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RESUMEN.

Hay muchos reportes de investigaciones que han comprobado que existe una relacion
de sinergismo entre plantas y microorganismos. Estos organismos asociados al rizoplano
son comunmente identificados como (PGPR), del inglés Plant Growth-Promoting
Rhizobacteria y se encuentran presentes en la rizosfera; en las areas internas de la raiz
y el cuerpo de la planta. Para evaluar los patrones de colonizacion por PGPR en las
raices, se han realizado diferentes estudios que han involucrado transformaciones
genéticas con gen GFP (Green Fluorescent Protein) o sondas mediante la técnica de
FISH y CARD-FISH (Fluorescent In situ Hybridization), la desventaja de estas técnicas
en algunos casos es la baja intensidad de fluorescencia, asi como la inversion de tiempo
en la transformacion. Otra técnica para evaluar colonizacion bacteriana se basa en el
analisis en tiempo real (QPCR), sin embargo, ésta no es capaz de determinar los patrones
espaciales de colonizacion, solo la presencia y/o abundancia. El presente estudio se
enfoc6 en evaluar una molécula fluorescente que permitiera la deteccion de bacterias
mediante fluorescencia por tincion, el cual, es un método novedoso que representa una
estrategia factible y de diagndstico rapido, lo que constituye a su vez una herramienta
valiosa para la deteccion precisa de patrones de colonizacion en la rizosfera. A este
respecto, se sintetizé una serie de sales de sodio de pirenos partiendo de la molécula 8-
hidroxipirenol1-3-6-trisulfonato de sodio, portadores de cadenas alifaticas con
terminaciones alquilicas, con acido carboxilico, acido malico, etinileno como marcadores
fluorescentes para estudiar e identificar los patrones de colonizacién de la bacteria
Bacillus subtilis LPM1 en raices de plantas de 3 variedades de tomate (Floradade, Micro-
Tom y Silvestre), tanto a nivel in planta en una variedad (Micro-Tom), como a nivel in vitro
mediante técnicas espectroscopicas y microscopicas de fluorescencia como UV-Vis,
fluorescencia y microscopia de barrido laser confocal. Adicionalmente se logré6 comprobar
la promocién de crecimiento por parte de la cepa Bacillus subtilis LPM1 en los parametros

biométricos evaluados en las variedades Micro-Tom y Silvestre.
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.  INTRODUCCION

En el transcurso de los afios investigaciones han comprobado que existe una
relacion de sinergismo entre plantas y microorganismos en la rizésfera, donde, dicha
zona favorece el desarrollo y crecimiento de las plantas, por accion de microorganismos
que cumplen funciones basicas para ambos, donde interviene el intercambio de
nutrientes que en algunos casos mejora la asimilacion de éstos por la planta (Venturi y
Keel, 2016; Brencic y Winans, 2005). Estos organismos asociados a la rizésfera son
conocidos como microorganismos benéficos no infectivos, entre los mas destacados y
estudiados se encuentran las rizobacterias, mismas que han demostrado dentro de sus
principales funciones la promocién de crecimiento en los cultivos (Liu et al., 2014; Prashar
et al., 2014; Hernandez-Suérez et al., 2010).

Comunmente identificadas como PGPR, estas bacterias se encuentran asociadas a la
rizosfera, areas internas del tejido radicular y el cuerpo de la planta, se manifiestan en
estas zonas debido a que la raiz presenta la caracteristica principal de generar exudados
con altos niveles de nutrientes, entre los mas producidos comunmente se pueden hallar
los aminoacidos, acidos organicos, azucares, compuestos aromaticos, metabolitos
secundarios de bajo y alto peso molecular, entre los cuales se han identificado
polisacaridos y proteinas (Van y Bouwmeester, 2016; Bowen y Rovira, 1999).

Los metabolitos secundarios producidos por las plantas, son recursos unicos, los cuales
en la actualidad presentan actividades prometedoras a nivel industrial, ya que en algunos
casos fungen como productos farmacéuticos, aditivos alimentarios, saborizantes, entre
otros; la extraccion directa de las plantas o la sintesis quimica de éstos ha surgido como
una alternativa prometedora, ya que enfocada en el ambito agricola los metabolitos
secundarios tienen como principal funcion la proteccion de las plantas ante ataques de
insectos, herbivoros, patdégenos, asi como para su sobrevivencia al estar sometidas bajo

estrés bidtico o abidtico (Zhao et al., 2005).

Dichos metabolitos secundarios son biosintetizados a partir del reconocimiento de
sefales extracelulares e intracelulares percibidas mediante un receptor en la superficie

de la membrana plasmatica que inducen una red de transduccién que esta encargada en
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regular los genes involucrados en dicho proceso (Zhao et al., 2005).

La cantidad y calidad de la liberacién de exudados por la planta depende de la especie,
de la etapa fenoldgica y de factores externos tales como estrés biético y abiotico (Bais et
al., 2006); debido a los factores externos mencionados, se ha demostrado que en algunas
plantas, tras sufrir ataques por parte de patdgenos ocurre una estimulacion en la
liberacion de exudados en la raiz. Se ha reportado que plantas de Arabidopsis thaliana
infectadas por el patégeno foliar Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 incrementa
la sintesis de acido malico en exudados, el cual actia como quimioatrayente de la cepa
PGPR Bacillus subtilis FB17 (Rudrappa et al., 2008). Asimismo, se ha demostrado que
la presencia de acido citrico, fumarico, malico y succinico son necesarios para la
colonizacion de Bacillus amyloliquefaciens T-5 en raices de tomate, los cuales
promueven la quimiotaxis y formacion de biofilm (Tan et al., 2013). Por otro lado, estudios
recientes llevados a cabo con plantas de A. thaliana tratadas con acido salicilico (AS), se
encontrd que la activacion de las respuestas mediadas por AS modula la colonizacion en

raices por familias bacterianas especificas (Lebeis et al., 2015).

Para evaluar los patrones de colonizacion por PGPR en sitios de las raices, se han
realizado diferentes estudios. Uno de ellos involucré la transformacion genética de la
rizobacteria Bacillus amyloliquefaciens FZB42 con el gen GFP del inglés Green
Fluorescent Protein, en el cual se demostro que FZB42 gfp* colonizé una pequefia parte
del rizoplano en A. thaliana (Fan et al., 2011). Sin embargo, los autores argumentaron
que existe una desventaja en la expresién de una sola copia de gfp* en el genoma
bacteriano, debido a la baja intensidad de la fluorescencia ocasionada por las multiples
capas de peptidoglicano en esta cepa Gram-positiva. Otra de las técnicas utilizadas para
evaluar colonizacién bacteriana se basa en el analisis en tiempo real (QPCR), el cual
permite cuantificar la presencia bacteriana en la interaccién con la raiz a nivel molecular.
Sin embargo, ésta no es capaz de determinar los patrones espaciales de colonizacion en
el rizoplano (Fan et al., 2011), por lo cual, recientemente, en otras areas de estudio se
han desarrollado moléculas que emiten fluorescencia, las cuales representan una
herramienta para evaluar los patrones de colonizacion de PGPR, estos marcadores

fluorescentes permiten el reconocimiento molecular con la pared celular de la bacteria
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(Chen et al., 2012).

Debido a lo anterior mencionado, el presente estudio se enfocd en evaluar nuevas
moléculas marcadoras que permitieron la deteccion de bacterias mediante fluorescencia,
lo cual es un método novedoso que representa una estrategia factible y de diagndéstico
rapido, lo que constituye a la vez, una herramienta valiosa para la deteccion precisa de
patrones de colonizacién en la rizésfera. Pensamos que el uso de un marcador molecular
fluorescente permitir4 estudiar la colonizacién de la bacteria Bacillus subtilis LPM1 en
raices de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) a nivel in vitro e in

planta mediante técnicas espectroscopicas y microscopicas fluorescentes.

.1. Antecedentes
[11.1.1.Problematicas actuales agricolas.

La dependencia alimenticia para una poblacional con méas de 7 mil millones de personas
y los prondsticos sobre el aumento en la demanda de 10 mil millones en los proximos 50
afos y hasta un 60% para futuras generaciones ha llevado a buscar y contrarrestar dafos
gue se han generado en la productividad de plantas y suelos con el paso de los afios
(Glick, 2014; De-la-Pena y Loyola-Vargas, 2014; Sarma et al., 2012; Selvakumar et al.,
2012). Existen dafios generados a plantas y suelos ocasionados en algunos casos por
patégenos, los cuales afectan los cultivos de una forma importante, a causa de
enfermedades en plantas se pierde de $ 30 a 50 mil millones, lo que representa el 20%
de la produccién total anual (Chernin y Glick, 2012). Cuando las plantas estan sometidas
a dafios, mejor conocidos como estrés bidtico y abibdtico se presentan diversos
fendbmenos de respuesta en la fisiologia de la planta como es la alteracion en la
germinacion, vigor, crecimiento y productividad, al estar bajo dichas condiciones éstas
presentan senescencia y retraso en el crecimiento como algunos de los problemas mas

comunes (Saravanakumar, 2012).

Para contrarrestar estos dafios en los cultivos, la sociedad ha realizado un uso excesivo
de productos quimicos para la desinfeccion tanto del suelo, como de plantas con la
finalidad de liberarse de plagas y enfermedades, sin embargo, estos compuestos han
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generado un dafo tanto en la salud de los ecosistemas como en la humanidad. Por lo
cual se han desarrollado distintas investigaciones, donde se ha identificado que mas del
80% de la actividad biolégica que se realiza en el suelo es debido a los microorganismos
que se encuentran presentes, éstos se encargan de transforman al menos un tercio de
los elementos que se encuentran presentes en la tabla periddica incluyendo los 16
elementos esenciales beneficiando en la mejora del desarrollo y crecimiento en plantas
(Shilev et al., 2012).

La utilizacion de productos de base biotecnologica para estas probleméaticas se ha
enfocado en la aplicacién de fertilizantes biol6gicos, en especifico bacterianos, con la
finalidad de sustituir o reducir el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas (Tan et al.,
2013). Por lo cual se han desarrollado 20 productos que actualmente ya estan en el
mercado buscando fungir como biocontroladores a partir de cepas bacterianas del
género: Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces y Agrobacterium, los cuales a pesar de
estar disponibles para su comercializacién se busca mejorar su eficacia, asi como la
identificacion de nuevas cepas potentes para dicha utilizacion (Egamberdieva, 2012;
Miransari, 2012).

