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Resumen:

Una de las alternativas para lograr una agricultura sustentable es sustituir el uso de agroguimicos por
inoculantes bioldgicos como microorganismos promotores del crecimiento vegetal y/o moléculas
producidas por ellos. El objetivo de este trabajo fue identificar compuestos organicos volatiles
emitidos por microorganismos capaces de afectar el desarrollo de la planta modelo Arabidopsis
thaliana. Se encontr6 que los compuestos organicos volatiles provenientes de Pseudomonas sp. 69,
Rhodococcus sp. Z1 y Clavispora lusitaniae MJ12, promovieron significativamente el crecimiento
radicular en plantulas de Arabidopsis thaliana. Los analisis por medio de cromatografia de gases
acoplada a un espectrometro de masas, indicaron que Pseudomonas sp. 69 produce de manera
sobresaliente compuestos como el alcohol feniletilico, 1-penten-4-yn-3-ol, 3-nonyn-2-ol y el
bencenometanol, a-metil-, (S) -; la cepa Rhodococcus sp. Z1 produce alcohol feniletilico, benceno,
(1-pentilhexil) -, alcohol bencilico y fenol; mientras que en la cepa de Clavispora lusitaniae MJ12 se
identificé el &cido acético, 2-feniletil éster, acido propanoico, 2,2-dimetil, 2-feniletil éster y el alcohol
feniletilico en proporciones superiores a todos los demas volatiles. Estos compuestos volatiles son
prometedores candidatos para ser usados en la promocion del crecimiento vegetal.

Palabras clave: Promocion del crecimiento vegetal, Pseudomonas, Rhodococcus, Clavispora,
Interaccién planta-microorganismo, Arabidopsis thaliana.

Abstract:

One of the alternatives to achieve sustainable agriculture is to replace the use of agrochemicals by
biological inoculants such as plant growth promoting microorganisms (PGPM) and/or molecules
produced by them. The objective of this study was to identify volatile organic compounds emitted by
microorganisms capable of affecting the development of the model plant Arabidopsis thaliana.
Volatile organic compounds from Pseudomonas sp. 69, Rhodococcus sp. Z1 and Clavispora
lusitaniae MJ12 significantly promoted root growth in Arabidopsis thaliana seedlings. The analyses
by means of gas chromatography coupled to a mass spectrometer indicated that Pseudomonas sp. 69
produces outstandingly compounds such as phenylethyl alcohol, 1-penten-4-yn-3-ol, 3-nonyn-2-ol
and benzenemethanol, a-methyl-, (S) -; Rhodococcus sp. Z1 produces phenylethyl alcohol , benzene,
(1-pentylhexyl) -, benzyl alcohol and phenol; while in the Clavispora lusitaniae strain MJ12 acetic
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acid, 2-phenylethyl ester, propanoic acid, 2,2-dimethyl-, 2-phenylethyl ester and phenylethyl alcohol
were detected in higher proportions than all other volatiles. These volatile compounds are promising
candidates to be used in the promotion of plant growth.

Keywords: Promotion of plant growth, Pseudomonas, Rhodococcus, Clavispora, Plant-
microorganism interaction, Arabidopsis thaliana.

1. Introduccidén

En el marco de una agricultura sostenible, la busqueda de nuevos microorganismos con
diversas propiedades de promocién del crecimiento vegetal y la sustitucion parcial en el
empleo de pesticidas y fertilizantes quimicos, ha llevado a la apertura de nuevas lineas de
investigacién, donde las disciplinas de proteccion vegetal y produccion agraria se ven
involucradas con microorganismos de importancia agricola (Rodriguez, 2010). Tal es el caso
de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, que en 1978 fueron definidas por
Kloepper como PGPR (por sus siglas en inglés, que significan Plant Growth Promoting
Rhizobacteria, o rhizobacteria promotora del crecimiento vegetal), las cuales mostraron ser
organismos altamente eficientes para aumentar el crecimiento de las plantas e incrementar su
tolerancia a otros microorganismos causantes de enfermedades (Hernandez y Escalona,
2003).

