Reboutier et al. 2002; Splivallo et al.
20097, Some microorganisms can be found associated with the seeds, stems, leaves,
and fruits of plants (Romero et al. 2014; Coleman-Derr et al. 2016; Ramirez-
Ordorica et al. 2020). These microorganisms induce on plants a broad range of
effects that can be negative, neutral, or beneficial for the host (Newton et al. 2010,
Ziniga et al. 2017). Beneficial interactions invelve communication among the two
organisms through signaling metabolites that are exuded by plant roots and micro-
organisms. These compounds subsequently are perceived by the epidermal cells of
the host plant, and in tum impact on the endogenous signaling programs of the cells
(Ortiz-Castro et al. 2008; Baetz and Martinoia 2014), Interactions between plants
and microorganisms can be through physical contact such as root colonization or
interactions without physical contact that involve the exchange of low molecular
weight compounds that function as specific signals o modulate some physiological,
biochemical, or molecular processes in the recipient organism (Ryu et al. 2003;
Contreras-Comejo et al. 2000: Rasmann and Turlings 2016). Rhizosphere bacteria
and fungi produce a number of metabolites that when perceived in the target cell can
function as phytohormones in plants (Splivallo et al. 2009; Shi et al, 2007). To date.
the number of microbial metabolites identified s broad and several of them have
plant growih modulatory activity that resembles the function of the canonical
phytohormones but such compounds have very different chemical structure, thus
the molecular mechanisms through which the plants perceive and respond to them
are hot topics at this moment {Contreras-Cornejo et al. 201 5a, b, ¢; Garnica-Vergara
et al. 2016).

On the other hand, some compounds of microbial origin can also activate defense
responses. Under starvation, rhizosphere microorganisms can release low molecular
weight compounds or peptidic compounds that stimulate plant immunity. Such
defensive priming has been found to be effective to resist the attack of plant
pathogen microorganisms or even herbivorous insects (Battaglia et al. 2013;
Coppola et al, 2019, b; Contreras-Comejo et al. 20204, b). In order to illustrate
the biological, ecological, and agricultural importance of the microorganisms in the
thizosphere, this chapter describes the most recent scientific advances that highlight
some secondary metabolites of microbial origin that are perceived by plants and
modulate different aspects of growth, development, and defense under different
environmental conditions.
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4.2 Microorganisms in the Rhizosphere

Soil microorganisms include various genera and species of bacteria, fungi,
oomycetes, nematodes, and amoebae (Newton et al. 200{; van Dam and
Bouwmeester 2016). The composition of the microbial communities in the rhizo-
sphere differs between plant species (Hardoim et al. 2008; Redford et al. 2011)). For
example, Arabidopsis thaliana rhizosphere community 18 mainly associated with
bacterial phyla Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria,
Firmicutes, Gemmatimonadetes, and Proteobacteria (Lundberg et al. 2002), Plant
root exudates, soil pH, nutrients availability, soil humidity, and other abiotic factors
participate in the modulation of the microorganism populations (Kim and Lee 2020;
Juan-Ovejero et al. 2020, Microorganisms have important roles lor the optimal
functioning of the ecosystem, for example: mobilization and stabilization of carbon,
organic matter decomposition, nutrient mineralization and biocontrol of pathogenic
microorganisms, and the different types of interactions with plants (Mitchell et al.
2003).

Microbial community structure is dependent on temperature variations (Manzoni
et al. 2012). The depth in the soil can affect the location of microorganisms: the
microbial population is found to be more in aerated soils (Liv et al, 2016). Addi-
tonally, the edaphic propertics of the soil, for example, the concentrations of
electron donors or acceptors in bulk soil, agricultural practices as the utilization of
organic nitrogen fertilizers, and plant vegetation cover species, can largely modulate
impact in microbial communities assemblage {Caradonia et al. 2019; Yuan et al.
20190, In a recent report it was shown that the microbiota of tomato (Solamem
Iyveopersicum) 1s constituted mainly by members of Actinobacteria, Bacteroidetes,
Alpha-, Beta-, Gamma-, and Deltaproteobacteria and Verrucomicrobia (Caradonia
et al. 2019). However, in the peatland rhizosphere, the phyla Ascomycota and
Basidiomyeota are fungal communities present at 46% and 40%, respectively
{Thormann et al. 2007, Otherwise, the lifestyles of the microorganisms determine
if they can live freely in the thizosphere, or if they form endophytic associations with
plants {Akivama et al. 2005; Bae et al. 200 1),

4.3 Plant-Microorganism Interaction

The microorganisms in the rhizosphere may have no apparent effect on plants. be
harmful if they cause disease, or can be beneficial for plants., Beneficial microor-
ganisms can stimulate plant growth through: (1) direct mechanisms, by the produc-
tion of growth regulating molecules. and processes that improve the acquisition of
macronutrients (N, K, Ca, Mg, P, and §) and micronutrients (Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo,
and Ni), and (2} indirect mechanisms, mainly by the biocontrol of phytopathogen
microorganisms (Contreras-Comejo et al. 2016; Ramakrishna et al. 2019), It has
often been observed that beneficial soil microorganisms stimulate plant immunity
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and promote resistance to different types of abiotic stress such as those caused by
water deficit, salinity, or soil contamination by heavy metals (Martinez-Medina et al.
2019 Knn and Lee 2020).

Root exudates are an important source of compounds to enrich the thizosphere
near to the plants with nutrients, and as a consequence the microorganisms in close
association with the root increase their population density and association with the
plants {Ziniga et al. 2017; Sasse et al. 2018). Plant metabolites or those of microbial
origin, depending on their physicochemical characteristics, can be diffused through
the rhizosphere or towards the atmosphere (Tye et al. 201 7). Plants release the root
compounds that are exuded through passive processes such as diffusion, channels.
vesicular transport, or more complex processes as ATP-binding cassette (ABC)
transporters (Baetz and Martinoia 2014), Some compounds derived from plants
function as signaling molecules 1o attract the benelicial microorganisms towards
the root, and later root colonization takes place (Akiyama et al. 2005).

In the case of associations established by AMF, host plants initiate the interaction
through the production and release of sinngolactones that are carotenoid-derived
compounds of low molecular weight less than 500 Da (Rasmann and Turlings 2016,
These metabolites, when perceived by the fungal spores, promote the growth of the
hyphae towards the host plant. Specifically, root exudates from Lotus japonicns
plants release S-deoxy-stringol, which at concentrations of 30 pg o 1) ng is a
branching factor for Gigaspora margarita hyphae (Akivama et al. 2005). It is known
that plants growing in phosphorus limitation are forced to increase their ratio of root
exudation, which lavors the exudation of agents that promote the branching of AMF
hyphae (Nagahashi and Douds 2000). In the rhizosphere, there are some species of
fungi that also establish associations with plants and colonize the roots without
apparent participation of signaling molecules that favor interaction; such is the case
of the endophytic fungus Piriformespara indica that colonizes the root tissue of
barley (Hordeum valgare L) (Waller et al. 2008},

Soil microorganisms can perceive the components present in rooi exudates
{De Weert et al, 2002). More recently it was shown that during plant-Trichodermea
interactions, plants release oxyliping and carbohydrates through root exudates that
are perceived by the fungus and function as chemotactic agents for the attraction of
the microorgamism towards the root {Lombardi et al. 2018; Macias-Rodriguez et al.
2018). In the particular case of tomato plants inoculated with Trichederma
atroviride IMT 2060:4), it was observed that before physical contact between the
two organisms, the plants mainly exude the monosacchandes arabinose, xylose,
glucose, myo-inositol, and fructose, Later, when T. atroviride grew towards the root,
the levels of carbohydrate exudation were slightly reduced and the exudation of
sucrose that served as a nutritional and as a carbon source for the fungus increased its
levels (Macias-Rodriguez et al. 201 8).

In regard with the associations of rhizobia with roots, it s known that planis
release flavonoids which are chemotactic agents for nitrogen-fixing bacteria and in
response such bacteria release molecules named “nod factors,” which are substances
structurally related to acylated chitin oligomers {Bisseling and Geurts 2020). It has
been assumed that plants in the cell membrane possess a receptor for nod factors,
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which is a heterodimernc receptor that in Medicago truncatula is composed of the
kinases LYSM DOMAIN-CONTAINING RECEPTOR LIKE KINASE
3 (MTLYK3) and NOD FACTOR PERCEPTION (MINFP) (Zipfel and Oldrovd
2017, Then, in order to activate this mechanism, bacteria approach the proximity of
the root hairs, and such structures cover the bacterial cell, thus forming the nodule
where the fixation of atmospheric nitrogen will occur (Oldroyd et al. 2011:
Podlefikova et al, 2013).

4.3.1 Root Perception of Microbial Signals

Changes in the shape and structure of the root are often the result of the perception of
microbial signals by the host plant cells (Gutidrrez-Luna et al. 2010). Table 4.1
shows the physicochemical properties of the canonical phytchormones, Some of
them can be produced by rhizosphere microorganisms. Depending on the type of
signal, microbial molecules can induce changes in the plasticity of the root system,
which implies an increase in the formation of secondary roots and root hairs
{Contreras-Corngjo et al, 2009, 2015b; Garnica-Vergara et al, 2016). These changes
in the root system allow the plants a more vigorous anchoring to the soil, improved
uptake of water and nutrients and a greater contact surfuce with the microorganisms
of the rhizosphere (Ortiz-Castro et al. 2009), Figure 4.1 shows the impact of the
inoculation of Bacilfus amvioliguefaciens M496 on the growth of maize and
Medicago truncatula plants grown in MS medium. Bacterial inoculation enhances
both shoot length growth and root branching, which suggests that such strain uses an

Table 4.1 Phvsicochemical properties of phvtohormaones

Malecular | Molecular Density | Class of
MNami formula | mass (gimol) | (glom™) Appearance | commpound
indole-3- CioHaNO; | 175,19 14 £ 0.1 | White solid | Indolic
acetic acid | eompound
(TAAY , |
Ethylene (ETy | C;H, | 28.08 1.138° Colorless gas | Hydrocarhon
Abscisic acid CsHagy | 264,32 1.2 £ 0.1 | Coelorless solid | Isoprenoid-
{ABA) crystals | derived
! | ! ! | compound
Zeatin (CK) | CpHNsO | 21924 14401 |Yellowish o | Adenine-
off-white i derived
| [ . | erystals | compound
Tmsmonic acid | CoH 0y | 21027 11 £ 0.1 | Odff-white oil | Oxylipin-
(JA) | derived
{ [ | { ' compound
Salicylic acid | C5Hg0O, ' 138.12 14 0.0 | White sahd i Phenolic
(SA) | | conmpound

Partial information in this table was taken from Contreras-Cornejo et al, (2009, 20154, b)
**This property s in kgfm® ar 25 °C
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Maize - controd
A Maize - MaSE

Medicago contral
B Medicage - MADES

Shoof

A
Maize- control
3 A Malze- Mdg5.A
:; Limavvins counil
=
0
o Raoal langth
[n]
3 Lateral roats count
a L
[ Ty
u

Medicago- control

Medicago- M456

PC1 (92.55%)

Fig. 4.1 Prncipal component analvsis (PCA) thai highlights the  effects  of  Bociffus
amyloliguefaciens MA%6 on maize and M, runcarle plants. Notice that the main effect of this
migroorganism is primmoting shoot groewth and lateral oot formation. This pattern suggests a plant
species-independent response 1 the sume bacterial strmn

efficient mechanism to induce beneficial effects on mono- and dicotyledonous
plants.

Some bacteria and fungi in the rhizosphere can produce metabolites that directly
impact some signaling pathways, modulated by canonical phytohormones, thus
producing the typical hormonal effects at the physiological level (Splivallo et al.
2009 Contreras-Cornejo et al. 20144, b; Gamnica-Vergara et al. 2016; Gouda et al.
2018). Figure 4.2 shows the chemical structure of some phytohormones. However,
there are some microbial compounds that can antagonize the effect of phytohor-
mones (Reboutier et al. 2002). For example, the basidiomycetous fungus Pisolithus
tincrovins that establishes ectomycorrhizas with Ewcalvprus globulus releases an
indole alkaloid metabolite called hypaphorine that reduces the root hair elongation
and counteracts the actvaty of the auxin IAA (Ditengou and Lapeyne 20000
Reboutier et al. 2002). Below are described some rhizospheric microorganisms,
microbial metabolites, and the molecular mechanisms that are modulated in plants
when both kind of organisms cointeract.
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Fig. 4.2 Molecular structures of the seven canonical phytohormones. Rhizosphere microorganisms
as bacteria or fungi can produce this class of compounds. To the best of our knowledge JA has not
‘been identified in microorganisms but beneficial plant microorganisms activate its signaling
mechanism. Notice differences among chemical structures

4.3.1.1 Auxins

Auxins are a group of compounds whose main chemical characteristic is that they
have the indole molecule as structural base. It is known that a large number of
pathogenic and beneficial soil bacteria and fungi produce auxins (Contreras-Comejo
et al. 2020b). The main auxin in plants that participates in multiple development
processes is indole-3-acetic acid (IAA). The IAA biosynthesis pathway starts from
chorismate from which anthranilate results, and then the amino acid tryptophan
(Spaepen et al. 2007). In bacteria, several routes have been proposed for IAA
biosynthesis that use the following metabolites as precursors: (1) indole-3-acet-
amide, (2) indole-3-pyruvate, (3) tryptamine, and/or (4) indole-3-acetonitrile
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(Spaepen et al. 2007). It has been speculated that IAA released to the environment i1s
present in its protonated form because the rhizosphere is considered a weakly acidic
environment (Hinsinger el al. 2003),

The TAA signaling mechanism starts when the molecule is perceived by influx
transporters (i.e.. AUXI1) and these internalize the phytohormone within the cell
(Swarup et al, 2001). Also involved in auxin transport are the efflux transporters PIN
FORMED 2 (PIN2, also named EIR1) (De Billy et al. 2001). Subsequently, TAA
binds to the nuclear receptor TIRT (a F-box protein transport inhibitor 1) {Kepinski
and Levser 2005}, In Arabidopsis thaliana, three other auxin receptors, named
AFBIL, AFB2. and AFB3, have also been identified (Dharmasin et al. 2005 Parry
and Estelle 2006), TIRI is part of the SCE™' complex that participates in the
ubiquitination of proteins that will later be degraded. When IAA binds to the TIR |
receptor, part of the SCF™! ubiquitination molecular complex, the degradation of
Auw/TAA proteins which repress the expression of auxin response genes is promoted
{Spaepen et al. 2007). Auxins modulate different genes that are classified into the
following families: Gretchien Hagen 3 (GH3), auxinfindole-acetic acid-inducible
{(AUXAAA), and small auxin up RNA (SAUR) genes (Zhao et al. 2014). There is
another family of genes different from those described above and it is named as
auxin-repressed proteins (ARP) whose expression is also modulated by 1AA (Lee
et al. 2013). The modulation of the auxin signaling pathway during the plant-
microorganism interaction has been shown in the case of poplar (Populis
trenuila = Populus alba) inoculated with the ectomycorrhizal fungus Lacearia
bicolor which induced the formation of lateral roots and increases of the anxin levels
at the root tips. Treatments of plants with 1-naphthylphthalamic acid. an auxin
transport blocker, affected the accumulation of auxins and the development of lateral
roots. An oligoarray analysis in plants that perceived the metabolites released by the
fungus revealed important changes in the expression of several genes belonging to
the molecular mechanism of auxins as PraPIN and PtaAUX of the auxin transport,
PiaGH3 involved in auxin conjugation, and PlafAA genes involved in the signaling
of auxins (Felten et al. 20090 In vitro assays between Arabidopsis thaliang and
Trichoderma virens Gv2Y-8 revealed that the fungus promotes plant growth. The
beneficial effect on the accumulation of foliar biomass, induction of lateral roots, and
formation of root hairs was the result of the production of TAA (13,48 = 0.97 pg/lL).
indole-3-acetaldehyde (59.40 4+ 4.47 pe/L). and indole-3-ethanol (72.33 + 1.41 pg/
L). Genetic confirmation for the participation of TAA in the foliar growth promotion
of Arabidopsis thaliana by T. virens Gv29-8 was supporied by the phenotype
observed in the plant due to the reduced response on growth promotion in the
mutants auxf-7, eirl-J. and axrl-3 inoculated with the fungus (Contreras-Comejo
et al. 2004,