[11.1.2.La hidroponia como un sistema para la produccién agricola.

La hidroponia es una técnica aplicada desde décadas atras en el ambito de la
investigacion para el estudio fisiolégico de las plantas, de igual forma es utilizada como
una estrategia prometedora para la produccién comercial de cultivos de gran importancia.
Dicha técnica permite el crecimiento y desarrollo de plantas a partir del aporte de
nutrientes mediante soluciones en conjunto con un medio de soporte inerte (Mommer et
al., 2016). Entre las ventajas mas notorias que presenta esta técnica se encuentra la
produccion de plantula en menor tiempo, buena calidad, precision en aporte de

nutrientes, control de enfermedades, entre otras (Nhut, Nguyen, y Thuy, 2006).

La aplicacion de esta técnica ha sido muy prometedora, ya que diversos estudios han
demostrado que al utilizarla a nivel invernadero por unidad de superficie, mejora la

produccion hasta un 100% mas, que la produccién obtenida de 20 a 30 t hat en campo
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abierto (Vazquez, 2012).

[11.1.3.Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom.

El tomate Solanum lycopersicum cv Micro-Tom es considerada una variedad de tomate
autocompatible o autofértil, es decir, que tiene la capacidad de reproducirse sexualmente
consigo mismo; es considerada como la variedad mas pequefa de la familia de los
tomates, mide de 6 a 8 pulgadas (15.24 y 20.32 cm) de altura. Produce frutos del tamafio
de una cereza, los cuales maduran aproximadamente entre los 75y 85 dias. Las 3 etapas
vegetativas mas caracterizadas de la planta se encuentran a los 25 dias con la etapa
vegetativa, 50 dias etapa de floracion y 75 dias etapa de fructificacion (Paudel et al.,
2014).

El cultivo de tomate Solanum lycopersicum esté clasificado como plantas C3, ya que se
identifican como plantas que durante el dia mantienen los estomas abiertos, y por la
noche permanecen cerrados; asi como el COz es incorporado primero al carbono 3 para
iniciar su proceso. Entre otra de sus caracteristicas de importancia se sabe que los
compuestos organicos exudados por dicha planta tienen la capacidad de ser recolectados
hasta en un 70% de ellos para su andlisis, ya sea cuantitativo o cualitativo, mientras que
las C4 solo se puede obtener un 10% para dicho estudio. Sin embargo, la recoleccion de
los exudados radiculares presentan diversas ventajas y desventajas dependiendo de su
uso, lo importante es imitar las condiciones de la rizosfera para inducir su biosintesis y
poder obtener buenos resultados (Vranova et al., 2013). Por tal motivo, el cultivar Micro-
Tom ha sido buen modelo de estudio en la interaccion planta-insecto y planta-patégeno,
ya que cuenta con mutantes y transgénicas afectadas en diferentes rutas de sefalizacion,

ademas, por su tamafo pequefio representa una ventaja en trabajos con sistemas in vitro.

l11.1.4.Principales factores relacionados a la planta.

[11.1.4.1. Respuestas fisiologicas de la planta.
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El desarrollo y crecimiento de las plantas puede describirse como una estrecha y
coordinada organizacion en la divisién, expansion y diferenciacion celular (Jha y Saraf,
2012); las plantas con el paso del tiempo, y al estar en continuas modificaciones
relacionadas a su crecimiento y desarrollo, han enfocado sus actividades en generar
mecanismos sofisticados de respuesta, que les permite controlar y vigilar la presencia y/o
dafios que se pueden desencadenar al estar en contacto con microorganismos (Zgadzaj
et al., 2015). Estas modificaciones han resultado costosas para la plantas, por lo tanto,
han cambiado su mecanismo de asignacion de recursos a la defensa y al crecimiento, ya
gue estudios sobre este tema, han determinado que las poblaciones de microorganismos
presentes en la rizésfera estan ampliamente relacionados en este proceso (Carvalhais et
al., 2013).

I11.1.4.2. Riz6sfera.

El ambiente que se tiene en los suelos, es un ambiente complejo y altamente heterogéneo
referente a sus caracteristicas quimicas, fisicas y biolégicas, las cuales son variantes

debido a su ubicacion y tiempo (Jha y Saraf, 2012).

La raiz es un 6rgano primordial para la vida de la planta, a medida que la raiz comienza
su desarrollo en los suelos, se forma la rizosfera, debido a que ésta altera la estructura
del suelo proporcionandole aireacion (Micallef et al., 2009); dicho tejido esta encargado
principalmente de las funciones de absorcién de nutrientes y agua mediante acceso
subterraneo, rendimiento, capacidad competitiva e interaccion planta-planta, al igual que

brinda anclaje al suelo (Mommer et al., 2016).

El término de rizésfera fue utilizado y publicado por Hiltner en el afilo de 1904 donde
definia: “la rizésfera incluye las raices de las plantas y el suelo circundante, donde se
producen interacciones importantes e intensas entre la planta, el suelo y la microfauna
(Gaiero et al., 2013; Nihorimbere-Venant et al., 2011).

La rizésfera juega un papel importante en el desarrollo y crecimiento de la planta, el

microbioma en la raiz y el entorno abidtico del suelo conforman un complejo multifacético
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de compuestos que intervienen en dichos procesos (Shilev et al., 2012; Bais et al., 2004).
Esta zona puede contener hasta 101! células microbianas presentes en un solo gramo de

raiz, es decir, mas de 30,000 especies presentes (De-la-Pena y Loyola-Vargas, 2014).

La rizésfera esta conformada por tres distintos compuestos (Nihorimbere-Venant et al.,
2011):

1. La rizésfera per se (suelo): la cual es identificada como la “zona de impacto del
suelo por sustratos que afectan la actividad microbiana”.

2. El rizoplano: esta es la “superficie de la raiz incluidas las particulas de la raiz
fuertemente adheridas”.

3. La raiz misma: “es parte del sistema, en el cual microorganismos enddfitos son

capaces de colonizar los tejidos de la raiz interna”.

La poblacién que se presenta en esta zona, depende de la especie de planta, tipo de
suelo, diferencias entre las etapas de desarrollo de la planta y compuestos exudados de
la raiz, es decir, moléculas excretadas por la misma, los cuales comparados con la
materia organica, juegan un papel importante, ya que son nutrientes facilmente
degradables por los microorganismos; la deposicion de estos compuestos por las raices
es denominado como rizodeposicion, en el cual aproximadamente 200 compuestos

posibles a producirse contienen carbono (Vranova et al., 2013).

[11.1.4.3. Roles de lainteraccién planta-rizosfera.

Existen microorganismos que tienen la capacidad de colonizar tejidos de la planta debido
a la atraccion de compuestos fabricados por la misma a partir del follaje y raiz. En el caso
de la zona radicular, las plantas liberan una gran gama de compuestos de los cuales
dependiendo de la cantidad y composicién influyen en la comunidad de microorganismos
presentes, ya que son un objetivo de atague que genera una microflora, la cual les
permite colonizar, propagarse, sobrevivir y dispersarse (Piccoli, 2013; Carvalhais et al.,
2013). Esta colonizacion puede consistir en dos tipos, ya sea para beneficio del

microorganismo ocasionando dafio a la planta hospedadora, funcionando como patégeno
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o0 como benéfico para ambos, generando simbiosis en este proceso (Venturiy Keel, 2016;
Biedrzycki y Bais, 2013; Brencic y Winans, 2005). Esta actividad se ve relacionada
principalmente con las diferencias fisiolégicas que presentan los microorganismos, asi
como por su capacidad de poder establecer relaciones microorganismo-rizésfera-planta
(Zgadzaj et al., 2015; Carvalhais et al., 2013) a partir de moléculas responsables en dicha

comunicacion (De-la-Pena y Loyola-Vargas, 2014).

111.1.4.4. Exudados radiculares.

Los exudados funcionan como compuestos quimiotacticos o quimioatrayentes para los
microorganismos debido a su densidad, composicion y diversidad, dependiendo del tipo
de exudado generado por la raiz, se tiene un factor para la activacién y presencia del
microbioma en dicha zona (Figura 1) (Maheshwari et al., 2012; Fan, 2011); de igual forma
dichos microorganismos también son capaces de producir metabolitos que pueden
beneficiar o afectar el proceso, desencadenando la funcién o dafio de la interaccion raiz-
suelo (Mommer et al., 2016; Badri et al., 2009). Tales interacciones o interferencias en la
rizosfera de los microorganismos es esencial para la salud, funcion, estabilidad y
sostenibilidad de este ecosistema, incluyendo su propio entorno (De-la-Pena y Loyola-
Vargas, 2014).
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Figura 1. Factores que influyen en el proceso de produccion de exudados radiculares y
su colonizacién por PGPR (adaptado de Nihorimbere-Venat et al., 2011).

11.1.4.4.1. Patrones de colonizacion a partir de exudados

radiculares.

La cantidad y la composicion de los exudados radiculares, como ya se menciond con
anterioridad, influyen en la colonizacién de determinados microorganismos, el estudio de
estos patrones espaciales de colonizacién, estdn enfocados en conocer diversos
procesos que se encuentran involucrados en los comportamientos o estimulos que

presentan determinadas bacterias hacia cultivos en especifico (Carvalhais et al., 2013).

Para el estudio de estos, se aplican técnicas de biologia molecular, las cuales implican
modificaciones en los organismos de interés; en algunos casos se aplican procesos
frecuentes como es la transformacion, la cual, busca incorporar al genoma bacteriano

genes que emitan fluorescencia y con esto producir bacterias capas de replicarse bajo
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esta variacion en su material genético, dentro de los genes mas utilizados en estos
métodos se tiene GFP, YFP, DsRed, por mencionar algunos (Allard-Massicotte et al.,
2016; Chu et al., 2018; Zgadzaj et al., 2015); También se utilizan sondas de hibridacion
in situ fluorescente FISH y CARD-FISH, las cuales permiten detectar cambios
cromosomicos mediante fluorescencia aun cuando los rangos de sefial son muy bajos
para su deteccidon, sin embargo, estas técnicas también implican tratamientos
complicados para la visualizacion de los patrones en las raices(Gamez et al., 2019;
Posada et al., 2018; Zou et al., 2013).