La estimulacion del crecimiento y desarrollo radicular en plantas por parte de las
rizobacterias podria estar sujeta a mecanismos estrictos de reconocimiento del hospedero y
procesos de sefializacion molecular entre la bacteria y la planta hospedera (Kamilova et al.,
2006). Las bacterias de tipo PGPR se han clasificado de acuerdo al efecto benéfico que
ejercen sobre la planta (Fibach-Paldi et al., 2012) pudiendo ser de forma directa o indirecta,
con mecanismos por los cuales las PGPR afectan el crecimiento vegetal. Como ejemplos de
un mecanismo directo esta la secrecion de fitohormonas por parte de las bacterias como lo
son, las auxinas y las citocininas, determinantes de la forma y desarrollo de raices y follaje
en las plantas. También se encuentra presente la emision de compuestos organicos volatiles
que estimulan el crecimiento y desarrollo radicular en plantas de estudio, en el caso de la A.
thaliana (Persello-Cartieaux et al., 2001, Arkhipova et al., 2005). Ejemplos de mecanismos
indirectos son la produccién de antibidticos y cianuro, los cuales promueven el crecimiento
vegetal al inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos para la planta (Bowen y
Rovira, 1999). El tener una clasificacion de las PGPR en funcion de su mecanismo para
promover el crecimiento y desarrollo de plantas, no es suficiente para relacionar el efecto
benéfico en las plantas al darse una combinacion de mecanismos que permiten estimular el
crecimiento y el mantenimiento de la salud, al comprobarse que la interaccion planta-
microorganismo no da los resultados deseados con una sola interaccion o mecanismo
(Babaloba, 2010).
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Las caracteristicas metaboélicas versatiles de las rizobacterias poseen un potencial
biotecnologico para la formulacion de inoculantes; entre los que se destacan los
biofertilizantes como bacterias fijadoras de nitrogeno (Saravanan et al.,, 2008),
fitoestimulantes (bacterias productoras de hormonas), agentes de biocontrol (bacterias que
eliminan patgenos) (Marin-Cevada 2012; Ortiz-Castro et al., 2009), entre otras. Con
resultados como los anteriores se han formulado y comercializado inoculantes del tipo de los
biofertilizantes con A. brasilense ¢ A. lipoferum; estos inoculantes se han aplicado en tierras
de cultivos en toda Latinoamérica (Caballero-Mellado 2006; Fuentes-Ramirez & Caballero-
Mellado 2005, Atieno et al., 2012; Fasciglioni et al., 2012). Resultando atractivo el empleo
a gran escala de los biofertilizantes en la practica agricola debido al incremento en la
produccion de cultivos; siendo una excelente opcion para cubrir la gran demanda actual de
alimentos, asi como en la reduccion del uso de fertilizantes quimicos y agroquimicos,
impactando de forma directa en la reduccién de la contaminacion de los suelos agricolas y
mantos acuiferos (Rumjanek et al., 1993; Guzman et al., 2012).

En una publicacion de 2003, Ryu y colaboradores, presentaron evidencia de un mecanismo
entonces novedoso de estimulacion del crecimiento vegetal en A. thaliana por parte de
bacterias como B.subtilis GB03 y B.amyloliquefaciens IN937a. EIl experimento consistié en
colocar una de las bacterias en un compartimento de una caja de Petri dividida, mientras que
en el otro compartimento se colocaron semillas de A. thaliana. Lo que se observé después
de 10 dias de incubacién fue que la presencia de las bacterias estimulaba un mayor desarrollo
y acumulacion de biomasa en las plantas de A. thaliana, sin existir una interaccién fisica
entre planta y bacteria. Los autores sugirieron que dichos efectos, se debian a la emision de
VOCs (por sus siglas en inglés, que significan Volatile Organic Compounds, o COVs,
Compuestos Organicos Volatiles), por parte de las bacterias. En otras investigaciones
publicadas en 2010, Gutiérrez-Luna y colaboradores analizaron doce cepas aisladas de la
rizosfera de plantas de limén (Citrus aurantifolia) y el efecto de compuestos volatiles en el
desarrollo de las raices de A. thaliana. Se observé que algunas cepas bacterianas promovian
el desarrollo de raices laterales y crecimiento de pelos radiculares, asi como una mayor
longitud de la raiz primaria de las plantas. Tres de los aislados bacterianos fueron
identificados como Bacillus cereus L254, Bacillus simplex L266 y Bacillus sp L272a. Aun
cuando no se reportaron los COVs responsables del mecanismo de promocién del desarrollo
radicular en A. thaliana, se propuso que algunos aldehidos, cetonas y alcoholes, detectados
por cromatografia de gases podrian tener algun efecto bioldgico.