[AA can also interact with the ET signaling pathway and modulate plant devel-
opment as evidenced by the production of this volatile hormone and its release from
the truffle mycelium and due to its hormonal activity on the host plant Cistus incanns
and non-host Arabidepsis thaliana (Splivallo et al. 2009, In the case of the in vitro
interaction between Trichoderma atroviride IMI206040 and Arabidopsis thaliana, it
has also been observed that the fungus modulates plant growth by activating the TAA
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and ET pathways, with cross talk between both hormonal response pathways. This
complex signaling mechanism invelves the activity of the MAP kinase MPK6,
which is induced after 15 min by | pM of 1AA and by high concentrations of
indole-3-acetaldehyde and indole-3-ethanol produced by T. arroviride IMI2060:40,
In this interaction. MPK6 possibly functions as a repressor element, which results in
the activation of molecular events, leading to the negative regulation of the forma-
tion of lateral roots, root hairs, and the growth of the primary root (Contreras-
Comejo et al. 2015b). In the same work, it was found that the fungus activates the
ET pathway through the production of this phytohormone: the developmental
processes that ET regulates on the root system for the formation of lateral roots
and root hairs involve the components of the ET pathway (ET RESPONSE 1) ETR1.
ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2), and EIN3, probably using MPK6 and CTR 1
as modulators of fungal signals between LAA and ET pathways {Contreras-Cornejo
et al. 201 5b). In the case of the plant-pathogen interaction a key role for OsGH3.{ in
the induction of nce resistance against Magnaporthe grisea was evidenced in
experiments with the transformant plant overexpressing OsGH3. 1 because in such
lines the resistance to the pathogenic fungus was higher (Domingo et al, 2009},

4.3.1.2 ACCase/Ethylene (ET)

Some rhizospheric microorganisms  such  as  the bacterium  Burkholderia
phytofirmans PsIN can promote plant growth through the action of the enzyme
called l-aminocyclopropane-1-carboxylic acid deaminase [ ACCase] (Sessitsch et al.
2005). This mechanism begins when the microorganisms that possess ACCase
perceive the ACC exuded by the roots of the plants, and this organic acid 1s cleaved
inte a-ketoburyrate and ammonia {Santoyo et al. 2016). ACCase encoding gene has
been identified in several microorganisms that include the yeast Hansenula sanirnus,
Trichoderma asperellum T203, and Penicillivm citrinum (Minami et al, 1998, Jia
et al. 1999; Viterbo et al. 20107,

It has been proposed that the amino acid c-methionine is used as a precursor for
the production of a-keto-y-(methylthio) butyric acid, and due to its photosensitive
properties it releases ET (Splivallo et al. 2009), In microorganisms, there are at least
two ET  biosynthetic  pathways involving the compounds 2-oxo-4-
methylthiobutyrate (OMTB) or 2-oxoglutarate (Cristescu et al, 2002), The OMTE
pathway has been found to exist in the fungi Borrytis cinerea, Penicillium digitatum.
and the veast Saccharomyces cerevisine, and in the bacterium Pseuwdomonas
syringae (Nagahama et al, 1994; Weingart et al, 1999; Cristescu et al, 2002).

ET is a gaseous molecule of very low molecular weight that coordinates different
aspects of plant physiology such as development and defense (Jaroszuk-Sciset et al.
2019 In Arabidopsis thaliana, at least five receptors of ET have been detected
called: ET RESPONSE | (ETR1), ETR2, ET RESPONSE SENSORI (ERS1).
ERS2, and ET INSENSITIVE 4 (EIN4) (Kazan 2015). The activation of these
receptors causes repression of CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1 (CTRI1).
that permits ETHYLENE INSENSITIVE 2 (EIN2) to relay the ET signal to the
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transcription factors EIN3 and ETHYLENE-INSENSITIVE3-LIKE (EIL). Then.
EIN3 activates ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1 (ERF1), inducing the expres-
sion of ET-responsive genes (Huang et al, 2003; Kicber et al. 1993; Sanchez-
Rodriguez et al. 2010), Nine genes encoding ACC synthetases (ACS) have been
detected in Arabidopsis thaliana (Tsuchisaka and Theologis 2004). Tt is known that
FPiriformospora indica induces changes in the expression of the ACS! and ACSS
genes in the tips of the roots of reporter plants that express the activity of
P-glucuronidase (GUS) (Khatabi et al. 2012).

4.3.1.3 Crytokinins (CKs)

These types of compounds are dervatives of Ng-substituted adenine compounds
(Wang et al. 2017). Some plant-mutualistic bacteria such as Sinorhizebivm melilon
and Mesorhizobium loti have been detected to produce CKs (Lohar et al. 2004;
Frugier et al. 2008). In Sereptomyees turgidiscabies, the causal agent of potato scab,
a biosynthetic pathway for this phytohormone has also been detected (Joshi and
Loria 2007 ). For several decades, it has been known that Agrobacterium tumefaciens
transfers to its host plants a specific fragment of DNA (transfer DNA [T-DINA]) that
comes from a tumor-inducing (Ti) plasmid and among the genes that are encoded in
such plasmid, a trans-zeatin synthesizing gene 1s found, which promotes the pro-
duction of rrgns-zeatin in bacteria (Hwang et al. 2013).

In plants, CKs promote cell division but also participate in various processes
associated with active growth, metabolism, and in modulating defense responses
{Cairon et al. 201 3). CKs are active at the site of their synthesis, but also at distal sites
where they are concentrated after being transported from other very distant parts
(Zhao 2008), It has been detected in Arabidopsis thaliana that the transporter
ABCGI4 (an ATP-hinding cassette) regulates the translocation of "C-fZ type CK
from roots to foliages through the xylem (Ko et al, 2014),

In Medicago fruncamla, the CK signaling mechanism is triggered when the
phytohormone is perceived by the extracellular eyclase/histidine kinase-associated
sensing extracellular domain in the CK response | (CRE1) transmembrane receptor
(Gonzalez-Rizzo et al, 2006; Kundu and DasGupta 2018), On the other hand, the
endophytic fungus Piriformespora indica can promote the growth of the model plant
Arabidopsis thaltana by activating CKs signaling; importantly, increases in the
content of cis-CKs were detected in the roots of the plant and there is evidence
that shows that the combination of the CREI/AHK2 receptors is necessary during
the signaling mechanism (Vadassery et al. 2008),

It has been identified in rice plants (Oryza saiiva) infected with the pathogen
Muagnaporthe orvzae, that there is a space-dependent hormonal modulation between
components of the signaling pathway mediated by CKs and ABA. In the carly stages
of the infection by M. eryvzae, a suppression of the immune system occurs in the
plant, which is partly related to the activation of the signaling pathway mediated by
ABA, which leads 1o activation of the signaling pathway modulated by CKs and the
expression of genes that code for sugar transporters (Cao et al, 2016).
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In Arabidopsis thaliana ecotype Columbia-0. an interesting effect on the modu-
lation of the components of the CKs and auxins signaling pathways has been
detected  during  the clubroot disease caused by the obligate biotrophic
Plasmodiophora brassicae. During this disease, genes belonging to the GHF family
and members involved in the auxin homeostasis were upregulated. In contrast, some
components involved in the CK homeostasis were downregulated (Siemens et al.
2006). It is known that in early stages of the interaction, Plasmodiophora provides
CKs to the host plant, which causes a re-mnitiation of cell division in the cortex, and
consequently several signaling and metabolic events occur that will allow to main-
tain the plant pathogen and later the gall formation (Devos et al. 2006).

4.3.1.4 Gibberellins (GAs)

These compounds act in multiple processes of plant growth such as modulation of
cell division in growing tssues, stem clongation. flowenng. seed germination, fruit
formation, and senescence (Yamaguchi 2008; Hamayun ei al. 2008). GAs are
tetracyelic diterpenoid molecules (Qin et al. 20013). These types of compounds are
produced by various bacteria and fungi and a litle more than 130 molecules
structurally related to GAs have been identified (Contreras-Cornejo et al. 201 5¢).
Initially, these molecules were identified in the phytopathogenic fungus Fusar-
fum fujikurei (teleomorph Gibberella fujikurei) which attacks rice plants (Orvza
sativa), but also in other microorganisms such as the phytopathogenic bacterium
Xanthomenas oryzae pv. ervzicola and Mesorhizobinm loi MAFF303099 (Nett
et al. 2017). These compounds have also been identified in Sphaceloma
manihoticola, strains of Phaeosphaeria sp. (MacMillan 2002: Bomke and
Tudzynski 2009). The main active molecule in plants of this group of compounds
is gibberellic acid 3 (GA3), although there is evidence showing that GA4 is the most
active in Arabidopsis thaliona (Contreras-Cornejo et al. 2015¢). In the signaling
mechanism, bicactive GA in the plant promotes the interaction of the GA-Insensitive
Dwarf 1 recepror (GID1) with DELLA proteins (Hirano et al. 2008). The signaling
mechanism of GAs is finely modulated through the inactivation of bicactive GAs by
modifying the molecular structure through the epoxidation of the 16, 17 double bond
of GAs by the enzymatic activity of a cyiochrome P430 moncoxygenase, or
alternatively by the methylation of the melecule by the action of GA methy] trans-
ferases (Zhu et al, 2006; Varbanova et al. 2007}, In bacteria the production of GAs s
modulated by a cytochrome P450 (CYP)-rich operon. This group of enzymes in tum
produces ent-kaurene which is the predecessor intermediate product of (E.E,
E)-geranylgeranyl diphosphate. which will be the substrate of the enr-copalyl
diphosphate synthase and the resulting product of this reaction will be the target of
the ent-kaurene synthase (Morrone et al. 2009: Hershey et al. 2014). The operon that
regulates the production of GAs has been identified in nitrogen-fixing rhizobacteria
and in phytopathogenic microorganisms. There is evidence to suggest that GA9,
which is inactive in plants and which is produced by rhizobia, is converted by the
plant to its active form GA4, this probably in order to block further nodulation
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{Tatsukami and Ueda 2016). The signaling mechanism of these phytohormones is
also key in establishing symbiotic interactions. There is evidence showing that GAs
and the GID1 receptor are components involved during the interaction of P. indica
with roots (Schifer et al, 2009, Similarly, gibberellin DELLA proteins are compo-
nents that modulate arbuscular mycorrhizal symbioses (Foo et al, 20103).

4.3.1.5 Abscisic Acid (ABA)

This phytohormone is involved in modulating various physiological processes in
plants such as abscission of leaves and stomatal opening 1o control transpiration and
gas exchange that implies the entry of CO, that will be used during photosynthesis
{Brodribb and McAdam 2011). ABA is also invelved in the modulanon of lateral
root development and in the activation of mechanisms of resistance or tolerance to
abiotic stress caused by water deficit or salinity (Achard et al. 2006). The ABA
signaling mechanism occurs in the nucleus of cells. The phytohormone has a
heterodimeric receptor made up of the RCAR protein (REGULATORY COMPO-
NENT OF ABA RECEPTOR) and the PP2C protein (PROTEIN PHOSPHATASE
TYPE 2C) that includes ABI1 {(ABSCISIC ACID INSENSITIVE 1 [ABL1]). PP2Cs
phosphatases have been proposed to regulate the ABA pathway by repressing the
activity ol the SUCROSE-NONFERMENTING KINASEL-RELATED PROTEIN
KINASES (SnRKs) protein kinases. However, in the presence of ABA the activity
of PP2Cs i1s inhibited. As a consequence, the repressed protein kinases are released.
remaining active to phosphorylate the respective components of the ABA pathway,
such as bZIP (basic leucine zipper) transcription factors such as ABI5 (Raghavendra
el al. 2010). Two mutants insensitive to ABA. abil and abi2 have been isolated in
Arabidopsis thaliana: such mutants have the characteristic that they do not close
their stomata in response to the exogenous application of ABA (Allen et al. 1999).
On the other hand, ABI4 is a transcriptional factor of the APETALA 2 (AP2) tyvpe
that is modulated in response to ABA during plant development or in response to salt
and sugar {Arroyo et al. 2003; Finkelstein et al. 2011). In vitro experiments (o study
the interaction between Arabidopsis thaliana and T. virens Gv29-8 and T. afroviride
IMIZOG040 showed that both fungal species modulate the opening of stomata in
leaves. This effect was correlated with the modulation of leaf transpiration. Interesi-
ingly, it was found that the abil-1 and abi2-f mutants did not close their stomata in
response to the fungal inoculation, suggesting that modulation of stomatal activity
by Trichoderma involves the ABA pathway, Chemical analysis revealed that
T virens Gv29-8 and T atroviride IMI 206040 produce ABA, and that both species
modulate the expression of the reporter gene abid:uidA (Contreras-Cornejo et al.
2015a).

However, other types of metabolites ol bacterial and fungal origin have been
identified and they are not structurally related with the typical phytohormones but
can also activate growth and development processes in plants. Below are described
some of such compounds and the mechanisms that they activate when communicat-
ing with plants.
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4.3.1.6 Homoserine Lactones

Different Gram-negative bacteria have a self-modulation system known as “Quo-
rum-Sensing” (Q8) through a group of metabolites identified as homoserine-lactones
(HSL}, and themselves regulate their population density, motility, biofilm formation,
and biosynthesis of both exopolysaccharides and siderophores (Chalupowics et al.
2008; Ziniga et al. 2017). The QS system of bacteria is key in the establishment and
colonization of these microorganisms on their host plant as revealed in Arabidopsis
thaliana and maze (Zea mays) (Coutinho et al. 2013; Zifiga et al. 2013).
Paraburkholderia phytofirmans PsIN is known to have two different QS systems
named Bpl. L/R.| and Bpl.2/R2 (Bral/R-like QS system) that modulate HSL. pro-
duction (Ziniga et al. 20017}

HSL have an acyl chain and when they are perceived by the roots of the plants
they can be captured towards the interior ol the root and modulate the root growth
(Gitz et al. 2007; Ontiz-Castro et al. 2008; von Rad et al. 2008). For example, it has
been observed that the modulation of the growth of Ace (Oryza sativa) plants by the
Psewdomenas aeruginosa PUPa3 system is due in part to the regulation of QS by
acyl-homosering lactones (Steindler et al. 2009). The QS system has also been
repored in the host-specilic tumorigenic pathogen bacterium Pantoea agglomerans
pv.  gyvpsophilae. This microorganism  mainly biosynthesizes N-butanoyl-1-
homosering lactone (Cy-HSL) and N-hexanoyl-t-homoserine lactone (Cg-HSL) in
lower concentrations {Chalupowicz et al. 2009),

Interestingly, it has been observed that the modulation of galls induced by
P. agglomerans is due to the modulation of the (S system, auxin levels, and CK
{Chalupowicz et al. 2009, It is known that HSL N-decanoyl-homoserine lactone
{Cyp-HLS) can regulate the growth of Arabidopsis thaliana (Ortiz-Castro 2t al.
2008). Interestingly, N-3-oxo-hexanoyl-homoserine lactone (30C,-HSL) stimulates
the elongation of the primary root of Arabidopsis thaliana, This effect on the roots
was correlated with the increase in the expression of the AtMYB44 gene that codes
for a transcriptional factor involved in plant defense and saline stress, The effect of
30C-HLS on root elongation was affected in the atmyb44d mutant, It was detected
that the modulation of root growth by 30C-HSL was due in part to the regulation of
the expression of genes ARRTS and ARRS in response to CK and {AA7, JAA T4, and
MAXZ2 in response to auxins, respectively (Zhao et al. 2016).