Mediante la aplicacion de estas técnicas, se busca conocer los patrones de colonizacion
y los procesos involucrados, debido a que este fendmeno ocurrido en las zonas
radiculares esta influenciado por factores que involucran comunicacién bacteriana,
atraccion hacia la raiz, asi como el establecimiento y colonizacion de la bacteria para la
utilizacion de los derivados de la planta con la finalidad de ocasionar cambios en el
entorno, buscando una relacion de sinergismo para el caso de las PGPR (Posada et al.,
2018).

[11.1.4.5. Interaccion de microorganismos en larizésfera.

La rizosfera es una zona rica en nutrientes, en esta region cercana a la raiz se encuentran
presentes entre 12 y 40% de los fotosintatos que produce y pierde la planta (Shilev et al.,
2012; Nihorombere-Venant et al., 2011). Debido a la alta demanda de colonizacion de
esta zona por microorganismos, su sefializacién se encuentra clasificada de 4 formas:
entre plantas, entre microorganismos, de planta a microorganismo y de microorganismo

a planta.

De las 4 categorias presentes en la sefalizacion de la rizésfera una de las mas
estudiadas es aquella dada entre microorganismos, principalmente en las rizobacterias
debido a que interfieren en la modulacién de metabolitos primarios y secundarios de las
plantas (Nihorimbere-Venant et al.,, 2011). Los exudados son mezclas complejas de
moléculas organicas e inorganicas, los cuales son dependientes de la especie de la

planta (Bais et al., 2006), se clasifican de la siguiente forma: compuestos de bajo peso
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molecular tales como azlcares, acidos organicos, aminoacidos, compuestos fendlicos o
terpenoides, vitaminas y hormonas, los cuales estan parcialmente regulados por la
permeabilidad de la membrana plasmatica, asi como por los compuestos de alto peso
molecular, en los que se encuentran proteinas y mucilago (Soares et al., 2018; Van Dam
y Bouwmeester, 2016; Vranova et al., 2013; Fan, 2011; Woo et al., 1999).

111.L1.4.5.1. Comunicacién bacteriana.

Uno de los principales mecanismos que utilizan las bacterias para su comunicacion de
manera interespecie e intraespecie es el quérum, mediante el cual a partir de una amplia
gama de moléculas sefial ocurre el proceso (Rudrappa et al., 2008). El quorum sensing
(deteccion de quérum) se encuentra involucrado en la regulacion de diversos procesos
bacterianos como es el caso de formacion de biopeliculas, produccion de compuestos
antimicrobianos con la funcion de biocontrol y virulencia en bacterias patégenas, debido
a la comunicaciéon gquimica mediante sefales ya sea por difusion o por un transporte
activo (Mommer et al., 2016, Jha y Saraf, 2012).

La comunicacion entre las comunidades bacterianas no se encuentra distribuida de una
manera uniforme, estas se encuentran presentes principalmente en las zonas radiculares
como las raices emergentes, puntas radiculares, raices alargadas, sitios de aparicion de
raices laterales y en las raices mas antiguas, pero conforme pasa el tiempo al agotarse
los nutrientes y con la muerte celular de algunas, ocurre un movimiento en los pelos

radiculares mas jévenes (Nihorimbere-Venant et al., 2011).

[1.1.4.6. Respuesta defensiva de la planta.

Una de las principales amenazas que se presentan en los cultivos son estrés abiético y
bidtico, el estrés abidtico se ve influenciado por factores como la escasez de recurso
hidrico, salinidad y alcalinidad en suelos y aguas, asi como temperaturas extremas, entre
otros (Ramirez-Puebla et al., 2013), mientras que el estrés bidtico se ve influenciado por

la presencia de microorganismos patdgenos, parasitos, plagas e insectos (véase en la
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Figura 2), los cuales afectan el rendimiento de los cultivos agricolas a nivel mundial
(Carvalhais et al., 2013, Vrchotova et al., 2013; Jha y Saraf, 2012, Andrés et al., 2012).
Para contrarrestar estos dafios presentes en los cultivos, se han estudiado y utilizado
microorganismos del género bacteriano denominados PGPR (Angulo et al., 2014;
Maheshwari et al., 2012; Mishra et al., 2012). Estos microorganismos asociados a la
rizosfera son conocidos como microorganismos benéficos no infectivos, entre los mas
destacados y estudiados se encuentran numerosos géneros bacterianos, los cuales
mediante diversos estudios moleculares se han identificado y demostrado que una de las
principales funciones que ejercen es promover el crecimiento en las plantas (Liu et al.,
2014, Prashar et al., 2014, Bowen y Rovira, 1999).
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metabolitos que le brindan la capacidad de responder a ataques; las respuestas activadas
se clasifican en lineas de defensa, la cuales se presentan a continuacion (Figura 3)
(Cassells y Rafferty-McArdle, 2012):

Defensa constitutiva (primera linea de defensa): Esta se encuentra asociada a la
presencia de compuestos como la lignina y callosa que son polimeros resistentes que
refuerzan las paredes celulares impidiendo la entrada de microorganismos presentes en
el ambiente como MAMP (Patrones Moleculares Asociados a Microbios), PAMP
(Patrones Moleculares Asociados a Patdégenos) y DAMP (Patrones Moleculares

Asociados a Dafo).

Segunda linea de defensa: Esta conformada por proteinas hidroliticas o inhibitorias que
se encuentran en las células o en espacios intracelulares, donde dichas proteinas tienen
la capacidad de inducir la biosintesis de otras proteinas capaces de activar la defensa,
asi como fitoalexinas y otros metabolitos de proteccion. Una vez ocurridas activan rutas
de sefializacidén de defensa especificas al dafio ocasionado por el patdgeno (Cassells y
Rafferty-McArdle, 2012).

Patégeno

s fisica, celulosa,
T sl he

~ ‘Barre

4

Defensa constitutiva

Respuesta =
hipersensible

Callosa

, Lignificacion
Proteinas relacionadas
v . .
con patogénesis

Induccién de ISR

Figura 3. Primera y segunda linea de defensa de la planta ante el ataque de patégenos.
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[11.1.4.6.2. Respuesta defensiva de la planta ante patégenos y PGPR.
11.1.4.6.2.1. Resistencia inducida.

La resistencia inducida ha sido definida como “estado de capacidad defensiva mejorada”
debido a que es una resistencia provocada a partir de estimulos especificos, lo que
genera que la defensa innata sea potencializada contra el estrés biético futuro, esta
respuesta se encuentra dividida en dos formas, las cuales se diferencian en funcion de

la naturaleza que la activa (Figura 4) (Jha y Saraf, 2012).

11.1.4.6.2.2. Resistencia sistémica inducida (ISR).

La ISR es activada en la planta mediante la inoculacion previa de cepas PGPR que no
presentan patogenicidad, la mayor parte de esta respuesta es mediada por el acido
jasmoénico (JA) y etileno (ET), generados posterior a la agresion de patdgenos e insectos.
La ISR es eficaz y de amplio espectro contra patégenos (Cassells y Rafferty-McArdle,
2012, Jha y Saraf, 2012), se ve potenciada durante las etapas vegetativas en donde
activan un mecanismo defensivo conocido como “priming”, que corresponde a un estado
fisiolégico de defensa promovido por PGPR (Krzyzanowska et al., 2012; Compant et al.,
2005).

11.1.4.6.2.3. Resistencia sistémica adquirida (SAR).

La SAR es activada siempre y cuando ocurra primeramente una infeccion por un
patdgeno avirulento, esta ruta involucrada en defensa, es dependiente del acido salicilico
generado a partir de la agresion del patogeno (Cassells y Rafferty-McArdle, 2012, Jha y
Saraf, 2012). La proliferacion del patégeno se limita por la activacion de la respuesta
hipersensible, la cual involucra la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, muerte
celular, entre otros, ya que el AS se acumula de manera inmediata en el sitio de infeccién
durante el dafio; es la respuesta hipersensible y esta directamente relacionada a la SAR
(Zhao et al., 2005).
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Figura 4. Vias de transduccion de sefiales para ISR y SAR, donde SA, JAy ET son las
moléculas sefiales para la activacion de genes de defensa (adaptado de Jha y Saraf,
2012; Schultz et al., 2013).

111.1.4.6.2.4. Tolerancia sistémica inducida.

Por otro lado, diversas investigaciones han propuesto el término de “tolerancia sistémica
inducida (ITS)” a plantas, debido a los diversos cambios fisicos y quimicos que han
presentado ante la interaccion con PGPR, ya que se ha producido una mayor y mejor
tolerancia ante el estrés abiético (Jha y Saraf, 2012).

[11.1.4.7. Vias de sefalizacion producidas para la promocién de
crecimiento en plantas por PGPR.

M.1.4.7.1. Hormonas
11.L1.4.7.1.1.  Acido abscisico (ABA).

El ABA es una fitohormona similar al etileno, es una hormona vegetal que desencadena
la senescencia, desempefia funciones como la respuesta hipersensible de la planta,

afecta la germinacion de las semillas, el crecimiento de la planta de manera especifica al
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encontrarse bajo algun estrés como hiper o hipo-osmatico, sal, frio y/o sequia. EI ABA
actia como un regulador de la biosintesis de metabolitos secundarios (Zhao et al., 2005).

Figura 5. Estructura quimica de la molécula acido abscisico (ABA), fitohormona
involucrada en procesos de desarrollo y crecimiento en plantas y semillas.

ABA es producido al estar sometidas las raices a un estrés hidrico, su produccion sirve
como aviso en la zona foliar sobre dicha situacion ya que se mueve a través del xilema,
con lo cual surge una modificacion para generar un cierre estomatico previniendo a la
planta de una perdida de agua y preparandola para afrontar cualquier otra situacion (Jha
y Saraf, 2012); de igual forma, bajas concentraciones de esta hormona en las células
guarda y apoplasto estan involucradas en la apertura de estomas por las mafianas, lo

gue favorece la fotosintesis de la planta (Novakova et al., 2005).