El estudio de los compuestos organicos volatiles de origen microbiano adn se considera un
campo poco explorado, se requiere aun evaluar los efectos especificos que producen los
compuestos volatiles en la planta, si estos actian de manera tejido-especifica o si existe un
efecto general en el desarrollo. Se desconocen las condiciones de crecimiento de las bacterias
que pueden inducir la produccién de los compuestos, si el efecto es de un solo compuesto o
si existen actividades sinérgicas entre varios de ellos para presentar una mejor actividad
estimuladora. La planta A. thaliana ha sido ampliamente usada como modelo de estudio en
la interaccion planta-microorganismo; sin embargo, se requiere analizar otros modelos que
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permitan conocer si estos descubrimientos pueden ser mas generales en el reino vegetal, ya
que existe la posibilidad de que los mecanismos puedan ser diferentes, en particular, cuando
se emplean plantas de interés agronémico (Rojas-Solis, et al., 2010).

También es importante mencionar, que el aprovechamiento de técnicas que nos permitan
comprender con una mayor profundidad las relaciones entre Planta—Microorganismo, pueden
derivar a la elaboracion de productos orgénicos con diversas propiedades de promocién del
crecimiento vegetal, sustituyendo el empleo de pesticidas y fertilizantes quimicos en la
agricultura.

2. Desarrollo

El objetivo de este trabajo fue identificar aquellos compuestos organicos volatiles,
responsables del mecanismo de promocion del desarrollo radicular en A. thaliana,
pertenecientes a microorganismos rizosféricos de importancia agricola.

2.1. Microorganismos usados

Se utilizaron 11 cepas distintas (ocupadas en diferentes experimentos en el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y el Laboratorio de Interacciones Microbianas), tales como: SCV
21 (aislado de rizosfera de maiz, no identificado), Pseudomonas sp. 69 (aislado de un campo
de maiz, cercano a la rizosfera), AN19 (aislado de rizdsfera de maiz, no identificado),
Rhodococcus sp. Z1 (aislado de sedimentos de la laguna zacatecana), Clavispora lusitaniae
MJ12 (aislado de riz6sfera de agave), Burkholderia cenocepacia (aislado de rizésfera de
maiz), Enterobacter (aislado de un campo de maiz, cercano a la rizésfera), Serratia (aislado
de rizdsfera de maiz), Arthrobacter (aislado de rizosfera de una planta de quelite), 27 (aislado
de rizosfera de maiz, no identificado) y 52 (aislado de un campo de maiz, cercano a la
rizésfera, no identificado).

2.2. Material vegetal

Semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 se desinfectaron previamente en agitacion con etanol
96% (5 minutos, 500 pl) seguido de otra agitacion con hipoclorito de sodio 20% (7 minutos,
700 pl), para posteriormente realizar 6 lavados con agua destilada estéril. Posteriormente se
mantuvieron en un periodo de vernalizacion por 48 horas a 4 °C en ausencia de luz. Después
de este periodo, las semillas fueron germinadas en placas de Petri, con medio 0.2 x MS
(Murashige and skoog, mezcla de sales basales), con sacarosa como fuente de carbono, agar
fitagel para solidificar, ajustada a un pH de 5.8. Las plantulas se colocaron entonces en un
cuarto de crecimiento (con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad, con una intensidad de luz
de 100 umil*m?/s y una temperatura de 24 °C, para su posterior uso). Las plantulas
germinadas se transfirieron después de 4 dias a placas para los usos experimentales descritos
mas adelante.