4.31.7 Polyamines

Polyamines are a class of low molecular weight compounds found i higher organ-
isms, microorganisms, and plants. The most common are cadaverine, putrescine,
spermine, and spermidine. It is known that Azespiviffum brasilense Az30 can
promote the rool growth of rice plants in a mechanism partially mediated by the
production of cadaverine (Cassdn et al. 2009). Recently, Xie et al. (2014) reported
that Bacillus subtilis OKBI05 has the ahility to promote the growth of Nicorana
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terbaerm plants and spermidine was identified as one of the molecules responsible
for regulating this phenotype in plants, The growth promotion of N, fabacum by
B. subtilis involved the induction of the expression of cell expansion genes
NE-EXPAT and Ni-EXP2 and the inhibition of the Nr-ACO/! gene that encodes a
l-aminccyclopropane- | -carboxylic acid oxidase that participates in the biosynthesis
of ethylene,

4.3.1.8 Volatile Organic Compounds

Soil microorganisms emil volatile metabolites that fulfill multiple functions in
ecosystems and among the activities is the communication between the members
of the microbial community and with the associated plants (Camarena-Pozoz et al.
2018). Although some rhizobacteria and rhizosphere fungi are grouped in the same
genus, there may be differences at the metabolic level. and as a consequence they
impact differently on the physiology of plants (Gutiérrez-Luna et al. 2010;
Contreras-Cornejo et al. 20014a, b; Garnica-Vergara et al, 2016; Guo et al, 2020,
Table 4.2 shows some particular cases of plant growth-promoting rhizobacleria and
their chemicals that are bioactive on plants. It has been observed that volatile
metabolites that alter plant growth have molecular masses of less than 300 Da and
are of lipidic nature (Fincheira and Quiroz 2018; Garcia-Gémez et al. 2019).
However, there is siill too much work to do on the role of microbial volatile
metabolites in different interactions because ~200K) volatile compounds have been
identified from 1000 microbial strains {Lemfack et al. 2018). It has been observed
that the soil bacteria Enterabacter cloacae, B. amyloliguefaciens, and B. subtilis can
promote plant growth through the emission of volatile compounds (Lugtenberg and
Kamilova 2009),

In a study carmied out by Gunérrez-Luna et al. (2010) with several isolates of
rhizobacteria to evaluate their effect on the growth promotion of Arabidopsis
thaliana through the emission of volatile organic compounds, it was found that the
isolates 1254 and L272a, although both belong 1o the genus Bacillus, had a very
different impact on the growth and development of the root system as evidenced by
the different pattern of lateral root and root hair formation. When chemical analyses
were performed to determine the profile of the volatiles emitied by the bacterial
isolates L254, L255, L265a, L266, L270. and L.272a, the following metabolites were
found: 1-butanol, 6-methyl 2Z-heptanol, 2-nonenal, 1-octen-3-ol, benzaldehyde,
butyrolactone, acetophenone, tridecanal, tetradecanal. 4-decanone, 6-undecanone.
S-tndecanone, cyclodecane, 3-tetradecanone, 2-pentadecanone, |-tridecanol,
6,10, 14-trimethyl 2-pentadecanone, 2-pentadecanol., Y-octadecanone, d-octadecyl
morpholine, cyclododecane, and 2-morpholinomethyl-1,3-diphenyl-2-propanaol.

It has been determined that T virems Gv29-8 releases a mixture of YOCs
constituted in part by mono (C,,)- and sesquiterpenes (C; <) that included camphene,
3-carene, [-myrcene, f-phellandrene, eucalyptol, frans-fi-ocimene, [-terpinene,
f-carvophyllene, t-cadinene, é-cadinene, w-amorphene, and t-selinene, In experi-
ments carried out in vitro in Petri dishes to test the effects of the T, virens YOCs on
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the growth of Arabidopsis thaliana, it was found that the blend of ¥OCs promoted
bath the shoot growth and lateral root formation {Contreras-Cornejo et al. 2014b), In
other hand, although species of the phytopathogenic fungus Verticilfium cause rot in
different crops, it has been observed that natural mixtres of volatile compounds
constituted in part by 2-methyl-1-propancl, 3-methyl-|-butanol, 2-methyl-1-
butanol. 3-pentenol, 3-methyl-3-buten-1-0l, 3-octanone, acetoin, |-hexanol,
4-methyl-5-hexen-2-ol, 3-octancl, 4-methyl-6-hepten-3-ol, l-octen-3-0l, 3.55-
trimethyl-2-hexene, 2 3-butanediol. 3-cthyl-4-methyl-3-penten-2-one, himachala-
24-diene, f-carvophyllene, c-amorphene. azulene, and phenylethyl alcohol but
their effects on plants have not been fully elucidated. Such compounds from fungi
can promote the Arabidopsis thaliana growth and such effect is related in part with
the manipulation of the auxin-mediated signaling pathway (Li et al, 2018).

However, few studies have shown that certain pure metabolites are biologically
active to promote growth. Among the group of the sesquiterpenoid compounds, it is
known that f-caryophyllene is a metabolite whose range of biological activity in
Lactuca sativa plants is 25-100 pM (Minerdi et al. 200113, Among the difTerent
volatile metabolites produced by Laccaria bicolor the sesquiterpencid compound
(—J-thujopsene is present, which is responsible for stimulating the formation of
lateral roots in Arabidepsis thaliana (Ditengou et al. 2015). In experiments
performed in vitro, it has been found that some species of Trichoderma emit the
lactone 6-pentyl-2H-pyran-2-one. Applied exogenously on Arabidopsis thaliana at
concentrations of 50-175 pM, such metabolites are responsible for promoting the
plant growth through the modulation of the auxin transporters expression (Garnica-
Vergara et al. 2016).

The volatile metabolites 2.3-butanediol and 3-hydroxy-2-butanone (acetoin) are
compounds produced by Bacillus subtilis GBO3 and Bacillus amyioliquefaciens
IN93T7a released in the soil and triggered towards the atmosphere by the plant
growth-promoting bacteria (Ryu et al. 2003). In pharmacological tests with the
pure compound 2. 3-butanediol and Arabidopsis thaliona 1t was found that such
volatile metabolite is active in the range of |-10{ pg as revealed by the increased
growth of the leal area (Fincheira and Quiroz 2018).

4.3.2  Root Colonization

Microorganisms of the rhizosphere can colonize root tUssues and establish eventual,
facultative, or obligate associations with their host (Santoyo et al. 2016). The
processes of rootl colonization involve the production of hydrolytic enzymes of
microbial origin that are used as tools to break the layers of root cells and penetrate
the root tissue (Contreras-Cornejo et al. 2006). Cellulases and xylanases are fungal
enzymes that degrade specific plant tissue constituents, and most likely are compo-
nents involved in the root colonization process (Henrissat et al. 1985 Pavne et al.
2015; Estrada-Rivera et al. 2019).
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There are other types of non-hydrolytic enzymes that favor the binding or
adhesion of fungal hyphae to root cells. For example, swollenin {Swo) produced
by T. asperellum and other fungal strains (Brotman et al. 2008; Meng et al. 2019).
Swo possesses a cellulose-binding module, and in turn disrupts the structure of the
crystalline cellulose present in the plant cell wall. Tt has been demonsirated that
during the plant-Trichoderma interaction Swo facilitates the expansion of the plant
cell wall in roots and root hairs (Brotman et al. 2008), Once the physical interaction
between the root and the microorganism occurs. a series of physiological, biochem-
ical, and molecular events are triggered in the host plani.

4.3.3  Plant Growth Promotion

The promaotion of plant growth and development regulated by rhizosphere microor-
ganisms can occur at different stages of the interaction (Sevilla etal. 2000; Ryuo et al.
2003; Real-Santillan et al. 2019). In nature, some planis and microorganisms
establish specific associations, while there are microorzanisms that have the ability
to promote growth without host specificity (Ray et al. 2018). Figure 4.3 shows the
dynamics among phytohormones and other microbial molecules that modulate
multiple process of the plant physiology. It has often been observed that soil bacteria
and fungi can modulate the growth and plasticity of the root system (Contreras-
Comejo et al. 20014a, h). These effects are the result of inducing the differentiation of
epidermal cells for the formation of root hairs, the activation of the cells of the
primary root pericycle to induce the formation of lateral roots, and by activating the
cell cyele in the cells of the tip of the primary root (Lopez-Bucio et al. 2007).

[t is important to note that the modulation of the plant growth and development by
microorganisms can vary because not all microorganisms impact in the same way
(Reboutier et al. 2002; Gutiérrez-Luna et al. 2010; Garcia-Gomez et al. 2019), Thas
effect is because there are microorganisms that produce more than one growth
regulating metabolite, For example, Burkholderia phytofirmans PsIN and Pseudo-
moras puficla Wo19 produce TAA and ACCase, and Enterobacter sp. 638 produces
siderophore, TAA, acetoin, and 2 3-butanediol (Santovo et al. 2006), Figure 4.4
shows the kind of VOCs produced by some soil fungi and the roles of such
metabolites in plant physiology remain to be determined.

It has been observed that bacteria that have the same 168 tRNA gene sequence
may impact differently on the phenotype of the plants with which they interact
{Blakney and Patten 201 1; Haney et al. 2015; Timm et al. 2015; Herrera-Paredes and
Lebeis 2016). While some microorganisms can impact on the formation of lateral
roots, others can do so on the formation of root hairs or the growth of the primary
rool {Reboutier et al. 2002; Gutiérrez-Luna et al. 2000; Gamica-Vergara et al. 2016).
Even a certain microorganism can modulate the development of the host plant
depending on the type of interaction that can occur without physical contact or by
establishing the colonization of the root tissue (Macias-Rodriguez et al. 2018).
Frequently, the aerial zone of the plants is also altered after the microbial stimulus.
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Fig. 4.3 A simplified model for a plant-microorganism interaction. In the rhizosphere detrimental
or plant beneficial microorganisms produce several metabolites (black lines) with capacity to
madulate the plant growth or induce defense responses. In addition, root exudates {blue lines)
impact on the microbial communities and key plant-derived compounds are signaling molecules to
coordinate specific interactions with rhizobia or mycorrhizal arbuscular fungi. Furthermore, sugar
derived from roots can serve as nutritional source for soil microorganisms. ABA abscisic acid. AA
indole-3-acetic  acid, ET ethylene, CKs cytokinins, GAs gibberellins, ACCase
I-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase, ACC 1-aminocyclopropane-I-carboxylic acid,
HSL homoserine-lactones

Petioles, leaf size, and accumulation of foliar biomass generally increase (Flores-
Cortez et al. 2019).

The opening of foliar stomata can also be modulated, which will have an impact
on the transpiration of the leaves and the exchange of gases towards the atmosphere
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(Contreras-Cornejo et al. 2015b). The modulation of plant growth and development
has been observed in different plants of agricultural interest and under different
growing conditions. It has been observed that the thizobacterium Arthrobacter agilis
UMCW2 modulates in an organ-specific manner the expression of FERRIC REDUC-
TION OXIDADSE (FRO) genes MiFRO!, MiFROZ2, MiFR(O3, MiFRO4, and
MiIFROS of Medicage truncatnla involved in iron uptake in both conditions of
sufficiency and deficiency (Montejano-Ramirez et al. 2018),

Another beneficial effect for sugarcane plants cultivar SPT0-1143 induced by the
colonization of the diazotrophic bacterium Acetobacter diazotrophicus (syn.
Gluconacetobacter diazotraphicus) is the promotion of growth and the incorpora-
tion of nitrogen as revealed by a "N, incorporation bioassay (Sevilla et al. 2001),
Azespirilfum brasilense is another diazotrophic bacterium whose effects on growth
promotion are mainly attributed o the production of IAA (Barbieri et al. 1991; Okon
and Labandera-Gonzalez 1994). Rhizosphere microorganisms can also promote the
plant growth through the production and emission of volatile organic compounds.
For example, in vitro experiments with bean plants (Phaseolus valgaris) and
Arabidopsis thaliona inoculated with the rhizobacteria Bacills megarerium, it was
found that compared with non-inoculated plants, the microorganism promoted the
growth of both types of plant as shown by the accumulation of fresh biomass and the
induction of kateral roots (Lopez-Bucio et al, 2007).

4.4 Plant Defense Responses

One of the first events that occur during the plant-microorganism nteractions is the
activation of local or systemic defense responses, and it will depend on the type of
microorganism detected (Stringlis et al. 2018). After the perception of the microbial
signals by the host plant, there are increases in the cytoplasmic Ca®™ content,
changes in the endogenous content of reactive oxygen species (i.e., HxDs, NO),
and primary metabolites that include the phytohommenes salicylic acd, jasmonic
acid, and ethylene (Farag et al. 2013),

Defense responses can be induced after the perception of bacterial components
such as low molecular compounds (AHLs), flagella, siderophores, and lipopolysac-
charides (Lugtenberg and Kamilova 2009), The tomato mottle virus {ToMoV) which
is lransmitted by natural dynamics of viruliferous silverleal whitefly Bemisia
argentifolii adults. An experiment carried out in the spring of 1998 under field
conditions to evaluate the effect of the inoculation of various plant growth-
promoting bacteria on tomato plants infected with Bemisio argentifolii revealed
that treatments with Baciflus subiilis 937b and Bacillus pumilus SE34 significantly
reduced the rate of symptom severity (Murphy et al. 2000). Some microorganisms
have the potential to contral multiple plant diseases.

Liu et al. (2017 observed that the strains AP196, AP197, AP203, AP208, and
AP298 of Bacillus velezensis showed some effectiveness in reducing postemergence
damping off in pepper caused by Rhizocienia solani, in cucumber caused by
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Pythiwm wltimeen. and in tomato caused by Xanthomonas axenopodis and Psendo-
monas syringae pv. tomato in plants grown in controlled conditions, The
rhizobacterium Psewdomeonas flucrescens FPTO601-T5 isolated from womato plants
also induces defense responses thar partially suppress the infection caused by
Pseudomeonas syringae pv. tomato DC3000 in Arabidopsis thaliana; these effects
were related to increases in the expression of genes involved in signal transduction
and metabolic processes. Among the genes that were downregulated, some are
members of the family of wanscriptional factors ETHYLENE RESPONSE FACTOR
(ERF) and MyB belonging to the signaling pathway mediated by ET (Wang et al.
2005). Microorganisms that establish physical interactions with roots also often emit
volatile organic compounds that can activate defense responses in plants (Farag et al,
2013).

For example, it was observed that some rhizobacteria can stumulate defense
responses through the emission of YOCs (Farag et al. 2013). In an elegant work
by Ryu et al. (2004) with Arabidopsis thaliana plants exposed to the VOCs of the
bacteria  Bacillus  subtilis GBO3,  Bacillus  amvleliguefaciens INY3T7a, and
Escherichia coli DHSo and infected with the pathogenic plant bacterium Erwinia
carotova, il was found that the strains GBOS and IN937a significantly reduced the
foliar attack of the pathogen. This effect was due in part to the activity of
2.3-butanediol in the concentration range of (.2 pg to 20 pg. In the same work, it
was found that the YOCs of the GBOS strain induced changes in the expression of
the reporter line POF{ 2::GUS in response to JA/ET, observed as increased activity
of f-glucuronidase.

It was found that YOCs released by T. virems also induced changes in the
expression of the transgenic line LOX2::GUS, a JA-responsive gene. Such pnming
on plant defense was correlated with accumulations in the contents of JA and H,Oa.
T, virens Gv29-B-glicited plant immunity was effective to restrict the antack caused
by the necrotrophic fungus Borvtis cinerea on the shoot (Contreras-Cornejo et al.
2014b).