La produccién de ABA no solo esta relacionada a estos proceso, ya que su produccién
es un mecanismo para el cuidado de la planta; esta presente en la producciéon de
polifenoles que tienen la capacidad de filtrar la luz UV-B, la cual es dafina para la
epidermis de la planta desencadenando modificaciones que permiten aclimatacion y

tolerancia a condiciones similares (Piccoli, 2013).

.1.4.7.1.2. Giberelinas (GA).

Las GA son hormonas encargadas de regular funciones en la planta, en los cuales se
encuentran mas de 100 moléculas diferentes con distintos grados de actividad biologica,

la estructura de estos compuestos va de 19 a 20 atomos de carbono (Jha y Saraf, 2012).
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Figura 6. Estructura quimica de la molécula de acido giberélico, hormona involucrada en
la regulacién de funciones en la planta.

La produccion de estas hormonas a partir de microorganismos no es un tema muy comun,
debido a que en PGPR solo se han identificado dos bacterias capaces de producir altas
concentraciones de estas hormonas, tal es el caso de Bacillus pumilus y Bacillus
licheniformis (Jha y Saraf, 2012).

1.1.4.7.1.3. Auxinas.

La produccion de auxinas a partir del metabolismo de diversas bacterias incluyendo el
acido-3-acético (IAA) en un rango de 17 a 719 pmol - L* (De-la-Pena y Loyola-Vargas,
2014), el acido indol-3-butirico (IBA) y algunos de sus precursores son compuestos
conocidos y estudiados debido a que han evidenciado que son reguladores positivos en
el crecimiento de las plantas interviniendo en los procesos fisiolégicos de elongacién y
division celular al igual que la diferenciacion tisular, dichos procesos han sido probados
mediante mutantes, de igual, forma son responsables en la estimulaciéon del
enraizamiento (Nihorimbere-Venant et al., 2011). Estas hormonas producidas por la
planta o los microorganismos solo difieren en ruta de sintesis ya que se obtienen a partir

del triptéfano como se observa en la Figura 7 (Jha y Saraf, 2012, Egamberdieva, 2012).

El 80% de las bacterias que se encuentran presentes en el suelo son capaces de
sintetizar dichos compuestos. En el caso de las auxinas liberadas por las PGPR tienen la
funcibn de aumentar el crecimiento, densidad y peso radicular, el namero de

ramificaciones generando mayor area de contacto para la absorcion de nutrientes, asi
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como la produccion de raices adventicias ocasionando que ciertas zonas establecidas
como tallo se re-diferencien como tejido de raiz (Jha y Saraf, 2012; Shilev et al., 2012).
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Figura 7. Biosintesis de hormona auxina a partir de triptofano en plantas y
microorganismos asociados a la rizosfera (adaptado de Jha y Saraf, 2012).

.1.4.7.1.4. Citoquininas.

Las citoquininas son hormonas esenciales en el desarrollo y crecimiento de la planta,
son derivados de purina, las cuales estan encargadas de promover y mantener la division
y diferenciacién celular de los tejidos, de igual forma intervienen en el crecimiento de
raices primarias, formacion de brotes, yemas, callos y cloroplastos, asi como en la

expansion de hojas y promocion en la germinacion de semillas; estas hormonas
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intervienen particularmente en el dominio apical (Jha y Saraf, 2012; Santa et al., 1998).
OH
HN/\)\/
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Figura 8. Estructura quimica de la molécula de citoquinina, hormonas esenciales en el
desarrollo y crecimiento de plantas.

La citoquininas son hormonas que se encuentran involucradas con algunos géneros y
especies de PGPR mediante la promocion directa de crecimiento en la planta, ya que al
estar presentes se altera la produccion de los niveles de dicha hormona por la planta

ocasionando respuestas especificas en el crecimiento (Glick, 2014).

M.1.4.7.1.5. Etileno.

El ET es una hormona encargada de distintos procesos fisioldégicos en la planta como la
germinacion de las semillas, senescencia, alargamiento de raiz y la maduracion de la
fruta; diversos estudios han determinado que el exceso de éste tiene efectos drasticos
en la planta involucrados en el desequilibrio nutricional y hormonal, asi como la reduccién
en el crecimiento y desarrollo, debido a que la biosintesis de este compuesto es obtenida

a partir de tensiones ambientales presenciadas por las plantas (Sarma et al., 2012).

La interaccion entre la via de sefalizacion del JA y ET estan en algunos casos
relacionados con la produccién de metabolitos secundarios, los cuales influyen en
aspectos de desarrollo en la planta, donde intervienen interacciones de planta-

microorganismo benéfico (PGPR), planta-insecto o planta-patégeno (Zhao et al., 2005).
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1.1.4.7.1.5.1. Inhibicién de biosintesis de etileno por la produccién de ACC

desaminasa.

La planta al estar en contacto con una PGPR produce la inhibicion de la biosintesis del
ET mediante la accion de la enzima 1l-aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa
(ACC), la cual es responsable de producirlo en a-cetobutirato y amoniaco; al disminuir
estos niveles de ACC en las plantas. Los organismos que estan encargados de producir
la ACC desaminasa generan la disminucion de los niveles de etileno de las plantas, en la
Figura 9 se aprecia dicho proceso esquematizado con la finalidad de poder visualizar el

método que utilizan las PGPR para la promocién de crecimiento (Glick, 2014).

Estrés
1

~ N
Crecimiento de l
planta Sintesis
delAA ¥~ ™
Factores de l

respuesta q— |pAA == [AA

S, Ahf/ (Auxinas) /

Triptéfano

Estrés

/

desaminasa

N
\‘ACC » ACC
l ACC

v .J
Etileno| seeere— Amoniaco
a-ketobutirato
v - <
Respuesta Bacteria
\alestrés >

Tejido de la planta

Figura 9. Modelo esquematico de como las PGPR realizan la funcion de promover el
crecimiento en plantas a partir de la producciéon de ACC desaminasa y la sintesis de IAA.
Proceso en el cual interviene la S-adenosil metionina (SAM) convirtiendose en ACC por
la enzima ACC sintasa, dicho ACC se convierte en etileno por la accién de la ACC oxidasa
en la planta, mientras que en la bacteria pasa a a-cetobutirato y amoniaco por accion de
la ACC desamina (adaptado de Glick, 2014).
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Existen reportes donde se hace mencién que las bacterias contienen en su genoma un
gen (AcdS) que codifica para una desaminasa ACC, asi el ACC producido por las plantas
mediante exudados presenta interaccion con la bacteria generando la disminucion de
ACC en la raiz, conllevando a disminuir la biosintesis de etileno y teniendo como
consecuencia, la limitacion del crecimiento de la raiz principal debido a las altas
concentraciones, generando con esto el desarrollo de raices secundarias que permiten
una mayor area de contacto con los nutrientes presentes en la rizésfera (Jha y Saraf,
2012, Egamberdieva, 2012). Las bacterias que son capaces de expresar ACC
desaminasa tienen la capacidad de reducir el impacto de estrés abidtico y biotico,

generando a la planta una mayor tolerancia a éstos como se muestra en la Figura 10.

Estrés ambiental

+PGPR Estrés ambiental

5t

Figura 10. Modelo esquematico referente a crecimiento en planta sometida a estrés,
mostrando la capacidad de PGPR productora de ACC desaminasa que disminuye niveles
de etileno por estrés evitando la inhibicién de crecimiento en la panta (adaptado de Glick,
2014).

1.1.5.PGPR en la agricultura.

Numerosas investigaciones han reportado y determinado que las PGPR se refieren a un
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conjunto de bacterias de vida libre presentes en la rizosfera que generan efectos positivos
en el desarrollo y crecimiento de las plantas; al estar presentes se pueden asociar a los
cambios quimicos que puedan presentarse en el suelo, asi como a la produccion de
exudados cuya liberacion esté regulada genéticamente por la planta (Jha y Saraf, 2012;
Sarma et al., 2012; Biedrzycki y Bais, 2013).

Entre los efectos positivos que se han reportado debido a la aplicacion de éstas, se tiene
gue son capaces de producir e inhibir ciertas fitohormonas generando efectos en la
fisiologia de la planta, al igual que disminuye la susceptibilidad a enfermedades causadas
por hongos, bacterias, virus y nematodos patdégenos, otro dato reportado, es el aumento
en la absorcion y/o solubilizacion de nutrientes reduciendo el aporte excesivo de éstos,
debido a que se ve estimulada la captacién de iones minerales, incluyendo N, P, Ky otros

microelementos (Figura 11) (Egamberdieva, 2012).
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Figura 11. Efectos positivos reportados para las PGPR involucrados con la promocién
de crecimiento en plantas (adaptado de Maheshwatri et al., 2012).
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La forma en la que interactian las PGPR es generando la promocion de crecimiento en
los cultivos mediante dos métodos de promocion: i) la promocion indirecta se presenta
cuando la bacteria logra controlar, disminuir y/o prevenir los dafios ocasionados por un
patégeno en la rizésfera, ii) mientras que en la promocién directa implica aportar a la
planta compuestos que la bacteria es capaz de sintetizar o metabolizar para su facil
absorcion como son algunos nutrientes y/o fitohormonas (Saravanakumar, 2012;
Nihorimbere-Venant et al., 2011).

Los microrganismos benéficos en general para las plantas comenzaron a utilizarse desde
hace aproximadamente 60 afios (Egamberdieva, 2012), mientras que las PGPR se han
utilizado en la agricultura desde hace 35 afios generando con su aporte una elevacion en
los rendimientos de la produccion agricola mediante la inoculacion y colonizacion de
éstas en la zona de la rizosfera y la filésfera (Piccoli, 2013; Turan et al., 2012). Esta
utilizacion de PGPR se ha explotado en su mayoria en bacterias de genero Gram-
negativo, pero actualmente se busca estudiar mayormente el género de Gram-positivo
debido a obvias ventajas como la capacidad de producir endosporas resistentes a
desecacion y calor (Fan et al., 2011); tales caracteristicas le permiten permanecer en el

ambiente.

I11.1.5.1. Clasificacion de las PGPR.