2.3. Interaccion planta-microorganismo via compuestos organicos volatiles
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Mediante el uso de cajas de Petri divididas, cada uno de los microorganismos fueron
inoculados en uno de los compartimentos y en el otro se trasplantaron plantulas de A. thaliana
Col-0 con 4 dias de crecimiento. Se realizd una estria del microorganismo en el
compartimento con agar soya tripticaseina (AST) y las plantulas de A. thaliana fueron
transferidas al compartimento con el medio 0.2 x MS.

2.4. Mediciones del Crecimiento Radicular en las Plantas de A. thaliana

Ocho dias después de la inoculacion, se realizd la medicion de diferentes parametros como
la longitud de la raiz primaria (LRP) , el nimero de raices laterales (NRL), la longitud de
raices laterales (LRL) y la densidad de raices laterales (DRL). Tanto LRP y LRL se midieron
con ayuda de una regla y la DRL se calcul6 mediante la relacion NRL/LRP.

2.5. Recoleccion y andlisis de compuestos volatiles

Para efectuar el andlisis cromatografico de los COVs de cada microorganismo, se realizo el
crecimiento de cada cepa de manera independiente en cajas de Petri con agar de soya
tripticaseina (AST), a las cuales previamente se les realiz6 una perforacion de 1 mm de
diametro en la cara lateral. Posteriormente fueron selladas con plastico PEBD (Polietileno de
baja densidad) incubandose por 48 h. Después de este tiempo, se utilizé la técnica conocida
como microextraccion en fase solida (SPME por sus siglas en inglés), ocupando una fibra de
Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane (DVB/CAR/PDMS), o también nombrada
como fibra gris. Esta fue colocada en la perforacion, dejandose expuesta por un periodo de
20 horas. Después de este tiempo, la fibra fue desorbida por un periodo de 30 s en puerto de
inyeccion del cromatografo de gases a 230 °C acoplado al espectrémetro de masas. Se utilizd
un cromatégrafo de gases HP 5890 Series Il (Agilent), con una columna cromatografica HP-
FFAP — Agilent, con las siguientes caracteristicas (25 m de longitud, 0.52 um de espesor de
pelicula). Se utilizé helio ultra puro (1 ml min"t como gas acarreador). Se utilizo el siguiente
programa: Temperatura inicial 40 °C por un tiempo de 2:00 min, rampa inicial de 5 °C/min
hasta una temperatura de 100 °C por 1 min, posteriormente una segunda rampa de 10 °C/min
hasta una temperatura de 200 °C por 1 min, y finalmente una rampa de 15 °C/min hasta una
temperatura final de 250 °C por un tiempo de 10 min. El tiempo de corrida fue de 40 min.
Los compuestos fueron identificados por comparacion de sus espectros de masa con la base
de datos (NIST/EPA/NIH, “Chem Station’Agilent Technologies Rev. 2008).

2.6. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante una comparacion de medias de Tukey, utilizando el
software JMP 4.0 (SAS Institute, Cary, NC). Posteriormente se realizaron mapas de calor
(Heatmaps) por sus siglas en ingles, con apoyo del entorno de desarrollo integrado (IDE)
para R (lenguaje de programacion), RStudio v1.0.44, donde se observo a partir de una escala
de colores las bacterias que promovian el desarrollo radicular y aquellas que lo inhibian. Se
tomaron en cuenta solo aquellas bacterias que no presentaron coincidencias con el control en
la mayoria de las variables evaluadas, para realizar la extraccion de volatiles.
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3. Resultados