These data suggested that bacterial or fungal VOCs can modulate defense
responses and confer protection against the attack of pathogenic microorganisms.
On the other hand, the complex mixtures of YOUs emitted by plants in interaction
with soil microorganisms generally have a strong impact on the third trophic level
because they act as alarm signals, inducing indirect defense responses to atiract
natural enemies of herbivorous insects (Dicke et al, 20009 Schausberger et al. 2012).
For example, maize plants constantly suffer the attack of the fall armyworm
Spodoptera frugiperda, but in field conditions the insect is endoparasitized by
female wasps of Campoletis sonorensis and during the maize root-T, afroviride
association, the fungus releases in the soil 6-PP, which atiracts C. sonorensis towards
plants that are suffering herbivory. Endoparasitism is then stimulated, providing
biocontrol of 8. frigiperda at least in controlled conditions (Contreras-Cornejo et al.
2013a).

226



g2 H. A Contreras-Cornejo el al.
4.4.1 JA/ET Mediated Immunity

The induction of systemic resistance is a characteristic of plant beneficial microor-
ganisms, This phenomenon was  first detected in plant  growth-promoting
rhizobacteria and later identified in biocontrol and mycorrhizal tungi (Jaroszuk-
Scisel et al. 2019, Such microorganisms can induce increases in the content of
JA, a metabolite derived from oxylipins (Wang et al. 2020). The production of JA
occurs within the cell, in the chloroplast; there in the organelle linoleic acid (18:3)
and hexadecatrienode acid (16:3) through the corresponding catalytic activity of the
enzymes lipoxigenase, allene oxidase synthase, and allene oxide cyclase are
converted to | 2-oxophytodienoic acid (OPDA) and dinor-OPDA. Subsequently.
OPDA reductase 3 (OPR3) acts on OPDA and converts it to 3-oxo-2 (2-
"-pentenyl)-cyclopentane-1-octanoic  acid (OPC-8:0). This last compound is
subjected to three cyeles of froxidation resulting then in the production of JA
(Al-Zahram et al. 2020).

IA activates effective defense responses against necrotrophic pathogens or her-
bivorous chewing insects (Browse 20009), Recently, it was reported that T, virens
Gv20-8 when associated with the roots of maize plants increases the content of
2-oxo-phytodienoic acid in the xylem (12-0PDA) and o-ketol of octadecadienoic
acid (KODA): these oxylipins were shown to be key in the induction of ISR because
the mutant line lox/@ of maize that is susceptible to the attack of the pathogenic
fungus Celletotrichum graminicola and that was later transfused with sap that
contained high concentrations of 12-0OPDA restored the ISR in such mutant
(Wang et al. 2020).

In multiple plant-microorganism interactions a cross talk can occur between
rhytohormones that simultaneously modulate plant growth and defense processes
{WVillalobos-Escobedo et al. 2020). In a more recent work, it was reported that during
the interaction of T. atroviride with Arabidopsis thaliana, the fungal NADPH
oxidase plays a key role in both plant growth promotion and defense responses
enhanced by the fungus. In regard with the modulation of the root-system architec-
ture by the fungus. important information was revealed by the Aroxf mutant of
T atroviride. Such strain failed in modulating the developmental progress of lateral
roots formation as observed with the wild-type strain. In contrast, AnoxR efficiently
activated JA-mediated plant defense, which was effective against the attack of the
necrotrophic fungus B, cinerea (Villalobos-Escobedo et al. 2020), Modulations of
the endogenous levels of IA in maize plants by 7. atrovivide IMT 206040 after 5 days
of interaction with roots also resulied in an effective priming of plant defense to
reduce the attack of the chewing insect 5. frugiperda (Conitreras-Cornejo et al.
2018k}

On the other hand, auxin has been shown to alter SA production and JA signaling,
and ABA can act as a hormone antagonistic (o ET/TA-mediated signaling (Ponzio
et al. 2013). In a study carried out in tobacco plants (Micatiana tabacum) infected
with Psendomonas syringae, it was found that resistance to the infection caused by
this pathogen was due to the modulation of the ABA and kinetin {a CK) levels. In
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this condition, CK decreased the ABA levels in tobacco plants. On the other hand.
the decrease in ABA concentrations allowed the participation of CK to activate the
resistance mechanism against P. syringae (GroBkinsky et al. 2014),

4.4.2 SA-Mediated Immunity

[t has been observed that some pathogenic bacteria and soil fungi can activate
defense responses mediated by SA (Contreras-Comejo et al. 201 1) This type of
defense 15 known as systemic acquired resistance (SAR) and 15 elfective against
biotrophic microorganisms (Vlot et al. 2009}, The SA-mediated signaling mecha-
nism results in the induction of the expression of PATHOGENESIS-RELATED (PR)
genes and their subsequent translation into their respective defensin proteins
{Barriuso et al. 2008). There is evidence, though, that the signaling routes of the
JA and SA are antagonistic (Derksen et al. 2003). The activation of both routes
simultaneously by some beneficial microorganisms has been reported (Contreras-
Comejo et al. 2001; Niu et al. 2011). For example, the rhizobaclerium Bacillus
cereus AR156 when inoculated in Arabidopsis thaliana ecotype Col-0 activates
effective defense responses against the pathogenic bacterium Pseudomonas syringae
pv. tomato DC3000. AR156 induced the expression of the PR-1, PR-2, and PR-3
genes in response to SA and PDFL2Z that encodes plant defensin in response to
JAJET, which suggests that the SA, JA, and ET pathwayvs are simultancously
activated. probably involving the NPR1 component (Niu et al. 2011).

A similar effect in the activation of the IA and SA signaling pathways was found
in Arabidopsiy thaliana alter the moculation with T, atroviride ML 2060440 and
T virens Gv.29-8 because both markers PR-1::GUS of response to SA and LOX2::
GUS of response to JA were activated after 6 days of inoculation when the root
colonization was established. In such interactions, although both signaling pathways
were activated, they were slightly primed one on the other as revealed by the activity
of p-glucuronidase after GUS staining and the levels of SA and JA accumulated in
shoot tissues (Contreras-Comejo et al. 2011).

4.5 Conclusion

In the environment, plants interact with myniads of microorganisms. In the case of
plant beneficial rhizobacteria or fungi. they impact on physiological responses
modulating the plant growth. adaptation to resist abiotic stress caused by salinity.
drought or soil contamination and the activation of defense responses. A plant-
microorganism interaction can initiate with the emission of a certain metabolite
derived from one of the involved organisms. Then such signaling molecule encodes
a key message 1o coordinate and form a specific interaction: for example, arbuscular
mycorrhizal associations are established after the rhizodeposition by the plant and
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perception of strigolactones by the spores of the target fungus, which in turm will
grow tropically towards the host root. In the case of nitrogen-fixing bacteria, plant
rools release chemotactic agents to attract the rhizobia and after a complex signaling
mechanism the nodule is formed,

In other interactions, microorganisms release volatile or soil diffusible signaling
molecules that coordinate both plant growth and defense responses. In those cases,
such plant responses are regulated after the activation of endogenous mechanisms
modulated by phytohormones. For example, plant growth and development are
coordinated by auxins, gibberellins, CKs. ET, and ABA. Cross talk among phyto-
hormones can occur to efficiently coordinate some plant responses, For example,
lateral root formation and root hair induction is a process that requires the partici-
pation of the MPE®, auxins, and ET. Depending on the kind of rhizosphere
microorganism, plant immunity is primed by the canonical defense mediators SA,
JA, and ET. This can occur due to the perception of microbial defense elicitors as
peptides or flagellin or when the root colonization is established. In some interac-
tions, plant defense involves the synergistic activity of JA and ET, but frequently
antagonistic roles among JA and SA, SA and [AA, and CKs and ABA have been
observed. Currently, there is a broad body of scientific literature that describes the
role of rhizosphere microorganisms in plant performance. However, there is a need
to investigate and generate more information about the role of unknown microbial
signals that are released in the atmosphere and in the soil, and how they impact on
plant performance under different changing environmental conditions or when
plants are challenged simultancously with more than one tvpe of aggressor (1.e..
pathogens and herbivores). This kind of information will be relevant to generate
knowledge with potential application to manage crops in cultured lands with serious
troubles of pests or disturbances caused by the climatic global change.
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Metabolomic effects of the
colonization of Medicago truncatula
by the facultative endophyte
Arthrobacter agilisUMCV2in a
foliar inoculation system
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Biofertilizer production and application for sustainable agriculture is already a reality. The methods for
biofertilizers delivery in crop fields are diverse. Although foliar spray is gaining wide acceptance, little is
known about the influence that the biochemical features of leaves have on the microbial colonization.
Arthrobacter agilis UMCV?2 is a rhizospheric and endophytic bacteria that promotes plant growth and
health. In this study, we determined the capacity of the UMCV2 strain to colonize different leaves
from Medicago truncatula in a foliar inoculation system. By using two powerful analytical methods
based on mass spectrometry, we determined the chemical profile of the leaves in 15-d old plants. The
metabolic signatures between the unifoliate leaf (m1) and the metameric units developing above (m2
and m3) were different, and interestingly, the highest colony forming units (CFU) was found in m1. The
occurrence of the endophyte strongly affects the sugar compaosition in m1 and m2 leaves. Our results
suggest that A. agilis UMCV2 colonize the leaves under a foliar inaculation system independently of
the phenological age of the leaf and it is capable of madulating the carbohydrate metabolism without
affecting the rest of the metabolome.

Plants live in a close relationship with different microbial communities that reside inside or outside the plant
tissues. The inside colonizers are referred as endophytes (from the Greek endon-within and phyton-plant), and
when they are inside the plant, they completely depend on the plant and its internal conditions for growth'=.
A study of Arabidapsis thaliana grown under natural conditions showed that the bacterial community associ-
ated with the outside of the roots were more diverse than in the endophytic community, while the opposite
pattern was observed in the leaves”. In addition, the authors found that leaves and roots shared many species of
bacterial endophytes, suggesting that some root endosphere colonizers migrate and are capable of colonizing
above-ground tissues; thus the microbial traits for competition and colonization influence the richness and com-
position of the plant endaphytes™. According to the literature, the endophytes are non-pathogenic, but some
of them could act as latent pathogens that can cause disease, depending on the stressful environmental circum-
stances™, Studies ol the functional capacity of beneficial Endi,\'phylc!a have revealed their potential as promoters
of plant growth and health, moreover, they are free from the environmental pressure of changing soil and climate
conditions experienced by their rhizospheric counterparts, so they are an excellent candidate for biofertilizers™".
The delivery methods of endophytes in agriculture include seed inoculation, soil drenching, stem injection, and
foliar fertilization. Currently, there is a renewed Interest in a foliar-treated plants and different studies on the effect
of bacterial and fungal endophytes on the growth, crop production, nutrient uptake, and defense have appeared
in the literature'*~"%,
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During the endophyte’s colonization, different molecular signaling events occur in the host plant™'.
With the dcvrlnpmenl of more powerﬁﬂ anzlytical methods, many of the molecules involved in the coloni-
zation process have been identified. Untargeted methods based on mass spectrometry, such as direct liquid
injection-electrospray fonization-mass spectrometry (DLI-ESI-MS) have increased in popularity in recent years.
DLI-ESI-MS shows the broad molecular weight range of compounds present in samples and has been used suc-
cessfully for metabolomics screening in plants during their interaction with microbes'® or for studying biochem-
ical changes due to physiological state or in response to the environment'”-"",

Arthrobacter agilis UMCV2 is a salmon-pigmented rhizospheric and endophytic actinobacteriom that sys-
tematically colonizes the leaves of its host™, The bacterium has great potential as a biofertilizer, since it is capable
of improving the nutritional status of plants by prometing iron acquisition processes that involve the reduction
and dissalution of Fe'" present in the soil*' . In addition, analyses made by gas chromatography in tandem
with mass spectrometry {GC-MS) indicated that the UMCV2 strain interacts with leguminous and monocot
plauls lhruugh the pm-dug:liun ol volatile curnpoundsi, prumuling their gmwlh and health ="~ o stud)r u_la;ing the
DLI-ESI-MS method showed that volatiles from A, agilis UMCV 2 induce the accumulation of different metabo-
lites invalved in the iron-adaptive processes in Medicage truncatula®™,

Foliar inoculation could be a delivery method for introducing A. agilis UMCV2 into fields in order to enhance
the plant growth and crop production, furthermore, it is timely to conduct a metabolomic approach to deter-
mine whether the interconnected leaf phenological age and chemical composition influence the growth of the
endophytes in the leaves, and at the same time to gain insight inte plant response to the endophytic colonization.

Results

Chemical Sigl"latu re of M. truncatula leaves. Control leaves were characterized using metabolic phe-
notyping by DLI-ESI-MS. This tool provided the broad molecular weight range of compounds in the leaves. The
mass spectra obtained showed 1121 ions, but the ion intensities in the unifoliate leaf (m1) were different from
those obtained in the first (m2) and second trifoliate leaves (m3) (Fig. la,b). The ordering analysis clearly sepa-
rated the m1 from the m2 and m3 samples with a high significance (p< 0.001), contrasted using PERMANOVA
{Fig. 1c). To determine the most important ions that distinguish m1 from m2 and m3 leaves, we constructed a
Random Forest {RF) model that delivered the 30 most important ions (Fig. 2a). The PCA from the selected ions
displayed a group belonging to m1 with an error of less than 1% (Fig. 2b), thus, the separation of m1 from m2
and m3 was even greater after the ion selection {Figc. l¢and 2b), In addition, the RF model did not distinguish
between m2 and m3, with an error of up o 40%. These results suggest that the physialogical condition of the m|
leaf has a clearly distinct metabolic identity compared to the m2 and m3 leaves, which presented the same chem-
ical profile at the time of harvest.

The DLI-ESI-MS results of the 30 ions were compared with the SpiderMass database. Only 13 ions were
putatively identified (Table 1). Precursors of phytohormones (182.07, 427. 07, 497.18 m/z), protochlorophyllide
(613.42 m/z), defense-related compounds (248.83, 478.29 m/z), structural components of cell membranes (756.46,
782,38, 786.91 m/z), and a soyasapenin (797.25m/z), were positively identified. The remaining ions did not match
any compounds in the database and were classified as unknown (Table 1).

The relative signal magnitude of the 182.07 m/z ion that matched to indole acetaldehyde in the database was
high:r in m2 and m3 leaves, whereas the rnas_m'{udcs of the n‘:muining ions were all h'igher in ml leaves, Thus,
the 182.07 m/z ion could be established as a metabolite marker for the phenological age of M. fruncatula leaves
(Fig. 2b).

Detection and quantification of A. agilis UMCV2 in internal leaf tissues.  The anatomical structure
and chemical features of leaves are presumed to affect the internalization, survival, and growth of the endo-
phytes™”, In regards to the chemical landscape from different metameric units of M. truncatula, we determined
that the chemical profile of the m1 leaf was dissimilar to those of m2 and m3; nevertheless, this difference might
not inflaence the endophytic colonization of A, agiis UMV 2, The combination of FISH (Fig, 3a-¢), gPCR
technigue, and total viable account determination (Fig. 3d} showed that the endophyte is able to colonize the m1,
m2, and m3 leaves after foliar inoculation. Furthermore, mi showed the highest colonization, while m2 and m3
showed no differences in bacterial DNA content (p = 0.1687) (Fig. 3d). In addition, we measured the bacterial
papulation sizes in m1 leaves at different post-inoculation times (24, 72, and 120h); again, no significant differ-
ences were observed in the CFUs. The inoculation experiment was repeated with the half of the cells in the inocu-
lum but no significant differences were observed in this experiment either { Supplementary Fig. 51), showing that
the size of the initial inoculation concentration did not modify the final colonization obtained, tending to stabilize
to values lower than 1 » 10° CFU/leaf.