Las PGPR se han utilizado en la agricultura como inoculantes para la biofertilizacion,
fitoestimulacién y el control biolégico, colonizan la raiz debido a la capacidad que tienen
de reconocer &cidos organicos, los cuales, sirven como moléculas de sefiales
quimioatrayentes (Dayakar et al., 2013; Jha y Saraf, 2012). En varios trabajos se ha
demostrado que la presencia de aminoacidos y acidos organicos en la rizésfera altera los
fenotipos clave relacionados con el crecimiento de la raiz y su colonizacion microbiana al
igual que la interaccion simbiodtica y la patogénesis (Moe, 2013). Actualmente las PGPR
se han clasificado de 4 formas debido a sus efectos beneficiosos (Maheshwari et al.,
2012):

1. Biofertilizantes: Los cuales tienen la capacidad de fijar el N principalmente para
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después ser utilizado por la planta, brindandole una mejora en el desarrollo y
crecimiento.

2. Fitoestimuladores: En este caso tienen la capacidad de promover directamente el
crecimiento vegetal, debido a la produccién de fitohormonas.

3. Cicladores de nutrientes: Aqui ocurre la solubilizacion y movilizacion de nutrientes
debido a la falta de movilidad o la presencia de compuestos insolubles
encontrados en los suelos para la planta como es el caso de P, Zn, S, etc.

4. Biocontroladores: Funcionando en la proteccién de la planta ante infecciones por
patégenos o plagas perjudiciales, tanto en la rizésfera como en la filosfera.

Existen reportes donde mencionan que al inocular plantas con PGPR y PGPF (hongos
promotores de crecimiento) tienen un efecto en reducir y prevenir enfermedades, debido
a que activa el sistema inmune innato (Sll) y posteriormente potencian la respuesta de
JA-ISR, esto se ha probado con diversos estudios, donde la aplicacion realizada en la
raiz o la zona foliar, 0 en ambos se presenta una respuesta defensiva (Cassells y Rafferty-
McArdle, 2012).

La comunicacion que se presenta entre planta y microorganismos tiene involucrado en
su proceso una amplia gama de moléculas de sefalizacién que son producidas por el
microorganismo en simbiosis, las cuales implican la quimiotaxis de bacterias hacia raices,
(Mommer et al., 2016; Andrés et al., 2012). Entre los compuestos identificados para la
comunicacion de planta-bacteria PGPR, asi como activadores de la promocion de
crecimiento se han encontrado la acetoina y el 2,3-butanodiol, dos volatiles bacterianos
(Jha y Saraf, 2012).

111.1.5.2. Géneros bacterianos clasificados como PGPR.

En los géneros encontrados e identificados como PGPR, se presentan: Azospirrillum,
Azotobacter, Arthrobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Clostridium, Herbaspirrillum,
Thiobacillus, Bacillus, Burkholderia, Pseudomonas, Paunibacillus, Rizobium,
Gluconacetobacter, Serratia, Streptomyces y Klebsiella (De-la-Pena y Loyola-Vargas,
2014; Sarma et al., 2012; Shilev et al., 2012; Arora et al., 2012), es importante
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mencionar que no todas las cepas bacterianas pertenecientes a un mismo género y
especie tienen las mismas capacidades metabdlicas y de interacciones con las plantas

(Saravanakumar, 2012).

Dentro de las fitohormonas que se reportan en estudios, se ha identificado que los
géneros mencionados con anterioridad tienen la capacidad de producir principalmente
la auxina IAA, GA y citoquininas, debido a la produccion y/o el aumento de éstas se les
ha atribuido el papel de promotoras de crecimiento. Estas hormonas, al igual que la
produccion de hormonas relacionadas con el estrés como ABA, SA y JA también han
indicado que juegan un papel importante para atribuirles el nombre, debido a que
existen multiples interacciones entre las diferentes vias de sefializacion de la hormona
en la planta, ocasionando diversas modificaciones morfologicas. Las bacterias al no
generar solo un cambio en las vias hormonales, sino varios, podrian explicar el cambio
morfolégico que se presenta, como la elongacion de raices laterales y la produccion de
pelos radiculares (Piccoli, 2013).

111.1.6.Bacillus subtilis como PGPR.

Bacillus subtilis es un microorganismo muy estudiado, las bacterias que conforman el
género de Bacillus sp. son clasificadas como bacterias Gram-positivas debido a su
conformacion en la pared celular, formadoras de endosporas altamente resistentes con
la capacidad de sobrevivir a la desecacion, calor, radiacion UV y a disolventes organicos
(Arrebola et al., 2010), formadoras de biopeliculas, su morfologia caracteristica
estructural se identifica mediante bastones cortos y/o alargados, se encuentran en gran

abundancia en diversos tipos de suelo (Overkamp et al., 2013; Sumi et al., 2015).

Existen reportes sobre actividades prometedoras sobre el género Bacillus sp. debido a
gue producen una gran cantidad de compuestos con diferentes estructuras quimicas,
como son metabolitos secundarios que fungen como compuestos antimicrobianos de
amplio espectro, en los cuales se encuentran bacteriocinas, glicopéptidos, lipopéptidos,
péptidos ciclicos (Sumi et al., 2015); entre los péptidos encontrados se han identificado

compuestos como la surfactina, fengicina, iturina y plipastatina (Chan et al., 2009) (Figura
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12); de igual forma se ha identificado el compuesto AiiA que pertenece a una lactona que

cumple la funcién de inactivar moléculas de acil-homoserina-lactona encargada de activar

genes de virulencia en algunos patégenos (Beauregard et al., 2013).

Bacillus species Strain AMPs Special features Source Reference
B. subtilis JM4 Subpeptin JM4-A and Active against a broad spectrum of bacteria, including Soil Wau et al. 2005
subpeptin J]M4-B Salmonella, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus
B11 Two AMPs Effective biocontrol agent against watermelon wilt and Rhizosphere of Li et al. 2006
rice sheath blight watermelon
Bacitracin Neutral, water soluble, and nontoxic antibiotic that is Soil Awais et al. 2007
active against Gram-positive bacteria
fmbj Surfactic and fengycin Antagonistic to B. cereus Huang et al. 2007
B-916 Bacisubin Antifungal protein with ribonuclease and hemagglutinating Liu et al. 2007
activities
B29 Antifungal protein B291 Inhibitory activity on mycelial growth in Fusarium Soil Li et al. 2009
oxysporum, Rhizoctonia solani and other fungi
LFB112 Bacteriocin-like substances  Effective against both Gram-positive and Chinese herbs Xie et al. 2009
Gram-negative bacteria that are involved in
domestic animal diseases
CMB32 Iturin A, fengycin, and Potential to control the anthracnose disease caused by Soil Kim et al. 2010
surfactin A Colletotrichum gloeosporioides
EDR4 Antifungal protein E2 High activity against numerous fungal species Wheat Liu et al. 2010
Subsp. spizizenii Entianin Subtilin-like lantibiotic active against Gram-positive Fuchs et al. 2011
DSM 15029" pathogens
SCK-2 AMP IC1 Antagonistic to B. cereus Kyeopjang Yeo et al. 2011
14B Bac 14B Useful for seed disinfection Bitter almond Hammami et al. 2012
NT6 AMPNT-6 Active against marine foodborne pathogen Vibrio Natto Xu et al. 2013
parahaemolyticus, which is commonly found in
shrimp
B. licheniformis H1 Bacteriocin-like substance Antagonistic activity against various species of Cow dung Abdel-Mohsein et al. 2011
Gram-positive but not Gram-negative, bacteria
B. thuringiensis Kurstaki BUPM4  Bacthuricin F4 Possesses unique N-terminal sequence, DWTXWSXL Soil Kamoun et al. 2005
SM1 Fengycin Antifungal activity against Candida albicans Soil Roy et al. 2013
Kurstaki Bn-1 Thuricin Bn1l Active against B. cereus, B. weinhenstephenensis, Listeria Pest of hazelnut ~ Ugras et al. 2013
monocytogenes, and many other B. thuringiensis strains
B. amyloliquefaciens LBM 5006 Iturin and fengycin Antagonistic against pathogenic bacteria and Soil Benitez et al. 2010
phytopathogenic fungi, including Aspergillus spp.
GA1 Amylolysin Antilisterial activity against L. monocytogenes Strawberry Halimi et al. 2010
FZB42 Plantazolicin Thiazole/oxazole modified microcin (TOMM) Scholz et al. 2011
Subtilosin Active against L. monocytogenes van Kuijk et al. 2011
Paenibacillus polymyxa VLB16 Antifungal protein Inhibits the growth of Pyricularia grisea and Soil Kavitha et al. 2005
(formerly B. polymyxa) Rhizoctonia solani
B. pumilus Bacitracin Active against Micrococcus luteus and S. aureus Soil Awais et al. 2007
B. vallismortis 77185 Bacillomycin D Active against phytopathogens Stems of plant Zhao et al. 2010
B. halodurans C125 Haloduracin Broad-spectrum 2-peptide lantibiotic Soil Lawton et al. 2007
B. mojavensis A21 Fengycin, surfactin and Strong activity against M. luteus and S. aureus Marine water Ayed et al. 2014
pumilacidin
B. sonorensis MT39 Sonorensin Antimicrobial activity against L. monocytogenes and Marine soil Chopra et al. 2014
S. aureus
B. coagulans ATCC 7050 Lactosporin Strong activity against M. luteus and L. monocytogenes Probiotic dietary  Riazi et al. 2009

supplement

Figura 12. Péptidos antimicrobianos (AMPs) recientemente identificados producidos por
diferentes cepas de especies Bacillus (Sumi et al., 2015).

Esta cepa bacteriana esta descrita como PGPR debido a los beneficios que trae consigo

al ser aplicada a plantas como fertilizante, entre estos se encuentra la capacidad que

tienen de incrementar la produccion de fitohormonas encargadas de regular el

crecimiento y desarrollo de las plantas (Beauregard et al., 2013; Fan et al., 2011).