3.1. Promocion del crecimiento radicular en plantas de A. thaliana, mediante
compuestos organicos volatiles bacterianos

Al realizar una comparacion de medias de Tukey con las cuatro variables evaluadas, las cepas
Pseudomonas sp. 69, Rhodococcus sp. Z1 y Clavispora lusitaniae MJ12, promovieron
significativamente el crecimiento radicular en plantulas de A. thaliana (Figura 1), en
comparacion con el control sin inocular.
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Figura 1. Promocién del crecimiento radicular en plantas de A. thaliana por parte de los COVs producidos
por las once cepas inoculadas. En el mapa de calor se muestra la cuantificacion en la promocion del
crecimiento radicular. NRL (NUmero de Raices Laterales), DRL (Densidad de Raices Laterales), LRL
(Longitud de Raices Laterales) y LPR (Longitud de Raiz Primaria); y en plantas de A. thaliana expuestas a
compuestos organicos volatiles microbianos. Mediante una escala de colores se observa la promocién o
inhibicion al crecimiento radicular. En la escala se determina dicho efecto, en 1 se inhibe (color café) y en 2
se promueve (color verde). En las imagenes se puede observar el crecimiento radicular en las plantas de A.
thaliana al estar en exposicion con los volatiles de a) Rhodococcus sp. Z1; b) Clavispora lusitaniae MJ12, c)
Pseudomonas sp. 69, cepas con mayor promocion del desarrollo radicular, en comparacién con d) Control
sin inocular. Fuente: Elaboracion Propia.

Cabe destacar que tanto Pseudomonas sp. 69, Rhodococcus sp. Z1 y Clavispora lusitaniae
MJ12, inhiben el crecimiento y desarrollo radicular de A. thaliana cuando estan en contacto
directo con la planta, mientras que, en la presente investigacion se demostré una mayor
promocion del desarrollo radicular en plantas de A. thaliana en interaccion via compuestos
organicos volatiles.
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3.2. Identificacion de Compuestos Orgénicos Volatiles Microbianos en las cepas;
Pseudomonas sp. 69, Rhodococcus sp. Z1 y Clavispora Lusitaniae MJ12.

El analisis por cromatografia de gases de los volatiles mostro diferencias consistentes en la
composicion de mezclas volatiles liberadas por las tres cepas microbianas. Para la cepa
Pseudomonas sp. 69 produce de manera sobresaliente compuestos como el alcohol
feniletilico, 1-penten-4-yn-3-ol, 3-nonyn-2-ol y bencenometanol, a-metil-, (S) -, la cepa
Rhodococcus sp. Z1 produce alcohol feniletilico, benceno, (1-pentilhexil) -, alcohol bencilico
y fenol, mientras que en la cepa de Clavispora lusitaniae MJ12 se identificé el &cido acético,
2-feniletil éster, &cido propanoico, 2,2-dimetil-, 2-feniletil éster y el alcohol feniletilico en
proporciones superiores a todos los demas volatiles, tal y como se muestra en la Figura 2.

Acido acético, 2-feniletil éster

Acido propanoico, 2,2-dimetil-, 2-feniletil éster

1 | 1-Penten-d-yn-3-ol, 1-fenil-

3-Nomyn-2-ol

Benzenemethanol, a-methyl-, [5) -

Acido benzoico

1-butanol, 3-metil-

Benceno, |1-pentilhexil) -

- Alcohol de bencilo

Escala
Fenol

Rhodococcus Z1  Pseudomonas 69  Clovispora MI12 _-

4 0
Figura 2. Identificacion de COVs por cromatografia de gases, de las tres cepas bacterianas con mayor
promocion del crecimiento radicular en plantas de A. thaliana. En el mapa de calor, se observa a partir de
una escala de colores la presencia de distintos COVs en cada cepa, asi como su abundancia relativa de
acuerdo a los cromatogramas analizados. De las tres cepas con un total de 11 compuestos identificados, el
alcohol feniletilico se encontrd en concentraciones superiores a los otros compuestos en la cepa de Clavispora
Lusitaniae MJ12.

Fuente: Elaboracion Propia.