Metabolite profiling and sugar content in leaves during plant-microbe interaction. To deter-
mine if the metabolite profile changed after the inoculation, we analyzed the leaves by DLI-ESI-MS at day 5
of the interaction, As the ions obtained were the same for both the inoculated and uninoculated leaves, a heat
map was constructed with the ions selected by the RF model (Fig. 4). The hierarchical clusters grouped the sam-
ples according to the leaf development and inoculation. The control m1 leaf samples clustered separately from
the m2 and m3 samples, which were indistinguishable. Furthermore, it was not possible to associate the global
chemical changes obtained by DLI-ESI-MS with the ocourrence of the endophyte. As DLI-ESI-MS did not cover
the complete metabolome, we performed a GC-MS analysis as a complementary method for the identification
and quantification of monosaccharides and disaccharides in the leaves. A factorial analysis performed with the
results obtained by the chromatographic determinations showed differences in sugar content between the con-
trol and inoculated leaves (}I = 1.12 =« 10°%) (Table 2). Fructose and Eth}']—D—glur_‘qpymmsside accumulated more
in inoculated mi leaves compared Lo uninoculated controls; in contrast, glucose and myo-inesitol were more
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Figure 1. Metabolic phenotyping of Medicago fruncatula leaves by DLI-ESI-MS. {a) Representative photograph
of a 15-day-old M. fruncatula plant, illustrating the numerical nomenclature used to name the three leaves

as m1, m2, and m3. (b} Mass spectra from control m1, m2, and m3 leaves. Inset: expanded view of each mass
spectra region at 250 to 750 m/z. (¢) Principal component analysis of the metabolites obtained from DLI-
ESI-MS in M. truncatula ml, m2, and m3 leaves (n = 24 for each leaf). PERMANOVA {0 = 0.05).

abundantly detected in inoculated m2 leaves. Sucrose also was identified, but no differences in levels were found
between treatments. Furthermore, no statistical differences in individual or total sugar content (glucose, fruc-
tose, myo-inositol, sucrose, and ethyl-D-glucopyranoside) were found between control and inoculated m3 leaves.
However, total sugars showed the highest values in the m1 leaves, which corresponded to the largest bacterial
colonization.

Discussion

Plant growth promoting rhizobacteria {PGPR) are microorganisms that greatly influence plant growth and pro-
ductivity and exert an optimal effect on plant health®; therefore, in crop fields, they are either irrigated in the
rhizosphere or applied as foliar spray’**"**, Some PGPR can colonize plants and thrive inside the tissues, gaining
access to the host plants via openings in the root or through stomata, wounds, and hydathodes in the shoot when
they fall on the foliage either by artificial inoculation or because of the wind™*.

The rhizobacterium A. agilis UMCV2 used in this study is a facultative endophyte, and has been shown
to promote the growth and development of M. truncatula under iron-sufficient and -deficient growth condi-
tions'**# 'This study was performed to determine if A. agilis UMCV2 was able to colonize the different met
americ units of M. fruncatula seedlings under a foliar inoculation system. In addition, taking advantage of this
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Figure 2. Ranking of ion importance using the Random Forest model (a) and the loading plot of the principal
component analysis (PCA) results (b) for discrimination of the phenological age of M. fruncarela leaves with
the DLI-ESI-MS data. Colored ovals in the PCA represent a confidence interval of 95%. Some relevant ions were

putatively identified using SpiderMass software and the PlantCyc database.
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Table 1. Putative identification of the main fons obtained by DLI-ESI-MS analys
Tolerance + 0.35.

and SpiderMass software.

form of bacterial inoculation, we perf'clrrneda metabolomic pmﬁ] ing to determine whether the chemical com-
position linked to the phenological age of the leaves influences endophyte growth and colonization. First, we
analyzed the metabolite profile of M. trancatula leaves to discern the chemical differences between them. At
the time of the harvest, the seedlings had one unifoliate leaf (m1}, and two trifoliate leaves (m2 and m3). Using
[PLI-ESI-MS and statistical models for data analysis, we determined that the metabolite profile of m1 was different
from that of m2 or m3, Although the ion signals were the same, the intensities of many of them displayed higher
relative abundances in m1 leaves. The m1 leaf is the first true leaf produced by the epicetyl; the meristematic
region of the epicotyl then continues to grow, adding (rifoliate leaves on alternate sides of the develo i
Thus, the differences in jon intensities among the leaves may correspond to the leal phenological age™
the compounds putatively identified are part of the membranes {eg. 1. Z-dﬂimh|:11(1y|—d'lsa!ad(Js}']diacylgl}'ccn||}_
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Figure 3. Arthrobacter agilis UMCV2 colonization in Medicago truncatula leaves following foliar inoculation.
(a) Fluorescence in situ hybridization assay of the pure microbial culture. (b) Representative photograph of the
control and inoculated m1 leaf (c). Arrowheads indicate the presence of microcolonies within the tissue. (d)
Quantification of A. agilis UMCV2 in the leaf tissues 5 days after foliar inoculation. Bars represent the means
+ standard error values (n = 8). The same letter represents no significant differences between means by Tukey’s
post-test (a =0.05).

Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG) and digalactosyldiacylglycerol (DGDG) constitute 80% of the total
membrane lipids of the thylakoid membranes and they act directly in several important plastid roles, particularly
during photosynthesis**". [n contrast, isochorismate is involved in plant defense responses as a precursor of
salicylic acid (SA), 2 phenolic phytohormone widely studied for its role in activating defense responses during
phytopathogen attacks™, Indeed, SA accumulation in older Ieaves has been positively correlated with increased
disease resistance compared to the youngest leaves™'!, Similarly, saponins are also involved in plant defenses
against herbivores and pathogens, in addition to having roles as allelopathic agents™.

Brassinosteroids are steroids that regulate many aspects of plant growth and development, especially in stress
adaptation'®. They act both independently and in conjunction with other phytohormones, controlling differ-
ent plant metabolic activities. The brassinosteroid that we found in the m1 leaf is hydroxylated at C-26, leading
the inactive form;" it should be noted that the most bioactive form named brassinolide was previously iden-
tified in M. truncatula by using a targeted analysis by GC-MS'". Additionally, we found increased levels of the
auxin-related compound indole-3-acetaldehyde (182.07 m/z) in the youngest leaves (m2 and m3). This compound
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Figure 4. Metabolic heat map of the ion signal intensities selected by the Random Forest model in control and
inoculated leaves of Medicago truncatula, The red, yellow, and blue marks correspond to m1, m2, and m3 leaves,
respectively, The black and grey marks correspond to control and inoculated leaves, respectively, The contral m1
leaf clearly clusters outside the m2 and m3 leaves. No differences were found between control and inoculated
leaves. The heat map demonstrates the high repeatability of the measurements.
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Table 2. Sugar content in cantrol and inoculated leaves of Medicago trumcatula. Data shown are means -+ SE
for samples from 7 replicates. Control leaves were collected from 15-day-old plants, Plants were inoculated at 10
days of age, and the interaction lasted for 5 days. The same letter represents no significant differences between
means by a two factors ANOVA followed by a Tukey 's post-test {p < 0.05).

acts as storage compound for the production of indole-3-acetic acid™. Auxins induce G1 to 5 (G1/5) phase tran

sitien of the cell cycle, promoting proliferation, cell wall laxity, and cell expansion®*". Thus, the presence of

indole-3-acetaldehyde in m2 and m3 leaves is a biomarker of the leaf phenological age in M. truncatula seedlings.

Witha nplementary study using GC-MS, we monit ored quantitative differen soluble sugar content in
the leaves (e.g., D-glucose, D-fructose, myo-inositol, ethyl D-glucopyranoside, and sucrose), These small sugars
are critical for plant growth, development, and stress responses™ ¥, Measurement of the total sugar concentration
in each leaf indicated that m1 leaves accumulate more sugars than m2 and m3. According to the literature, the
unifoliate leaf is a source tissue that supports the growth and development of sink tissues displaying active growth
through sucrose translocation™,

At 5-d of foliar inoculation and using a confocal microscope, we observed bacterial microcolonies in the
m1l, m2, and m3 leaves, indicating that A. agilis UMCV 2 is able to internalize and colonize all the tissues inde-
pendently of the physicochemical features of the leaves, The pattern of colonization followed by endophytes is
typically not homogenous and it is specific of the microbial taxon and strain type and also they present affinity
towards their hosts Therefore, ph}'.t;m]n cal parameters such as '_n| ant genotype, nli:w:lmprm:nla| stage, nutri-
tional status, type of organs (leaf vs. root}, leaf age, among others, are involved in the colonization process™"!".
The present study shows that A. agilis UMCV2 colonizes the leaves of M. truscatula, and the plant maintains the
colenization independently of the metabolic differences between them. A heavy inoculation does not produces
significate differences in the colonization of m1 leaves over time. Previous studies have indicated that endophytes
must pass the first line of defense of the plant immune system and determine how to protect themselves from it,
but at the same time, the plants have different defense strategies to keep microbial growth in control™, Thus,
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an exchange of numerous chemical signals between the plant and endophyte then allows successful colonization
by the enduphylr:, suggest'ing that survival of the r:ndl.lphyw in the intracellular environment is li ke]y tobea
specific adaptation'>*, For example, in the symbiotic imteraction between M. fruncatula and rhizobia, the NAD?
(Nodules with Activated Delense 1) gene is CXPTI‘:.‘iSI:d in the later stage of nodulation Lo maintain the rhizobial
endosymbiosis in the nodule™, further studies are needed to determine the molecular mechanisms by which the
plant allows A. agilis UMCV2 to thrive inside the plant.

The classification models of the metabolite profiles obtained by DLI-ESI-MS$ failed to discriminate between
inoculated and uninoculated leaves at 5 d of the post-inoculation time; not even in m1 leaves in which a higher
colonization was observed compared to m2 and m3 leaves, This result was not completely unexpected since one
characteristic of commensal and mutualistic endophytes is that they do not cause any harm to the host plant,
but under specific biotic or abiotic stresses, they may induce metabolic changes in the plant. Therefore, we con-
ducted a finer study using GC-MS and observed an increased content of sugars in the inoculated m1 and m2
leaves c{lmpared to non-inoculated controls [p =112 » 10°%), Sugar metabolism is essential for plam gruw'lh and
development, but also it works as sensing elements to environmental stimuli, so alterations in the sugar content in
plants have been reported as a response to biotic and abiotic signals™ . It has been established that endophytes
maodulate the photosynthetic capacity of a plant which results in production of sugars that provide the basic car-
bon scaffolding necessary to form both plant and microbial structures™. We also noted that the sugar content did
not increase in inoculated m3 leaves. The m3 leaf is the youngest leaf and is a sink tissue; thus, the presence of the
endophyte would constitute an additional sugar demand,

In summary, our study showed that rhizobacteria A, agilis UMCV 2 is able to colonize the inner leal tissues
of M. truncatide when it is inoculated in the foliage, but it is likely to be more easily established in the unifoliate
leaves, so the hypothesis that the interconnected phenological age and chemical composition of the leaves affects
the endophytic colonization is not discarded. These findings provide a first step in understanding the complexity
of the metabolic environment that microorganisms must endure in the leaves following foliar fertilization. It will
be very interesting to conduct a subsequent metabolomic studies to determine if A, agilis UMCV 2 impacts or not
in the broad range of compounds formed at early stages of the colonization or during the presence of biatic or
abiotic stimulus, or furthermare, if A, agifis UMCV2 as a facultative endophyte contributes to the production of
metabalites, that help the plant to adapt to, or cope with, environmental stimuli®'.

Materials and Methods

Bi0|ogica| material and gmwth conditions. Medicage truncatula seeds (ecotype Jemalong A17) were
chemically scarified™ with 1 mL of concentrated sulfuric acid; the seeds were immersed in a vial containing the
acid, and then agitated for 8 min. The acid was decanted, and the seeds were rinsed with five washes of sterile
deionized water. For sterilization, seeds were immersed in 12% sodium hypaochlorite for 2 min and rinsed with
abundant sterile deionized water. Seeds were placed on vertically oriented Petri dishes containing 1% agar and
0.6% sucrose and vernalized at 4°C for 3 days. Seeds were germinated until the main root reached a length of 2 to
dem, One seedling was subsequently transferred into individual glass jars containing 20mL of Hoagland medium
and 1% agar. Later, the seedlings were returned to the Percival growth chamber with a photoperiod of 16h a day
at a light intensity of 200 umol m™* s~ at 22°C for 15 days,

The M. truncatuls leaves were named accord 'mg to a standardized numerical cod 'mg sy:.'lr:rn"" to define the
phenotypic development of this legume plant. The metamer associated with the unifoliate leaf was designed as
metamer 1 {ml), and the units developing above as m2 (the first trifoliate leaf), and m3. Here, the 15-day-old
plants collected for chemical and moelecular analysis had the unifoliate leaf (ml) and the first and second trifoliate
leaves (m2 and m3, respectively; Fig. 1a). The m1 emerged on the fourth day after seed germination; at harvest.
therefore, m1 was at 11 days of development, m2 at 8 days, and m3 at 6 days.

The root-associated bacteria A. agilis UMCV2 was isolated from lightly acid soil, as previously described™.
The bacterium was grown on nutrient agar (NA) at 26°C,

Inoculation experiments. A total of 72 plants from 10-day old were inoculated with an A. agilis UMCV2
suspension prepared in 0.2 M phosphate buffer (pH 7.4) until obtaining the optical density of 0.2 DO, The other
72 uninoculated plants were brushstroked with phosphate buffer and used as controls,

The inoculation was made in one leaf per plant with a natural hair brosh 3 mm in diameter. Two brushstrokes
were made (approximately 2.2 = 10° colony-forming units, CFU, per brusshstroke), one in the upper surface and the
other under the leaf, ensuring that none of the bacterial suspension fell into the growth medium. Plants were placed
in three groups of twenty-four. In the first group of plants, enly the m1 leaves were inoculated: in the second group,
only the m2 were inoculated; and in the third, only the m3 were inoculated, The inoculated plants were returned to
the Percival growth chamber, and the interaction was allowed to proceed for 5 days, until the plants were 15 days
old, Then, the leaves were harvested for mass spectrometry analyses and qPCR bacterial DNA quantification,

To determine if a smaller bacterial concentration in the inoculum lead to a greater endaphytic colonization,
we performed an additional inoculation experiment, in which the m1 leaves were inoculated with a bacterial
solution prepared at 0.1 DOy,

Mass spectrometry analysis of leaves. Leaves (ml, m2, and m3) from 15-day-old control and inoculated
plants were harvested, immediately frozen with liquid nitrogen, and individually stored at —80°C until use, Then,
the leaves were byophilized and individually milled in a Mixer Mill (MM 404-Retsch, Verder Scientific GmbH &
Co. KG; Haan, Germany) at 30 Hz for 205, The milled leaves were mixed with (.5 mL of a cooled (4°C) aqueous
solution containing 75% methanol acidified with 0.1% formic acid, and later sonicated in an ultrasonic bath for
30min', and cent ril'usl:il at 15 000 rpm for 10 min at 4°C. The extract was filtered lhmugh alk2-pem pore diam-
eter filter for mass spectrometry analysis,
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Each milled leaf was analyzed by direct liquid injection-electrospray ionization-mass spectrometry
(DLI-EST-MS* using a ZQ-detector 2 Waters® mass spectrometer in scan mode with a range of 50 to 2000 m/z,
programmed with a cone temperature of 135°C, capillary voltage of 3V, and taking 1 sean s ', until 1 minute of
data acquisition, The aqueous solution containing 75% methanol acidified with 0.1% formic acid (blank sample)
was injected at the beginning and at the end of each round of samples for washing purposes, and three technical
samples were included at different days to corroborate reproducibility over time. The experiments were repeated
three times,

Statistical models for data analysis. For mass spectra processing, the MALDIguant package in R lan-
guage was used”, The intensity of each ion signal {m/z) was normalized using the Statistics-sensitive Non-linear
Tterative Peak-clipping (SNIP} algorithm to correct the baseling; and for ion detection, we used the absolute mean
deviation (MAD) algorithm as the noise estimator with a signal-to-noise ratio of six. Finally, alignment of the
detected signals was pcrl'urrne:d u!;'ing atolerance of £0.35m/z, Weused a pII!‘lt,']}'la.] component ans]}’sls (PCA)
compare the DLI-ESI-MS metabolic fingerprint data of the leaves.