Bacillus subtilis frecuentemente estd asociada a la zona radicular de las plantas, ya que

juega el papel de proteger a la misma mediante la produccion de una matriz que le
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permite mantener unidas muchas bacterias generando comunidades, conocido como
biopelicula. Estas biopeliculas o “biofilm” son ensamblajes de conjuntos bacterianos
unidos por una matriz constituida por exopolisacaridos (EPS), proteinas, componentes
de la pared celular como lipopolisacaridos y en algunos casos ADN, la unién de estas
forman estructuras complejas de dicho material permitiendo con esto estrategias
adaptativas en las condiciones ambientales para la interaccion y colonizacion
(Beauregard et al., 2013; Fan et al., 2011; Bais et al., 2004).

I11.1.6.1. Colonizacion bacteriana de Bacillus subtilis.

Para que ocurra una colonizacion bacteriana se deben cumplir los siguientes parametros:
atraccion, reconocimiento, adherencia, colonizacion y crecimiento (Nihorimbere-Venant
etal., 2011). Un compuesto importante en dichos procesos es la produccién de surfactina
por la misma cepa, este compuesto tiene funcién antimicrobiana pero a su vez es un
componente importante en la colonizacion de las raices debido a que se encuentra en el
“piofilm” (Beauregard et al., 2013).

La quimiotaxis y la formacion de “biofilm” son identificados como parte fundamental para
la colonizacion bacteriana. La quimiotaxis es conocida como el proceso mediante el cual
las bacterias dependiendo su entorno y compuestos quimicos presentes en este, dirigen
su movimiento hacia dicha zona como respuesta para la satisfaccién de sus necesidades

referentes a crecimiento y colonizacion (Tan et al., 2013).

La colonizaciéon bacteriana para la rizésfera, se ha documentado que no ocurre en sitios
especificos de la raiz, ya que existe una variacion entre el gradiente de pH, la secrecion
de compuestos organicos y la disponibilidad de los nutrientes ya que no estan presentes
homogéneamente de la punta de la raiz a las regiones mas maduras por lo que la
produccion del “biofilm” esta asociada a estos factores. En la Figura 13 se puede observar
un esquema hipotético de la colonizacion y acumulacién de “biofilm” en ciertas zonas de

la raiz (Rudrappa et al., 2008).
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Figura 13. Esquema hipotético de las regiones radiculares posibles para la colonizacion
y formacién de “biofilm” (adaptado de Rudrappa et al., 2008).

El acido malico que es secretado por la raiz participa como un reclutador para el género
de Bacillus subtilis, es decir, es un compuesto fuertemente quimioatrayente (Badri et al.,
2013). En el afio 2008 reportado por Rudrappa y colaboradores se demostré que el acido
L-malico estd completamente involucrado en la atraccion de bacterias de este género, en

este caso el estudio se desarroll6 con la cepa Bacillus subtilis FB17 (Fan, 2011).
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Figura 14. Estructura quimica de la molécula de &cido malico. Acido cominmente
reportado como quimiotrayente para bacterias del género Bacillus.

I11.1.7.Bacillus subtilis LPM1.

B. subtilis LPM1 es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal previamente
aislada de un cultivo de manzano, fue caracterizada e identificada en los Laboratorios de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro por el Dr. Alberto Flores
Olivas (Chavez-Betancourt et al., 2006). La cepa B. subtilis LPM1 ha promovido el
crecimiento de diferentes plantas cultivables a nivel camaras de crecimiento, invernadero
y a cielo abierto. En este caso, se ha manifestado la promocién de crecimiento
significativamente en la biomasa radicular de tomate (S. lycopersicum cv. Floradade)
(Ibafiez, 2019 tesis de licenciatura en proceso), en cultivo de pimiento bajo condiciones
de malla sombra se logr6 incrementar el rendimiento de manera significativa (Ruiz, 2019
tesis MAP en proceso). Ademas, en diferentes trabajos se ha demostrado que LPML1 le
brinda proteccion contra plagas (Rojas, 2019 tesis de licenciatura en proceso) y

enfermedades.

[11.1.8.Uso y aplicacion de elicitores.

Regularmente las plantas se encuentran en el trascurso de su ciclo de vida expuestas a
ataques provenientes de distintas variedades de insectos, herbivoros y patégenos, por
consecuencia, han desarrollado una variedad de mecanismos de defensa para su
proteccion; entre éstos se han implementado la produccion de compuestos volatiles y

toxinas especificas con la finalidad de defenderse (Paudel et al., 2014).
La ciencia ha desarrollado compuestos quimicos obtenidos de manera natural o sintética
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gue imitan el dafio que se presenta en las plantas, existen elicitores que asemejan el
estrés abidtico como son iones metalicos y compuestos organicos; mientras que para el
caso de estrés biotico, se suplen sustancias quimicas que son liberadas por hongos,
bacterias, virus, herbivoros, patdégenos que son reconocidos por sitios especificos de la
pared celular de las plantas, buscando observar y estudiar las respuestas que presenta
la planta (Zhao et al., 2005).

Estos compuestos han sido estudiados y determinados como compuestos seguros para
su aplicacion, debido a que no generan dafio al medio ambiente, a la humanidad y son
compatibles con controles biolégicos (Paudel et al., 2014). Estos elicitores representan
una herramienta para inducir respuestas en la planta y poder estudiar ciertos eventos
bioldgicos en interaccion con otros organismos, ya que es bien sabido que la aplicaciéon
de estos elicitores a plantas desencadena reacciones de defensa en la planta (Zhao et
al., 2005), algunos de los eventos reportados mediante la investigacion de distintos

elicitores se pueden observar en la Figura 15.

Elicitor/receptor
Interaccién

Proteina “G”

/ \/\ Bibdsico Ca*?

Acidificacidon de citoplasma

/\ / \ Bibasico H,O,

X . Fosforilacion multifase de proteinas

= __~  Produccién rdpida de IP;, NO, o cAMP

Respuesta temprana de
genes

IP
J \,\_ Acido jasménico
/ Fenilpropanoide
Produccidn de metabolitos
secundarios

v A\ I 1 L AN I I .
N\ N\ >
1 2 3 4 5 10 20 30 h

Figura 15. Esquema de posibles reacciones de defensa en plantas inducidas por
elicitores de manera secuencial dependientes del tipo y variedad de planta (adaptado de
Zhao et al., 2005).
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111.1.8.1. Acido jasmonico (JA).

El JA o metil jasmonato (MeJA), mediante su sefializacién se involucra en la linea de
defensa de la planta contra insectos herbivoros mejor conocidos como artropodos y
patogenos del genero necrotrofico, los cuales se encargan principalmente de afectar la
zona radicular y los brotes, de igual forma dicha via de sefalizacion es activada al ser
expuesta a microorganismos benéficos que favorecen la ISR. Para la activacion de la via
de sefializacion de JA es necesario la aplicacion de MeJA debido a que tiene la funcion
de alterar los compuestos que se liberan en la raiz, generando con esto un cambio en la
comunidad microbiana presente en la rizésfera, el JA es detectado por receptores que a
su vez activan una via de transduccion de sefial para la expresidén de genes sensibles a
éste, formando una barrera quimica y fisica contra los organismos dafiinos (Carvalhais et
al., 2013).

Figura 16. Estructura quimica de la molécula de acido jasménico (JA), utilizado como
elicitor en platas.

La via de sefializaciéon de JA son sefales que inducen la produccion de metabolitos
secundarios, la acumulacion y produccion de éstos no se limita a ciertos tipos de
metabolitos, ya que se generan una amplia gama que incluye terpenoides, flavonoides,

alcaloides y acidos organicos (Zhao et al., 2005).

La utilizacién del JA o MeJA en plantas de tomate aplicado de forma exégena genera
diferentes compuestos relacionados con la defensa de la planta, ya que esta aplicacion,
la planta la reconoce como el ataque de insectos como escarabajos, pulgones, orugas y
trips por lo que activa compuestos que le favorecen en la resistencia ante éstos (Paudel
et al., 2014).
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[11.1.8.2. Benzotiadiazol (BTH).

El &cido benzo 1, 2, 3 tiadiazol-7-carboxilico (BTH) se encuentra reportado en la literatura,
como un inductor de las respuestas mediadas por SA e inductor de SAR, identificado
dentro de los elicitores quimicos capaces de generar esta respuesta en la planta al ser

inducida debido a que es un imitador de SA (Cassells y Rafferty-McArdle, 2012).

N-s ©
N
SCH,

Figura 17. Estructura quimica de la molécula de &cido benzo 1, 2, 3 tiadiazol-7-
carboxilico (BTH).

[11.1.9.Materiales organicos conjugados, sintesis, propiedades vy

perspectivas de interaccion con materiales en la biologia molecular.

En la actualidad, el uso de polimeros conjugados (PC) ha presentado una extensiva
investigacion, ya que son materiales con una alta fluorescencia y tienen la versatilidad de
poderse funcionalizar con biomoléculas para la identificacion y cuantificacion de células,

anabolitos u otras moléculas biolégicamente activas (Thomas et al., 2007).

Estos compuestos, regularmente son utilizados en su estado sélido fungiendo como
recubrimientos sensoriales en electrodos y en algunos casos como marcadores en
soluciones que al estar expuestos a determinados analitos ocasionan cambios en su
espectro de absorcién y/o emision (Phillips, 2008), lo que ha generado que sean
materiales con alta sensibilidad y selectividad (Tanhuanpaa, Virtanen y Somerharju,
2000).

En particular, los derivados del fenileniletinileno (PE) son moléculas rigidas
estructuralmente caracterizados por la simetria de la unidad de etinileno. Los oligdbmeros
y polimeros PE sustituidos con cadenas laterales del tipo alcoxi, han sido ampliamente
estudiados debido a su facil sintesis, alta procesabilidad y estabilidad fotoquimica-térmica
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gue abrid sus aplicaciones como membranas permeables a los gases (Sakaguchi et al.,
2011), materiales 6pticos no lineales (Wedert et al., 1996) diodos electroluminiscentes,
dispositivos fotovoltaicos orgéanicos y sensores quimicos (Ayuk et al., 2003), asi como
biosensores fluorescentes y en bioimagen (Cox, Muller y Swager, 2011) En estas Ultimas
areas, Disney et al. (2004) y Arias et al. (2017) reportaron excelentes propiedades de los
fenilenetinilenos sustituidos con azucar como marcadores fluorescentes de bacterias.
Recientemente, también se reportdé que la funcionalizacion de un trimero de PE con
manosa, permite la deteccion especifica por microscopia confocal de fluorescencia y

resonancia de plasmon superficial localizado (RPSL) del patdgeno Escherichia coli.