En la base de datos del mVVOC (http://bioinformatics.charite.de/mvoc/), se encontro que el
volatil 1-Butanol, 3-methyl-, es emitido por otras bacterias, entre las que se encuentran; a)
Legionella Pneumophila, sirve como biomarcador potencial para distinguir entre virus y
bacterias (Qader et al., 2015), b) Actinomycetes Spp, siendo un atrayente de la mosca de la

fruta del Caribe Anastrepha suspensa (Schulz y Dickschat, 2007), ¢) Pseudomonas Putida
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BP25R, promoviendo el crecimiento de la raiz en plantas y protegiendo contra los patdgenos
del suelo, (Sheoran et al., 2015). Sin embargo también ha sido identificado en hongos, como
a) Aureobasidium Pullulans FN868849, siendo un atrayente de avispas, aislado de manzanas
con plagas de lepiddpteros (Davis et al., 2012), b) Saccharomyces Cerevisiae CR1, funciona
como controlador de la enfermedad de la mancha negra de los citricos (Toffano et al. 2017),
c) Xylaria Sp., volatil fitotoxico sobre la germinacion de semillas, elongacion de la raiz y la
respiracion de plantulas de Am. Hypochondriacus y S. lycopersicum (Sanchez-Ortiz et al.,
2016).

Por otra parte en la misma pagina se encontro que el volatil alcohol bencilico es emitido por
la bacteria Propionibacterium Acidifaciens DSM 21887, funcionando como un biomarcador
en pruebas de aliento para la deteccion de caries (Hertel et al., 2015).

También se encontr6 que el volatil acido benzoico, es un aditivo comin para alimentos,
bebidas y otros productos, ya que mata o inhibe tanto bacterias como hongos y puede actuar
como conservantes (Crampton, 2017).

El alcohol feniletilico encontrado en la cepa de Clavispora Lusitaniae MJ12, en mayores
proporciones, se reporta como un compuesto utilizado en el medio selectivo de agar alcohol
feniletilico (agar PEA) que solo permite el crecimiento de los enterococos e inhibe el
crecimiento de bacilos gramnegativos aerobios y anaerobios facultativos permitiendo el
crecimiento de cocos grampositivos. En una publicacion reciente, se mencion6 que este
mismo compuesto emitido por Hypoxylon anthochroum Blaci (endo6fito de Bursera
lancifolia) es responsable de la inhibicion de la germinacién, alargamiento de la raiz y
respiracion de plantulas en concentraciones de 12.5-500 ug mL (Ulloa-Benitez et al. 2016).

El resto de los mVVOCs mencionados en esta investigacion no fueron encontrados en la
pagina, ni en otras referencias, por lo que se espera, aun no hayan sido reportados en otras
investigaciones, en las que se mencione algun afecto bioldgico.

4. Conclusiones y Perspectivas

En conclusion, en el presente trabajo se identifico a los distintos compuestos volatiles
emitidos por tres cepas, en su capacidad de promocion de crecimiento en plantas de A.
thaliana. Teniendo con mayor presencia el compuesto volatil alcohol feniletilico en la cepa
de Clavispora lusitaniae MJ12. Aun falta determinar si este compuesto es directamente
responsable de la promocidn del desarrollo radicular en las plantas de A. thaliana, ya que
cabe la posibilidad de tener una reaccion positiva a la promocién del desarrollo y crecimiento
en una asociacion con otros compuestos organicos volatiles del mismo microorganismo.

En este mismo sentido, aun falta por definir los detalles para tener un panorama mas completo
sobre los mecanismos que promueven el crecimiento y la proteccion vegetal. Asi también
queda la busqueda y estudio de nuevas especies, asi como de consorcios bacterianos de
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diferentes especies que exhiban mejores capacidades para promover el desarrollo y
crecimiento radicular en plantas de experimentacion.

En el presente trabajo, ain se requiere la identificacion de algunas de las cepas utilizadas.
Ademaés de evaluar el efecto de los volatiles en forma pura en su interaccion con esta misma
planta para conocer las posibles aplicaciones de los VOCs identificados, en el ambito
agricola.
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