To determine the contribution of every ion, we used the rattle package (version 5.1.0) in R to construct a
Random Forest (RF) model™. Implementation of the RF algorithm using sz features, allows the creation of a
large number of decision trees that classify the experimental units as belonging to any one treatment with high
predictability and the characteristics that best predict it. For the model, 70% of the matrix was used to train
the model, 15% for the validation step, and 15% for testing. Five hundred decision trees were built to finally
obtain a predictive model that could classify samples depending on leaf age or the presence of the UMCV2 strain.
Suhﬁtqumlly. the 30 most impaortant ions for leaf classification were identified by the Mean Decrease Gini eri-
terion; fans with higher values play the most important role in predicting the correct leaf samples classification.
Analysis of ordination by PCA was performed again using the “classifier” fons. To validate the separation of the
data obtained between treatments, a heat map was constructed in combination with a hierarchical cluster analysis
using the Euclidean distance between experimental units and Ward's algorithm for classification.

Putative metabolite identification. The most important ions were putatively identified according to the
REF algorithm, using SpiderMass software™ and a M. fruncatuls metabolite database (PlantCyc database, hitps://
www.plantcyc.org/). Ton identification was based on the mass-to-charge fit with a tolerance of £0.35 m/z,

Analysis of soluble sugars.  Sugars were extracted from 50 mg of controls and inoculated m1, m2, and m3
leaves with | mL of 80% ethanol at reom temperature with continuous agitation for 12h. Each treatment con-
sisted of twenty composite samples of three plants. The sample was centrifuged at 15 000 rpm for 15 min and the
extract was evaporated to complete dryness at 40°C and then derivatized and analyzed using the GC-MS method
according to a previous report”, The GC-MS analysis was performed in a gas chromatograph {Agilent 6850 Series
1I; Agilent, Foster City, CA, USA}, equipped with an Agilent MS detector, model 5973, and an HP-5 MS capillary
colummn {5% [w/v] phenyl methyl polysiloxane, 30m « 0.25 mm LD, film thickness of 0.25 pm). Glucose, fruc-
tose, mye-inositol, and sucrose were identified using a combination of a NIST 2.0 mass spectra database search
and a comparison with the pure standard (Sigma-Aldrich) retention times and mass spectra. For quantification,
the standards were mixed {1 Hg each), derivatized, and 1 L was injcct:d into the GC. Thr:peal: area of each stand-
ard within the mixture was correlated with the Pzak area of the eluted c{:mpound in the sampir_-_ The ana[}’sis was
repeated three times. Data were analyzed using a two factor ANOVA (inoculum and leaf) followed by a Tukey's
post-test (p = 0.05).

In situ hybridization assay. Tocorroborate that bacterial DNA detected by gPCR originated from bacteria
exhibiting endophytic growth, inoculated leaves were randomly collected and images of the inner planes of the
clarified tissues were obtained using a confocal microscope (FV 1200, Olympus Corporation, Tokyo, Japan) as
previously reported™. The inoculated bacteria were localized using fluorescence in situ hybridization, according
to the FISH ]:lmincn] deseribed Pn.‘\"'tﬂ'l.!!i]‘l""“. Actinobacteria 5 ‘Rhodamine Green TM-X (NHS Ester) TAT AGT
TAC CAC CGC CGT was used™, which hybridizes with the 23§ ribosomal RNA of A, agilis and is visualized as
green fluorescence (excitation and emission wavelengths: 502 and 527 nim, respectively).

Bacterial quantification. Leaves{ml, m2, and m3) from control and inoculated plants (n = 8) were super-
ficially disinfected with 20% sodium hypochlorite for 3 min, washed three times with abundant sterile deionized
water, and ground in liquid nitrogen. The method for bacterial DNA quantification by gPCR was as previously
described™. DNA was extracted from powdered leaves employing the methodology reported previously™; the
2CV2F and 2CV2ZR primers designed to specifically amplify an amplicon in the A, agilis UMCV2 165-238 inter-
nal transcribed spacer (1TS) were used for absolute quantification of bacterial DNA in a StepOne thermocycler
U\.pplied Biosystems, Foster City, CA, USA) A calibration curve was used from 100 ng to 20 I‘s with a coefficient
of determination (R7) of 0,998 and a maximum dissociation peak at 83.78°C. In cach assay, 50ng of total DNA
was used as template. Three independent analysis were done. To estimate the number of CFUSs in the inoculated
leaves, we performed a regression curve by using the total viable account obtained from 100 L of five serial
bacterial dilutions (0.5, 0.4, 0.3, 0.2, and 0.1 at 380 nm} and the DNA content in each solution, Serial dilutions of
each bacterial suspension were plated in nutrient agar and after 5 d of incubation at 23°C, the colenies produced
were counted to calculate the CFU at each bacterial suspension. The extraction of the total bacterial DNA was
made from 1 mL of each bacterial suspension as previously described™. The amount of DNA was quantified with
a Therma Fisher NanoDrop 2000. The regressions curve produced with the data of total viable account and DNA
amount of each bacterial suspension had a R value of 0.944%.
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Abstract: Iron is an essential plant micronutrient. It is a component of numerous proteins and
participates in cell redox reactions; iron deficiency results in a reduction in nutritional quality and
crop yields. Volatiles from the rhizobacterium Arthrobacter agilis UMCV2 induce iron acquisition
mechanisms in plants. However, it is not known whether microbial volatiles modulate other metabolic
plant stress responses to reduce the negative effect of iron deficiency. Mass spectrometry has great
potential to analyze metabolite alterations in plants exposed to biotic and abiotic factors. Direct
liquid introduction-electrospray-mass spectrometry was used to study the metabolite profile in
Medicago truncatula due to iron deficiency, and in response to microbial volatiles. The putatively
identified compounds belonged to different classes, including pigments, terpenes, flavonoids, and
brassinosteroids, which have been associated with defense responses against abiotic stress. Notably,
the levels of these compounds increased in the presence of the rhizobacterium. In particular, the
analysis of brassinolide by gas chromatography in tandem with mass spectrometry showed that
the phytohormone increased ten times in plants grown under iron-deficient growth conditions and
exposed to microbial volatiles. In this mass spectrometry-based study, we provide new evidence on
the role of A. agilis UMCV2 in the modulation of certain compounds involved in stress tolerance in
M. Bruncatula.

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

1. Introduction

Mass spectrometry (MS) is gaining considerable popularity for profiling metabolites in complex
bivlogical samples. The increased applications have led to the improvement of MS technology
in sample introduction, ionization source, mass analyzer, ion detection, and data acquisition and
processing. Direct liquid introduction-electrospray ionization-mass spectrometry (DLI-ESI-MS, the
acronym recommended by the Analytical Methods Committee [1]) is a rapid and high-throughput
analytical tool that has been successfully applied in medicine and food and biological sciences [2-5].
DLI-ESI-MS does not require preliminary sample separation, and it can be applied to multiple biological
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matrices. The straightforward sample introduction allows for simultaneous fingerprinting of a vast
number of metabolites from different samples within a single period. In addition, different studies
support the repeatability of DLI-ESI-MS data, and the quantification of the intensity of the ion signals
(m/z) with a larger variance in plants because of environment, physiological state, or the genotype
can also be performed [5-7]. High analytical performance (sensitivity, selectivity) allows it to be
used for untargeted metabolomics screening approaches for different plant extracts; thus it offers an
excellent cost-benefit ratio compared to other analytical platforms such as near-infrared reflectance
spectroscopy (NIRS), ultra-performance liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS), gas
chromatography with flame ionization detection (GC-FID), and GC-MS, which are slow and expensive
to use for routine plant biochemistry studies [2]. Due to the various benefits reported for DLI-ESI-MS,
we decided to conduct a study to determine its usefulness in microbial ecology research, as DLI-ESI-MS
provides robust chemical information, is bioinformatically easy to handle, and could help us understand
the chemical response of plants to abiotic or biotic factors.

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

In an attempt to make agriculture a viable component of a healthy and pleasant ecosystem, the
application of plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) to enhance Fe uptake and transport in
plants is an excellent biotechnology strategy. PGPR are soil bacteria that colonize the rhizosphere
of plants, stimulating plant growth and health through different mechanisms, such as phosphorus
solubilization or nitrogen-fixation, and the preduction of phytohormones or siderophores to capture Fe
from the envirenment in biologically useful forms [15]. In 2003, Ryu et al. reported that some PGPR can
modulate the growth and development of plants without physical contact with them. This mechanism
involves the production of volatile compounds such as, acetoin and 2 3-butanediol, which modulate
the mechanisms of phytohormone signaling and therefore stimulate morphogenesis programs in
plants [19]. Six-years later, Zhang et al. (2009) noted, that the same microbial volatiles can modulate Fe
uptake in Arabidopsis via deficiency-inducible mechanisms [20].

The rhizobacterium Arthrobacter agilis UMCV2 used in this study, was isolated from the rhizosphere
of maize (Zea niays) [21]. It emits a pool of volatiles that promotes the growth of leguminous and
monocotyledonous plants with different levels of available Fe [22-24]. Notably, in Medicago truncatula,
the UMCV?2 strain increased the expression of genes involved in Fe uptake (M{FRO1, MtFRO2, MtFRO3,
MIFRO4, and MtFROS5) under Fe-sufficient and -deficient conditions [25]. Nevertheless, those studies
focused on elucidating the molecular mechanisms involved in the modulation of Fe acquisition
responses. Thus, one question remaining is whether microbial volatiles modulate the production of
other primary or secondary metabolites in plants to ameliorate Fe-deficiency stress.

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

2. Results

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

Under conditions of Fe deficiency, plants adjust their metabolism to maintain cellular Fe
homeostasis. Some visual symptoms of Fe deficiency, such as leaf yellowing (Figure 1d—f) and
decreased plant size (Figure 1g) were abserved in our experiments in comparison to plants grown
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under Fe sufficiency (Figure la—c). Additionally, we studied plants exposed to volatiles from A. agilis
UMCV2, a rhizobacterium that induces Fe acquisition in plants (Figure 1¢,f), and plants exposed to
volatiles from Bacillus sp. L264, a commensal rhizobacterium (Figure 1b,e). As we expected, volatiles
from the UMCV2 strain, had a stimulatory effect on plant growth under Fe-sufficient and -deficient
growth conditions (Figure 1g).

Control L264 umcv2

Dry weight (mg)

Control L264 UMCv2

Figure 1. Interaction between Medicago fruncatula and rhizobacteria through the emission of volatile
compounds. A 4 mL glass vial with 2 mL nutritive agar medium was inserted in each system; in the
control system, 20 uL water was added into the vial instead of the bacterial inoculum. The interaction
lasted for 10 days. Uninoculated 12-day-old plants grown under conditions of iron (Fe) sufficiency
(a) and deficiency (d). {b) Plants were inoculated with the commensal strain Bacillus sp. 1.264 grown
under Fe-sufficient and -deficient conditions (e). Inoculated plants exposed to volatiles from A. agilis
UMCV2 and under Fe-sufficient (¢} and -deficient conditions {f). (g) Dry weights of control plants and
plants during interactions with bacterial volatile compounds. Data shown are means + standard error
(n = 15). White and black bars indicate Fe-sufficient and -deficient growth conditions, respectively,
Different letters indicate significant differences (p < 0.05) among treatments determined with two-way
ANOVA and Tukey’s test.

These plants were further analyzed by DLI-ESI-MS. The quadrupole analyzer allowed the
collection of MS data with satisfactory spectral quality. Typical mass spectra of the broad range of
molecular weights of compounds that are produced when plants undergo Fe stress, and microbial
volatiles exposure are shown in Figure 2a,b, respectively. In total, 737 ions were obtained, mainly
within the range 55.90-1592.52 m/z. All metabolite signals were extracted from a database with the
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MALDIquant package in the RStudio interface. Following purification, alignment, and normalization,
a principal component analysis (PCA) was performed (Figure 3). The PCA (highly significant results
p < 0.001, by permutational multivariate analysis of variance, PERMANOVA) showed that control
plants grown under conditions of Fe sufficiency and those exposed to volatiles from 1.264 had similar
mass spectra, since treatments were grouped together. Similarly, plants grown under Fe-deficiency
stress and those exposed to volatiles from L264 had the same metabolic fingerprinting, and both
treatments presented an overlap, indicating that only the absence of Fe affected the metabolic profile of
the plants. The ion profiles of plants grown under conditions of Fe sufficiency and deficiency, and
following exposure to UMCV2 volatiles were similar, indicating that UMCV2 promotes metabolic
changes in plants under both growing conditions.

a, b
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Figure 2. Non-targeted metabolomic profiling normalized from leaves of Medicage truncatula obtained
by DLI-ESI-MS. (a) Control plants grown under Fe-sufficient (green) and -deficient conditions (orange).
(b) Plants exposed to volatile compounds from A. agilis UMCV2 for 10 days and grown under
iron-sufficient (green} and -deficient conditions (orange).
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Figure 3. Principal component analysis (PCA) obtained from DLI-ESI mass spectra of Medicago
truncatula leaves under Fe-sufficient and -deficient conditions and following exposure to microbial
volatiles. Blue indicates control plants, orange represents plants exposed to volatiles emitted by L264
strain, and red shows the plants exposed to volatiles from A. agilis UMCV2. Circles (O) and triangles
(A) indicate Fe sufficiency and deficiency, respectively. The ellipses represent 95% confidence intervals.
Differences between groups were compared with a PERMANOVA test (p < 0.001).