A pesar del progreso en la deteccion de bacterias patdbgenas humanas a traves de la
fluorescencia de las moléculas conjugadas con PE, no hay ejemplos en la literatura para
el uso de este tipo de pigmentos en la deteccidn o incluso la tincion de microorganismos
con interés agricola. En este ambito, los PE son buenos candidatos debido a que sus
propiedades de fluorescencia son estables y no se ven afectadas por aspectos
ambientales de origen abiético como pH, sales, temperatura, etc., en comparacion con
otros colorantes comerciales, como la rodamina o fluoresceina. Ademas, los PE
presentan triples enlaces C=C altamente polarizables, los cuales pueden ser
transductores de deteccion mediante espectroscopia Raman lo que permitira visualizar
la interaccion del oligdbmero con la bacteria. A partir de estos antecedentes, en este
trabajo nos centramos en la evaluacion preliminar de un pigmento del tipo PE con la
finalidad de tefiir PGPR en disolventes polares, permitiendo su deteccién cualitativa a
través de técnicas microscopicas y espectroscépicas (Garcia et al., 2019), los resultados
obtenidos, nos permitieron disefiar una serie de pigmentos con diversos grupos
funcionales, pero con la condicion de ser solubles en agua, a fin de tener una mayor

interaccién con los microorganismos.
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IV. HIPOTESIS.

Moléculas fluorescentes permiten estudiar los patrones de colonizacion de la bacteria
Bacillus subtilis LPM1 en raices de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Micro-
Tom) a nivel in vitro e in planta mediante técnicas microscopicas y espectroscopicas de

fluorescencia.

V. OBJETIVOS

V.1.0bjetivo general.

Evaluar los patrones de colonizacién de la rizobacteria promotora de crecimiento B.
subtilis LPM1 en raices de tomate (S. lycopersicum cv. Micro-Tom) a nivel in vitro e in
planta, mediante su tincién con un marcador fluorescente por técnicas microscépicas y

espectroscopicas de fluorescencia.

V.2.0bjetivos especificos.

Evaluar la viabilidad de un pigmento altamente conjugado, no-polar, fluorescente en la
tincion de la bacteria Bacillus subtilis LPM1. Determinar, la transduccion mediante: 1)
microscopia fluorescente confocal, 2) la absorcion y emision de fluorescencia mediante
espectroscopia UV-Vis y fluorescencia y 3) por espectroscopia Raman, de forma que los
resultados permitan disefiar y evaluar otros pigmentos con caracter polar que los haga

solubles en agua.

Evaluar el comportamiento de tincion de 5 marcadores fluorescentes a base de pireno
sulfonato de sodio (solubles en agua) portadores de diversos grupos funcionales en 6
cepas bacterianas mediante técnicas espectroscopicas y microscopicas de fluorescencia

seleccionando el més eficiente para su utilizacion en las pruebas in vitro e in planta.
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Inducir la sintesis de exudados radiculares en tomate a nivel in vitro mediante la
aplicacion de elicitores quimicos para determinar su composicion de manera cualitativa y

cuantitativa.

Determinar los patrones de colonizacién de Bacillus subtilis LPM1 mediante bioensayos
in vitro e in planta con uno de los cinco marcadores fluorescentes, en raices de plantas

de tomate con técnicas microscopicas de fluorescencia.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Cepa bacteriana Bacillus subtilis LPM1 visualizada mediante tincion

Gram.

La cepa PGPR evaluada corresponde a Bacillus subtilis LPM1 aislada previamente y
proporcionada por el Dr. Alberto Flores Olivas del Departamento de Parasitologia de la
UAAAN.

Se aplicéd para dicha cepa la técnica de tincibn Gram descubierta por el bacteriélogo
danés Chistian Gram en 1844 (Garcia, 1995) mediante la utilizacion de Gram Staining Kit
for microscopy (Sigma-Aldrich) con la finalidad de comprobar a partir de esta prueba si
pertenecia a Gram-positivo. Los medios de cultivo para esta prueba, fueron
suplementados con antibiético dicloxacilina en una concentracion de 1 mg-mL* con la
finalidad de reducir riesgos por contaminacién. El equipo utilizado para dicha prueba fue
un microscopio binocular Axiolab.Al; Estos procesos se realizaron en el laboratorio de

Agromicrobiologia del Departamento de Biociencias y Agrotecnologia del CIQA.

VI.2. Caracterizacion de 5 moléculas fluorescentes en solucién.
VI.2.1.Espectroscopia de fluorescencia.

Se realizaron estudios espectroscopicos en solucién y en laminillas por absorcién UV-Vis
mediante un espectrofotometro Agilent 84532 y de fluorescencia mediante
espectrofluorimetro Horiba PTlI Quantamaster QM-8450-22-c. Los espectros fueron
corregidos por la respuesta del detector. Las rendijas de excitacion y emision se
optimizaron para tener una intensidad por debajo de 10° cuentas para el espectro no

corregido y para realizar las mediciones en el rango de respuesta lineal del detector.
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VI.2.2.Tiempo de vida.

Los tiempos de vida de fluorescencia se obtuvieron a temperatura ambiente, empleando
la técnica de conteo de fotones individuales correlacionados con el tiempo (TCSPC), en
un instrumento Horiba Jobin Yvon Tempro con un laser NANOLED de 370 nm de
excitacion y se utilizé una dispersion en agua ultrapura 0.01% de Ludox AS40 (Sigma-
Aldrich) para la sefal del instrumento. El ajuste (fit) se realiz6 con el software DAS6 del

equipo.

VI.3. Interaccién entre marcadores fluorescentes y cepas bacterianas.
VI.3.1. Ensayo preliminar.

Previo al desarrollo experimental de la interaccion entre los 5 marcadores fluorescentes
y las 6 cepas bacterianas, se realizaron pruebas preliminares con pentameros con la
finalidad de familiarizarse con la técnica utilizada para el desarrollo del experimento de

interés.

Con este fin, se evaluaron para las pruebas de tincion bacteriana 3 pentameros
previamente sintetizados en el grupo de optoelectronica supramolecular de Materiales
Avanzados del CIQA. Los tres pentdmeros son del tipo (benzoato) etinileno, difieren entre
ellos que uno porta grupos esteroides; en este caso colesterol, otro con cadenas
hidrosolubles, en este caso glicoles y el tercero porta cadenas no-polares, alifaticas de

12 carbones.
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Figura 18. Estructura quimica de los pentameros evaluados para la tincion de B. subtilis,
donde A) pentamero con cadenas colesteril, B) pentamero con cadenas glicolicas y C)
pentamero con cadenas alquilicas de 12 carbones (Garcia et al., 2019).

Las cepas bacterianas fueron cultivadas e incubadas en medio de cultivo Luria Bertani
(LB) a 150 rpm hasta presentar una DOsoonm = 0.2 a 30°C para B. subtilis LPM1 y 37°C
para Escherichia coli DH5q, la cual fue donada por el Dr. José Luis Herndndez Flores
(Departamento de Ingenieria Genética, CINVESTAYV Unidad Irapuato, México).

Se tomaron alicuotas de 1 mL para la obtencién del paquete celular por centrifugacion;
se resuspendieron nuevamente en 1 mL de H20 y se adicionaron 50 pL del oligdbmero
mostrado en la Figura 18 correspondiente al C), (molécula pentdmero con terminacion de
cadena alquilica de 12 carbonos) y se mantuvieron en contacto durante 3 h, posterior a
esto se realizaron 2 lavados del excedente repitiendo el proceso de centrifugacion y
resuspencion en H20; para la preparacion de los frotis se utilizé un volumen de 20 pL
dejando secar en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar las muestras
tomadas. Los controles negativos se realizaron bajo las mismas condiciones

mencionadas sin el oligdbmero.
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VI.3.1.1. Pruebas espectroscépicas y microscopicas de fluorescencia.
VI.3.1.1.1. Microscopia de barrido laser confocal (LSCM).

Los frotis preparados para el ensayo preliminar en la interaccién de marcador pentamero
y las 2 cepas bacterianas fueron evaluados mediante LSCM con un instrumento Pascal
5 de Carl Zeiss en modo dos canales (fluorescencia y reflexion). La excitacion se obtuvo
con un laser Ar (458 nm, 200 mW).

VI.3.2. Interaccion entre 5 marcadores fluorescentes y 6 cepas bacterianas.

Se realizaron ensayos con B. subtilis LPM1 (30°C) como promotora de crecimiento y 5
cepas bacterianas no promotoras de crecimiento: B. subtilis PY79 (30°C) donada por el
Dr. Juan Campos Guillén (Universidad Autonoma de Querétaro), E. coli DH5a (37°C),
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (28°C), Pectobacterium cacticidum (28°C) y
Agrobacterium sp. (37°C), con el proposito de visualizar el comportamiento ante la
presencia de 5 diferentes marcadores fluorescentes, los cuales se muestran en la Figura
19, estos marcadores fueron sintetizados y proporcionados por el Dr. Eduardo M. Arias
Marin del Departamento de Materiales Avanzados del CIQA.
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Figura 19. Estructura quimica de marcadores fluorescentes utilizados para la evaluacion
del comportamiento de 6 cepas bacterianas donde A) marcador pireno sulfonato de sodio
con terminaciéon &cido carboxilico (M1), B) marcador pireno sulfonato de sodio con
terminacion acido malico (M2), C) marcador pireno sulfonato de sodio con terminacion
alquilica de 11 carbones (M3), D) marcador pireno sulfonato de sodio con terminacion
hidroxi (M4) y E) marcador pireno sulfonato de sodio con terminacion triple enlace (M5).

Las cepas bacterianas fueron cultivadas e incubadas a 30°C en medio de cultivo LB a
150 rpm hasta presentar una DOesoorm = 0.1, se tomaron alicuotas de 1 mL para la
obtencion del paquete celular obtenido por centrifugacion; se resuspendieron en 1 mL
H20, adicionando 50 pL del marcador respectivo y se mantuvieron en contacto durante
40 min; posterior a esto se realizé un lavado del excedente repitiendo el proceso de
centrifugacion y resuspencion en H20 para la preparacion de los frotis, con la finalidad

de realizar las pruebas espectroscopicas y microscépicas.
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VI.3.2.1. Pruebas espectroscépicas y microscopicas de fluorescencia.
VI.3.2.1.1. Microscopia de barrido laser confocal.