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

In order to reduce data complexity, the Random Forest (RF) algorithm was used to generate
decision trees and extract the 30 most important ions, defining whether seedling samples were
Fe-sufficient or ~deficient (Figure 4a). Ions with the greatest mean decrease in Gini index were
putatively identified using the PlantCyc database and SpiderMass software. The m/z from each ion was
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compared to the monoisotopic mass (Da) of metabolites previously reported for M. truncatula,
which provided knowledge about participating metabolites in response to Fe-deficiency stress.
Among the most important ions, we identified compounds invelved in riboflavin metabolism at
185.22 myz (1-deoxy-L-glycero-tetrulose 4-phosphate), 299.18 m/z [5-amino-6-(p-ribitylamino) uracil],
and B08.38 m/z (flavin adenine dinucleotide, FAD); lipid metabolism at 797.49 myjz (1-18:3-2-18:3-
monogalactosyldiacylglycerol), 859.98 mi/z (butanoyl-CoA); and chlorophyll metabolism at 222.07 m/z
{phosphonothreonine), 613.36 mjz (protochlorophyllide a) [11,26,27]. In addition, compounds that
alleviate abiotic stresses in plants were also identified at 189.26 myz (norspermine), 269.06 m/z
((+)}-marmesin), 300.18 m/z ((5)-N-methylcoclaurine), 314.26 m/z (9,10-epoxy-18-hydroxystearate),
351.23 myfz (crocetin), and 371.07 m/z (chelerythrine) (Table 1), Of these ions, 185.22, 189.26, 222.07,
269.06, 299.18, and 351.23 myz (Figure 5a) were detected at a higher intensity under Fe deficiency
conditions. The remaining 17 ions selected by the RF algorithm for the Fe condition could not
be identified.
The RF model also helped to identify the 30 most important ions including those that differentiated
uninoculated seedlings, and those inoculated with 1264 or UMCV2 strains (Figure 4b). Twenty
ions were identified (Table 2). Six of these, 87.41 myz (3-pentanone), 88.08 m/z (pyruvate), 88.33 m/z
(4-aminobutanal), 97.83 m/z (glvcolate), 98.04 myz (N-monomethylethanolamine), and 287.19 m/z
(kaempfercl) showed stronger detectable signal intensities under UMCV2 treatment (Figure 5b),
suggesting that these ions are responsible for the discrimination between the sample groups, and
revealing the associated chemical modulations made by the UMCV2 strain.  Thus, DLI-ESI-MS
displays great potential for determining whether volatiles emitted from other rhizobacteria are
able to modulate the production of primary or secondary metabolites in plants. According to
previously reported literature, the increased signals have different roles in alleviating Fe deficiency
stress in plants [12,28-33], Other identified compounds included those involved in plant primary
metabalism, at 88.08 mi/fz (pyruvate), 97.83 m/z (glycolate), 790.06 miy/z (coenzyme A) [34]; brassinosteroid
metabolism, at 397.20 m/z (5-dehydroepisterol), 419.15 m/z (6-deoxocathasterone), and 467.07 m/z
(6-alpha-hydroxycastasterone) [35-38]; compounds with antioxidant roles in plants, at 266.20 m/fz
(thiamine), 366.17 nr/z (galactinol), and 933.53 m/z (notoginsenoside R1) [39-41], and some flavonoids
with antioxidant capacity, which act as chemotactic signals for symbiotic nitrogen-fixing bacteria of
legumes, at 275.13 mfz (fustin), 287.19 m/z (kaempferol), and 291.15 m/z (formononetin) [10,42-15]

(Table 1).
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Figure 4. lon importance ranking obtained by Random Forest model for differentiating between
sample treatments with DLI-ESI mass spectra data, The thirty most important ions are shown for
discriminating between Fe growth conditions (a) and the effect of microbial volatiles (b). Ntrees = 500,
QOB error = (% for Fe growth conditions and 43.75% for volatiles.
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Table 1. The most important compounds detected in Medicago truncatula seedlings by DLI-ESI-MS and

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

grown under Fe-sufficient and -deficient growth conditions.

miz Miiss (Da‘; lonization Mode Comp d Name Function
M + HJ* Norspermine Stress
M + HJ* 1-Deoxy-t-glycero-tetrulose 4-phosphate  Riboflavin biosynthesis
[M + Na]* 1-Histidinol-phosphate Histidine biosynthesis
.06 246.09 [M + Nal* (+)-Marmesin Stress
300.18 299.15 IM + H}* (S)-N-methylcoclaurine Stress
613.36 61222 M + HJ* Protochlorophyllide a Chilorophyll biosynthesis
299.18 276.11 [M + Na]* 5-Amino-6-(p-ribitylamino} uracil Riboflavin biosynthesis
859.98 #37.16 [M + Na]* Butanoyl-CoA Fatty acid beta oxidation
797.49 774.53 [M + Na]* 1-18:3-2-18:3-Monogalactosyldiacylglycerol - Chloroplast membrane lipid
314.26 313.24 IM + HJ" 9,10-Epoxy-18-hydroxystearate Cutin biosynthesis
371.07 348,12 [M + Na]* Chelerythrine Stress
508.38 785.16 [M + Na]' Dioleoylphosphatidylcholine Membranes lipid
328.17 [M + NaJ* Crocetin Stress

a

Color Key

Figure 5. Metabolomic heatmap generated with the 30 most important ions detected by the Random
Forest model for Fe availability (a) and bacterial volatiles (b). Heatmap combined with an analysis of

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

classification by ion (along x-axis) and by treatment (along y-axis).
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Table 2. The most important compounds detected by DLI-ESI-MS in Medicago fruncatula seedlings and
putatively identified by the SpiderMass software that could differentiate between samples exposed to
volatiles from L.264, UMCV?2 strains, and control.

mjz M;;:::g;‘;" Mode  Comp d Name Function

88.08 87.01 M+ HJ* Pyruvate Energy
26620 265.11 M +HI* Thiamine Struss
383,14 360.14 M+ NaJ* 7-Deoxyloganate Stress
933.53 93253 IM +HJ*Y Notoginsenoside R1 Stress
319.20 296.31 IM + Naj* Phytol Constituent of chlorophyll
365.17 34212 [M + Na)* Galactinol Stress

98.34 7307 [M + Naj* N-Monomethylethanolamine  Choline biosynthesis
291.15 268.07 [M + Naj* Formononetin Stress
353.22 35218 M+ HJ* 1b-Hydroxytabersonine Indole alkaloid biosynthesis
397.20 39634 M+ H]* 5-Dehydroepisterol Brassinosteroid biosynthesis
287.19 286.05 M+ H]" Kaempferol Stress

97 83 75.01 [M + Naj* Glycolate Photorespiration
467.07 466.37 M+ HI* 6-Hydroxycastasterone Brassinosteroid biosynthesis
32111 320.09 IM +HI* 4-C yIshiki FI. idd and phenylpropanoid biosynthesis
790.06 767.12 [M + Naj* Coenzyme A Fatty acid beta exidation
27513 274.08 M +HI* Fustin Stress
320.20 297.24 [M + Naj* 18-Hydroxyoleate Cutin, suberin and wax biosynthesis
8833 87.07 M+ H]* 4-Aminobutanal Stress

§7.41 86.07 M+ H] 3-Pentanone Stress
41915 418.38 M +H]* 6-Deoxocathasts Brassi id biosy

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

BRs are endogenous plant hormones that are essential for plant growth and development.
Additionally, BRs are involved in sensing and responding to mineral deficiency stress. A factorial
analysis showed that Fe deficiency stress, as well as microbial volatile factors significantly increased
the content of epibrassinolide in the plant (p = 0.0039 and p = 0.0036, respectively); and the interaction
of both factors was also statistically significant (p = 0.0153). Plants grown in Fe-deficient conditions and
inoculated with UMCV2 showed a ten-fold higher accumulation of brassinolide relative to controls
(Figure 6d). This result suggests that A. agilis induce the synthesis of brassinolide in the plant as a part
of the mechanism for Fe stress tolerance; thus, the quantification of this phytohormone in the plants
may serve as a reference of the beneficial effects of rhizobacterium to plants.

260



Mualecules 2019, 24, 3011

Figure 6. Identification of brassinolide in Medicago fruncafula by GC-MS. {a} Total ion chromatogram of
the epibrassinolide standard, indicating the retention time of the phytohormone and the electron impact
mass spectrum during the SIM analysis. (b) Total ion chromatogram and mass spectrum obtained
from the control plants grown under conditions of iron (Fe) deficiency. (¢) Total ion chromatogram and
mass spectrum oblained from plants grown under conditions of Fe deficiency and exposed to volatiles
from A. agilis UMCV2. (d) Brassinolide content in plants grown under Fe-sufficient {(white bars) and
-deficient (black bars) growth conditions, Data shown are means + standard error (n = 3). Different
letters indicate significant differences (p < 0.05) among treatments determined with two-way ANOVA
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Tosummarize the information obtained in this study, a hierarchical cluster analysis was constructed
for each treatment (Figure 5a,b). The metabolic heat maps based on DLI-ESI-MS data visually displayed
differences between samples in the intensity of the selected m//z ions. Remarkably, two sets of ions
were identified that accumulated under conditions of Fe deficiency, one of them was composed of the
following ions 299,18, 185.22, 351,23, 189.26, 222.07, and 269.06 m/z, and the other was set by 300.18,
314.26, and 371.07 m/z whereas the remaining ions on the heat map diminished (Figure 5a); therefore,

these ions could be considered as biomarkers of the plants’ Fe nutritional status.
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Conversely, differences were observed in the metabolite profiling of plants exposed to microbial
volatiles. Uninoculated plants and those inoculated with the L264 strain shared the same conglomerate,
verifying that the volatiles from the commensal bacterium did not have an effect on the overall profile
of plant metabolites produced in response to inoculation. lons obtained from plants inoculated with
the UMCYV?2 strain formed a separate conglomerate, and ions 87.41, 88.08, and 88.33 ui/z presented the
strongest differences, suggesting an important role during the interaction between M. fruncatula and
A. agilis UMCV2 (Figure 5b).

3. Discussion

Fe is an important metal in photosynthesis. Additionally, Fe is used ubiquitously in
oxidation-reduction processes [13]. These important roles make Fe an essential micronutrient for
plant fitness. As a consequence, Fe deficiency is a major constraint for agricultural quality and
production, eventually affecting human health via the food chain [16]. Fe scarcity leads to the
activation of sophisticated mechanisms to maintain cellular Fe homeostasis. Legumes are classified
as Strategy I plants, which undergo biochemical changes to increase the capacity for Fe uptake
wvia the roots and Fe solubility in the soil [11], In this study, we used DLI-ESI-MS and putatively
identified several compounds in plants that are commonly accepted to be associated with biochemical
responses and adaptation strategies under Fe deficiency conditions. Furthermore, this analytical
tool showed sensitivity in discriminating plants grown under Fe-sufficient or -deficient conditions,
providing evidence that the plants used in the study were metabolically stressed due to a lack of Fe.
For example, we found that the mass spectra from Fe-deficient plants presented decreased signals
for protochlorophyllide a (613.36 m/z) compared with control plants. The lower concentration of
chlorophylls caused leaf yellowing, which is an important visible symptom of Fe deficiency in plants.
In addition, the signal for 1-18:3-2-18:3-monogalactosyldiacylglycerol {797.49 m/z) also decreased.
Monogalactosyldiacylglycerol is a major lipid component of chloroplast membranes and acts directly
in several important plastid roles, particularly during photosynthesis [26,27]. Fe deficiency decreased
the signals of other lipids including, phospholipid dioleoyvlphosphatidylcholine (808,38 m/z), which is
a component of cell membranes, and 9,10-epoxy-18-hydroxystearate (314.26 m/z), which is involved in
cutin biosynthesis [46,47].

In addition, we found that six signals were increased due to Fe deficiency which, according to
the heat map, could be used as biomarkers to distinguish between Fe treatments, Two of these
are precursors for riboflavin biosynthesis, 1-deoxy-1-glycero-tetrulose 4-phosphate (18522 mijz)
and 5-amino-6-(p-ribitylamine) uracil (299.18 myfz), which are subsequently transformed into FAD.
Accumulation of riboflavin was observed in M. truncatula plants grown under Fe-deficient conditions,
with or without CaC(4 as a source of alkaline pH stress. The root protein profile showed the de novo
accumulation of 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase (DMRLs) and GTF cyclohydrolase IT (GTPcII);
these proteins are involved in riboflavin biosynthesis, suggesting that the riboflavin biosynthetic
pathway is upregulated under conditions of Fe deficiency [11]. Since flavin compounds are exported
and accumulate in Fe-deficient roots, different roles have been proposed for riboflavin, including as an
electron donor either for enzymatic Fe (I} reduction, as a cofactor, or as a metal chelator [8,11].

Increased signaling was also observed for compounds of different families such as polyamines,
coumarins, and terpenes; all of which have different roles in the adaptation of plants to the environment
and for overcoming stress conditions. Onesignal corresponded to norspermine (158926 m/z), a polyamine
previously identified in Medicago plants [45], which accumulated in response to Fe deficiency, inducing
ferric-chelate reductase activity and the expression of genes related to Fe uptake [49]. The coumarin
(+)-marmesin (269.06 m/z) has antioxidant properties [50], as well as the tetraterpenoid crocetin
(351.23 myz) [14], which may protect plants from damage induced by oxidative stress in response to Fe
deficiency [9]. Finally, the signal for the putative ion identified as L-histidinol phosphate (222.07 m/z)
also increased. This compound is a precursor of histidine; however, its role in plants under stress
caused by Fe deficiency has not been fully explored. The chemical properties of the imidazole side
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group allow this amino acid to participate in acid-base catalysis, and in the co-ordination of metal
ions [51].

PGPR application has become an increasingly common practice as part of an agricultural strategy
to alleviate plant abiotic stresses in the field. The use of PGPR will help to address the challenges of
producing food for a growing human population in a sustainable and environmentally friendly manner.
From this perspective, we have studied the effects of volatiles from the rhizobacterium A. agilis UMCV2
on the growth and development of M. truncatula in Fe-sufficient and -deficient growth media [23]. Ina
previous study, we found that the UMCWV2 strain induces iron acquisition mechanisms in this Strategy
I plant, including rhizosphere acidification, ferric chelate reductase activity, and Fe content in plants.
In the present study, using DLI-ESI-MS and the RF model, we found that volatiles from the UMCV2
strain favor the accumulation of flavonoids in leaves under conditions of Fe sufficiency and deficiency,
particularly kaempferol (287.19 m/z). Legumes are a source of flavonoids and have a beneficial effect
on human health [52]; however in plants, flavonoids have diverse roles; for example, flavonoids
reduce Fe (I1T) to Fe (II), reduce the production of reactive oxygen species (ROS), quench ROS, have
antifungal activity, chelate ions of transition metals, and quench cascades of free-radical reactions
in lipid peroxidation. Besides, due to their low redox potential, they can also reduce potent free
radicals (superoxides, alkyl radicals, hydroxyl radicals) [45]. Last, they are involved in plant-microbe
interactions signaling, in particular, in symbiotic bacteria stimulating root colonization | 11,42—44].

Besides kaempferol, five other signals, 87,41, 88,08, 88,33, 97,83, and 98.04 mn/z, which correspond to
3-pentanone, pyruvate, 4-aminobutanal, glycolate, and N-monomethylethanolamine, respectively, were
grouped in the same conglomerate in the heat map, indicating that these compounds are metabolite
markers that are specifically produced in response to the presence of the UMCV2 strain, compared with
uninoculated plants and those treated with the commensal rhizobacteria L264. These compounds have
previously been reported in plants subjected to different kinds of abiotic stresses, acting as signaling
molecules that regulate many cellular processes, such as plant growth/development and acclimation
responses to stress [12,28-33]. Thus, these results suggest that a complex network of signaling events
is activated during the interaction of M. fruncatula with A, agilis UMCV2 via the emission of volatile
compounds; this stimulates iron acquisition mechanisms and mediates cellular activity to alleviate
plant stress.

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

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

4.1. Biglogical Material and Growth Condifions

In this study, seeds of M. truneatula ecotype Jemalong 417 were scarified with 2 mL of concentrated
sulfurie acid for B min and then rinsed with five washes of sterile deionized water to remove excess
acid [54]). Later, seeds were superficially disinfected with 12% sodium hypochlorite for 2 min and
rinsed five imes with sterile deionized water, Seeds were placed on 0.6% agar plates {Phytotechnology,
Shawnee Mission, K5, USA} with 0.6% sucrose and vemalized at 4 °C for 3 days. Germination was
petformed in a Pereival prowth chamber with a phetopericd of 16 h light/$ h dark, a lumineus intensity
of 6100 Ix and a constant temperature of 22 °C,

After 3 days of germination, three seedlings were transferred to each 170 mL glass flask with
35 mL of Hoagland medium and 0.6% agar. The Hoagland base medium was supplemented with
the following salts: 1020 ppim KINO;, 492 ppim Ca{NOs)s # 4H2O, 230 ppm NHLH, (PO, ), 490 ppm
Mg50, x 7H;0, 2.80 ppm H3BO;, 1.81 ppm MnCly x 2HyO, 0.08 ppm Cu50y x 5HO, 0.22 ppm
ZnS0y % 5HRO and 0.09 ppm NapMoOy » HyO. For the Fe-sufficient treatment, Hoagland medium
was supplemented with 20 pM Fe504, and for the Fe-deficient treatment, no source of Fe was added.

The UMCV2 strain (CECT-7743, Sparnish Type Culture Collection. Valencia, Spain) was grown on
nutrient agar (3 g L™} of meat extract, 5 g L™ peptone, and 1.5% bactericlogical agar) at 22 °C. Also,
we used the commensal rhizobacterium Bricillus sp. 1264 as a control [55,56). The L264 strain was
maintained under similar conditions to UMCY2,

4.2, Plant-Bacterin Interaction through the Emission of Volaliles

A system with separate compartments was used (Figure 1la—f). Two days after transferring the
plants to Hoagland media, 20 pL of each rhizobacteria (0,05 D.O.s45nm } was inoculated into a glass vial
with 2 mL nutritive agar medium. For the treatment of the uninoculated plants, 20 pL of water was
added instead of bacterial inoculum. Then, seedlings were allowad to grow in the growth chamber
under the controlled conditions of light and temperature mentioned above. After 10 days, the seedlings
were carefully removed from the medium, and the trifeliate leaves were harvested, immediately frozen
with liquid nitrogen, and maintained at —80 °C. Other plants were dried to a constant weight at 68 °C
for 7 days. Dry weight was analyzed using a factorial design, comprising of two factors (Fe availability
with two levels and bacterial volatiles with three levels), followed by Tukey's test (p < 0.05).

4.3, Metabolite Extraction from M. iruncaiula Leqoes

Frozen leaves were lyophilized and 3 mg of dry tissue was ground in a Mixer Mill (MM 400-Retsch,
Verder Scientific GmbH & Co. KG; Haan, Germany} at 30 Hz for 30 5. The extraction was carried
out with 500 uL 75% methanel grade HPLC acidified with 0.5% formic acid, and samples were then
sonicated for 30 min, centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C, and filtered with a 4 mm syringe
filter sterile through a 0.22 um pore size hydrophilic nylon membrane. The samples were ditectly
injected into the DLI-ESI mass spectrometer without further pre-treatment.

4.4, Non-Targeted Metabolic Profiting by DLI-ES] Mass Spectronetry

The samples were analyzed on a 50-Detector 2 spectrometer (ESFAPCLESC, multimede, Waters,
Milford, MA, USA) with the fabricant software MassLynx 4.1. The measurements were made with
electrospray ionization in positive mode, a capillary voltage of 3 KV, a cone voltage of 30 ¥V and an
extractor voltage of 3 V, source temperature of 135 °C, desolvation temperature and flow of 250 °C and
250 L 7!, respectively, and cone gas flow of 50 L h™). The RF lens was set to 2.5 V. In the analyzer
section, a resolution LM and HM of 10 and 14.6, respectively, and an energy ion of —0.1 were used.
The samples were injected with a flow rate of 10 uL min~L, The spectra were collected within the range
50-2000 m/z, the duration of the run was 1 min, and one scan was cbtained per second.
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The spectra obtained were converted from the raw extension to mzXML using MSConverte 3.0 from
the ProteoWizard Library open-source initiative (https;//proteowizard. sourceforge.net). The software
mMass version 5.5.0 [57] was used to subtract the noise from the spectra, normalize the base peak, and
obtain an average mass spectrum. Using the R language (Version 3.4.1 hitps://www.rstudio.com/) and
the MALDIquant package [58], a database was obtained in text format with the ions present in the
mass spectra. The database was used for statistical analyses.

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

4.5. Identification of Significant lons

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

4.6, Brassinosteroids Determination

The presence of BRs in the samples was confirmed by GC-MS (Agilent, Foster City, CA, USA)
analysis. Each treatment consisted in three composed samples of three plants. The extracts were
evaporated to dryness under a stream of nitrogen in a reaction vial. Then, they were treated with
acetic anhydride (1.5 mL) and dichloromethane (1 mL), and heated at 75 °C for 90 min. Acetylation
decreases the boiling point of the phytohormone, improves the thermal stability in the GC injection
port and allows a better chromatographic separation. After cooling, the acetylated sample was diluted
with chloroform (2 mL} and washed with deionized water (4 mL) three times. The organic phase
was recovered, dried over anhydrous Na;50y, evaporated and re-dissolved in 50 pL chloroform for
GC-selected ion monitoring-MS analysis (GC-SIM-MS). The molecular ion of the acetylated compound
at 652 mfz was very weak and sometimes not observed. Thus, the fragmented ions used for the
SIM-MS5 method were 480, 380, 350, 322, and 177 m/z. These ions have previously been reported as
characteristic ions for the structural determination of brassinolide rings, which have been analyzed by
electron impact MS detector [61]. In addition, the phytohormone was further confirmed by comparing
the retention time in the extract to a pure epibrassinolide standard (SIGMA-ALDRICH, Saint Louis,
MO, USA, catalog no. E1641). The standard was also acetylated and to estimate the amount of the
compound in the sample, we constructed a calibration curve (R =1).

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

Brassinolide concentration was analyzed using a factorial design, which comprised of two factors
(Fe-rich and -deficient media, and the presence and absence of volatiles from A. agilis UMCV2), followed
by Tukey’s test {p < 0.05).

Author Contributions: Conceptualization, L.M.-R., EV-C. and RW,; Methodology, LM.-R., EX.-C. and RW.;
Validation, L.M-R. and LE-C,, Formal analysis, LF.-C., A R-O., M.T.C -R. and M.LC.E-A ; Investigation, LF-C,
A RO, MTC-R and MLCE-A, Resources, LM.-R., EN-C. and R-W.; Writing—Original Draft Preparation,
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El avance de la tecnologia computacional

Con el advenimiento del siglo XXI, nuestra generacion ha presenciado como las fronteras cientificas y
técnicas se han expandido a una velocidad vertiginosa. En los ultimos 500 afios que nos separan de la llamada
Revolucion Cientifica, hemos acumulado mucho mas conocimiento que en los 5 000 anos de cultura escrita y
eso nos convierte en herederos orgullosos de una travesia iniciada mucho antes, con el origen del humano
mismo. El desarrollo de la tecnologia computacional marcé un parteaguas en la velocidad con que los datos
generados pudieron ser clasificados y, finalmente, analizados por poderosos algoritmos con los que extraemos
la mayor cantidad de informacion posible.

Pensemos que los principios tedricos de la computadora no son recientes. La posibilidad de construir
maquinas de calculo se puede rastrear en épocas tan anteriores como la invencion del abaco y los fundamentos
del algebra booleana (pieza fundamental de toda computadora moderna) que se publicaron en 1847 por
George Boole. El concepto de la computadora moderna, con un software (instrucciones o programas) y un

https:/Awww.sabermas.umich.mx/archivo/tecnologia/50 1-numero-56/976...
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hardware (la parte mecanica) bien diferenciados, se concibié alrededor de 1820 por Charles Babbage antes
de Boole. Asi, el problema de la computacion no fue tanto de naturaleza tedrica, sino técnica. Era necesario el
descubrimiento de procesos, materiales y fenomenos fisicos (en concreto la electricidad) para que las ideas
que ya estaban planteadas, pudieran ser llevadas a la practica.

La tecnologia computacional en la biologia moderna

La biologia molecular moderna no hubiera nacido sin el impulso que las capacidades de las computadoras
dieron a esta area de la ciencia desde sus primeros afos de desarrollo. Pongamos un ejemplo: el elucidar la
forma tridimensional de las biomoléculas como los carbohidratos, las proteinas, los lipidos y los acidos
nucleicos, fue un paso decisivo para la compresion de los mecanismos que operan a escala microscopica en las
células.

La técnica por excelencia para este fin, fue la cristalografia por difraccion de rayos X, que como su nombre
lo indica, se basa en el analisis de los patrones de difraccion producidos al irradiar un cristal de un compuesto
de interés con un haz de rayos X. Aunque los primeros patrones de difraccion se resolvieron con calculadoras
mecanicas 0 a mano (no sin un considerable esfuerzo), el estudio de biomoléculas mas complejas, como las
proteinas, requirio del uso de las primeras computadoras.

John Kendrew, ganador del premio Nobel de quimica en 1962 (compartido con Max Perutz), por la resolucion
de la estructura de la mioglobina, utilizé la computadora EDSAC 2 en la universidad de Cambridge con una
memoria de apenas 2 kilobytes, con la que se realizaron todas las operaciones requeridas en componer los
llamados mapas de densidad electronica, que permitieron entender la distribucién tridimensional de la
molécula dentro del cristal. Este cientifico, comprendié con una antelacion casi profética, que el uso de las
computadoras para la investigacion en ciencias biologicas seria primordial en el futuro.

Nunca hubiéramos conocido el genoma humano sin las computadoras. Se estima que para comparar cada
secuencia de ADN del genoma y para armar el rompecabezas por los métodos clasicos, hubiera tomado
alrededor de 19 anos de tedioso calculo, ademas de que se habrian requerido 600 gigabytes de memoria RAM
para completarlos. Gracias a las mejoras hechas en los primeros algoritmos de ensamblado, la labor de
reconstruccion del genoma humano a partir de las secuencias tomé alrededor de una semana, con 40
computadoras trabajando en paralelo. Evidentemente, es muy dificil imaginar que semejante labor se hubiera

alguna vez terminado sin el uso de la computacion.
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Surgimiento de la biologia de sistemas

La biologia de sistemas surgio de la inquietud por estudiar un aspecto muy particular de los seres vivos: su
«complejidady». Desde el momento que negamos la existencia de una «esencia vital» que mueve a los
organismos vivos, ahora sometidos a las mismas leyes fisicas que gobiernan la materia inanimada, surge la
pregunta ;De qué manera se organizan sus partes y qué relacion guardan con las funciones propias de lo que
entendemos por vida? Uno de los primeros teoricos al respecto fue Ludwig von Bertalanffy, quien en 1968
publico su «Teoria general de los sistemas».

Su propuesta era entender los fenomenos naturales y sociales como un conjunto de componente interactuantes
y la relacion que guardan entre ellos. No es casualidad que el propio Bertalanffy fuera un bidlogo con una
robusta formacion en matematicas, lo que le permitio abordar el problema de la complejidad con una
propuesta multidisciplinaria. La biologia de sistemas, a su vez, vive inmersa en lo que se ha llamado
ciencias de sistemas; realmente es un movimiento cientifico surgido en la segunda mitad del siglo pasado,
impulsado por diferentes contemporaneos de Bertalanfty.

Podemos imaginar a la célula como un gran nimero de componentes que trabajan en coordinacion para llevar
a cabo todas las funciones vitales. Los cientificos siempre han entendido que existen muchos procesos que no
pueden explicarse sencillamente como la suma de sus partes. La molécula de agua es un caso muy ilustrativo,
ya que puede caracterizarse su geometria de forma bastante exacta y sus propiedades fisicas. Sin embargo, hay
propiedades como el flujo del agua, la tension superficial del liquido o su capacidad como solvente, que no
surgen sencillamente de una molécula individual, sino de la interaccion de cada molécula con otras que la
rodean.

En todos los sistemas emergen nuevas propiedades, conforme se aumenta el nimero de componentes que
interactGan y la escala a la que los observamos. Asi, no hay nada en particular en los atomos de carbono o de
hidrogeno, por ejemplo, que nos permita predecir con total certeza que tipo de organizacion deberia tener una
proteina en especifico, o la forma en que se deberian de establecer la comunicacion entre células vecinas. Esto
es lo que se conoce como «propiedades emergentes» y se trata de un concepto central al tratar de hablar de

biologia de sistemas.
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Biologia de sistemas y la prediccion de la realidad

Una vision totalizadora del fendmeno vivo tiene implicaciones metodologicas y filosoficas muy profundas. Si
los sistemas vivos no son simplemente la suma de sus componentes, entonces para comprenderlos hay que
intentar obtener la imagen mas completa posible del sistema y asi descifrar las interrelaciones entre los
componentes, siempre con una vision a gran escala de ellos. El modelado matematico es una herramienta
fundamental para esta aproximacion metodologica, gracias a que los sistemas en la realidad y nuestros
modelos matematicos comparten cierto «isomorfismo». Esto significa que la expresion minima de los
componentes y la interrelacion entre ellos quedan descrita en el modelo matematico.

Estudiar un fendmeno implica siempre ubicarse en la escala adecuada para analizarlo debidamente. Esto no
implica que no podamos entender el movimiento de cada componente dentro del sistema, sino que existe un
grado de organizacion por debajo del cual seria imposible esperar la emergencia de las propiedades inherentes
de lo que esta vivo y, por lo tanto, no podemos obtener una comprension adecuada de como opera el sistema
global, si nos limitamos a ver por debajo de esta escala.
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Biologia de sistemas ¥ las ciencias dmicas

El movimiento de biologia de sistemas cobra fuerza cada dia, ahora también con el desarrolle de las llamadas
ciencias «omicasy», que en su conjunto engloban tres disciplinas diferentes, pero intimamente interconectadas:
la gendmica, la protedmica y la metabolémica, Estas prometen revolucionar nuegstra compresion del fendmeno
vivo para entenderlo coma un esistema compleyoe, v con ello comisnza una nueva eta pata la nologia misma,
en donde el ser humano podria dejar de ser un espectador y esclavo de su organicidad, para tomar control de
los compoenentes que nos constituyen y sacar el mayor provecho y bienestar posible de su manipulacién.

Junto a esto, también surgen una serie de problemas de cardcter ético que inevitabletnente tendremos que
enfrentar en el futuro, tal es el caso de la privacidad de la informacion proveniente de nuestro genoma. Sin
embargo, los beneficios que obtendremos sin lugar a dudas son muche mayores. El ejemplo reciente mas claro
son las investigaciones realizadas en torno al virus SARS-CoV-2, agente causal de la pandemia de COVID-19.
En buena parte, la tecnologia computacional que tememos al alcance Tlevd a que en tiempo récord se
identificara el agente causal ¥ a desarrollar las primeras pruebas para su deteccion, ademas de que toda la
investigacion a nivel mundial que se hace para encontrar una vacuna eficaz para este agente viral, depende de
que tengamos la capacidad de analizar muchos datos a la vez.

Las computadoras permiten abordar estas cuestiones con una seguridad inmensa y no podemos subestimar el
papel central que tienen en el dia a dia de la ciencia moderna. Llegara una época en que la humanidad vera el
surgimiento de la era digital como nosotros vemos a los forjadores de la Edad del Bronce, con una tecnologia
tan absurdamente ubicua y tan integrada en su vida (a un nivel que hoy no podemos m siquiera Imaginary que
les costara creer que hubo, alguna vez, mentes pioneras que imaginaron lo que el caleular miles de millones de
operaciones por segundo implicaria para las generaciones venideras.

Para Saber Mis:

Arnold M. y Osorio F. (19%8). «Introduccién a los principios basicos de teoria general de sistemas». Cinta de
Moebio, 1998(3):40-49.

https://www.redalyc.orgfarticulo.oa?id=10100306

Romanelli L. {2006}. «Teoria del caos en los sistemas biologicos». Revistu Argentina de Cardiofogia,
74{6):478-482_ https:/fwww.redalyc.org/pdf/3053/305326824012. pdf

Duarte M. (2007). «Coagulacion: sistema bioldgico complejon. Revista Colombiana de Filosofia de fa
Ciencia, 8(16-17):83-96. https:/www.redalyc.org/pdfi414/41401707.pdf

hrtps:/fwww. sabermas.umich.mxfarchivedtecnologia30 1 -numero-56/976. .

2702023, 0115 p. m,

274



La tecnologia computacional v la bislogia de sistemas

Gde &

M. en C, Arturo Ramirez-Ordorica. Estudiante del Laboratorio de Bioquimica
Ecologica en el Programa de Doctorado en Ciencias en Biologia Experimental del
Instituto de Investigaciones Quimico Bielogicas de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo.

arturoramovd@gmail.com

D. en C. Lourdes Macias-Rodriguez. Profesor - Investigador responsable del
Laboratorio de Bioquimica Ecologica en el Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Imacias@umich.mx

https:/fwww. sabermas. umich.mx/archivedternologiar30 ] -numero-56/576. .

2023 0115 pom,

275