Los frotis preparados para el ensayo en la interaccion de los 5 marcadores y las 6 cepas
bacterianas se utilizaron las mismas condiciones del LSCM aplicadas en ensayo
preliminar, la Gnica variacion fue en la excitacion, ya que ésta se obtuvo con un laser Ar
(488 nm, 200 mW).

VI.3.2.1.1. Espectroscopia de fluorescencia.

Se realizaron pruebas de fluorescencia con la finalidad de determinar las longitudes de
onda emitidas por el marcador y las cepas tefiidas con éste. Condiciones previamente

descritas en ensayo preliminar.

VI.3.2.2. Cuantificacién de UFC de 6 cepas bacterianas.

De las alicuotas tomadas, respectivas a cada muestra (DOsoonm = 0.1), se realizaron
diluciones seriadas para la cuantificacién de unidades formadoras de colonias (UFC), con
la finalidad de reportar el nUmero de colonias que se encontraban presentes en la dilucion

108, dicho procedimiento se muestra esquematicamente en la Figura 20.
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Figura 20. Metodologia utilizada para conteo de UFC aplicado en cada ensayo
independiente para las 6 cepas bacterianas.

VI.A4. Promocion de crecimiento en 3 variedades de tomate.

La siembra de las semillas se realiz6 en charolas de 36 cavidades con sustrato peat moss
de 3 variedades de tomate Micro-Tom, Silvestre y Floradade; el trasplante se efectu6 20
dias después de siembra (dds) a macetas de 1 L con sustrato peat moss/perlita en una
relacion 70/30 (v/v), se aplicé un tratamiento con la bacteria B. subtilis LPM1 el cual
consisti6 en someter los cepellones durante 1 h en solucién con la bacteria a una
concentracion 1 x 108 UFC - mL™* con la finalidad de garantizar el contacto directo con
dicho organismo para favorecer la colonizacion por la misma, la fertilizacion fue mediante
la aplicacion de FertiDrip 20-20-20 (N-P-K) mas microelementos (AgroDelta) posterior a
la semana de inoculacion, las condiciones de temperatura en el invernadero oscilaron
entre 25 y 30°C (Paudel et al., 2014).

Se realiz6 un andlisis destructivo para la medicion de parametros biométricos: altura,
diametro de tallo, biomasa fresca de vastago, biomasa fresca de raiz, biomasa seca de

vastago, biomasa seca de raiz y longitud de raiz a los 28 dias después de trasplante
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(ddt). El disefio experimental utilizado fue bloques completamente al azar (Figura 21). El
bioensayo fue desarrollado en el invernadero IBT002 de mediana—baja tecnologia del

Departamento de Biociencias y Agrotecnologia del CIQA.

PARED HUMEDA.

Control.

Inoculadas con B.
subtilis LPM1.

;
»*
;
ay

=
;
5
¥

ENTRADA DE INVERNADERO.

Figura 21. Disefio experimental de blogues completamente al azar para ensayo de
promocion de crecimiento en tres variedades de tomate, donde MT= Micro-Tom, S=
Silvestre y F= Floradade.

VI.4.1. Patrones de colonizacién a nivel in planta.

Del ensayo previamente mencionado, se procedio a realizar la evaluacion de los patrones
de colonizacion de las tres variedades de tomate con ayuda de la molécula fluorescente
M1, las raices se mantuvieron en contacto con M1 a 30°C en agitacién a 150 rpm durante
48 h. Transcurrido este tiempo las raices fueron evaluaron mediante Laser Scanning

Confocal Microscopy (LSCM) cortadas en distintas zonas de crecimiento, buscando
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igualar la misma zona en cada uno de los tratamientos, se colocaron en portaobjetos y

fueron enfocadas con el objetivo 10x.

VI.5. Germinacion y crecimiento in vitro de plantas de tomate.

La germinacion de las semillas se realiz6 en cajas Petri con 30 mL medio Murashige-
Skoog (MS) con 15 semillas por caja de la variedad Micro-Tom, se sometieron a
esterilizacion superficial con etanol al 70%, hipoclorito de sodio al 2% (v/v) y H20
desionizada estéril (Badri et al., 2009; Fan, 2011).

Se incubaron con un fotoperiodo de 16 h luz, 8 h obscuridad a 25°C (Steinkellner et al.,
2008), una vez emergidos los cotiledones, se procedié a moverlas a cajas Magenta
(Sigma-Aldrich) con las mismas condiciones hasta la presencia de 3 a 4 hojas verdaderas
para su utilizacion; estos procesos se realizaron en el laboratorio de Agrobiotecnologia

del Departamento de Biociencias y Agrotecnologia del CIQA.

VI.5.1. Aplicacion foliar de elicitores quimicos a plantulas.

Al presentarse 4 hojas verdaderas, se procedié a la aplicacion foliar de 200 uL de los
elicitores quimicos a las siguientes concentraciones; JA 75 uM, BTH 500 uM y AA 100
UM, tomando muestras de los exudados radiculares a las 6, 12 y 24 h después de la
aplicacion, bajo estos tratamientos, las plantas se mantuvieron en 25 mL de solucién
acuosa, a partir de esto colectar la produccién de los exudados. Los elicitores fueron
disueltos inicialmente en etanol, para partir, de soluciones estandar, de las cuales se
tomaron alicuotas correspondientes a concentraciones anteriores indicadas
complementandolas con agua desionizada estéril, con la finalidad de evitar la
volatilizacion de dichos compuestos (Paudel et al., 2014). Esta prueba fue realizada en
tres ensayos independientes. El disefio experimental utilizado fue bloques
completamente al azar (Figura 22), desarrollado en el Laboratorio de Agromicrobiologia
del Departamento de Biociencias y Agrotecnologia del CIQA.
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Figura 22. Disefio experimental de bloques completamente al azar para ensayo de
aplicacion de elicitores adecuado para cuarto in vitro donde T1= Planta + JA, T2= Planta
+ AAy T3= Planta + BTH.

LAMPARA.

VI.5.1.1. Analisis de &cidos organicos presentes en exudados

radiculares por LC-MS.

El volumen total de las muestras obtenidas de los exudados radiculares después de la
aplicacion foliar de elicitores quimicos fue liofilizada y concentrada en agua desionizada
estéril a 100x para su analisis por LC-MS (Badri et al., 2013), fueron filtrados con una
membrana PVDF de 22 um con la finalidad de mantener la muestras libres de cualquier
microorganismo que pudiera interferir en la degradacion de algun compuesto
(Steinkellner et al., 2008).

Para el analisis por LC-MS, los estandares utilizados como &cidos organicos fueron:
fumarico, malico y succinico, mediante el equipo HPLC Agilent 1290 Infinity Il/ Detector
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de masas QQQ Agilent 6420A utilizando una columna Zorbax C18 a una temperatura de
30°C, empleando como fase movil en gradiente agua 0.0% de acido férmico y acetonitrilo,
de este ultimo partiendo de una relacion 90/10% hasta alcanzar el 100% al finalizar. Para
el andlisis de espectrometria de masas, se emple6 un detector de masas de triple
cuadrupolo con fuente de ionizaciones EIS, utilizando como gas Nitrégeno para logar una
nebulizacion de 15 psi a una temperatura de 300°C. Estos andlisis se llevaron a cabo en

el Laboratorio Central de Instrumentacion Analitica del CIQA.

VI.5.2. Patrones de colonizacién a nivel in vitro.

Plantulas entre 4 y 5 hojas verdaderas crecidas bajo las mismas condiciones previamente
descritas, fueron elicitadas con BTH 500 uM, 12 h después de la aplicacion se procedio
a inocular los tratamientos correspondientes con 200 pL de la cepa B. subtilis LPM1
DOesoonm = 0.6, este tratamiento duro 48 h, posterior a esto, se adicionaron 20 pL del
marcador fluorescente M1, dejando interactuar 40 min, las plantulas se mantuvieron a
una temperatura de 30°C a 150 rpm. Transcurrido este tiempo las raices fueron
visualizadas mediante LSCM bajo las mismas condiciones sometidas en el ensayo de
patrones de colonizacién a nivel in planta. Se realizaron dos ensayos independientes. El
disefio experimental utilizado fue bloques completamente al azar (Figura 23),
desarrollado en el Laboratorio de Agromicrobiologia del Departamento de Biociencias y

Agrotecnologia del CIQA.
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Figura 23. Disefio experimental de bloques completamente al azar para ensayo de
patrones de colonizacion adecuado para camara de cuarto in vitro (lampara) e incubadora
(ventilador) donde T1= Planta control, T2= Planta + B. subtilis LPM1 y T3= Planta + B.
subtilis LPM1 + M1y T4= Planta + M1.

VI1.6. Quimiotaxis bacteriana.
VI1.6.1. Quimiotaxis en medio de cultivo sélido.
VI.6.1.1. Medio minimo M9 con cepa B. subtilis LPML1.

Como ensayo preliminar el crecimiento de la bacteria B. subtilis LPM1 se llevé a cabo en
cajas petri de 5 cm de diametro con medio minimo M9, para visualizar el efecto
quimioatrayente hacia los &cidos organicos utilizados (citrico, fumarico, oxalico, malico y
succinico), estos acidos fueron aplicados en las siguientes concentraciones: 25, 50, 75,
100y 200 pM.,

La técnica consistié en colocar dos discos de papel filtro estériles (6 mm &) en polos
opuestos sobre el medio de cultivo, inoculando en uno de estos 100 pL de la bacteria a
una DOsoonm = 0.6 y en el opuesto el mismo volumen del acido organico correspondiente
a cada concentracion, esto realizado por triplicado. Se sometieron a incubacion a
temperatura de 30°C. Su evaluacion se realizé 8 dias después de la inoculacion de la

cepa bacteriana.
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VI.6.1.2. Medio minimo M9 con 3 cepas bacterianas.

Posterior al andlisis de dichos resultados se monté nuevamente un experimento similar,
en cajas petri de 8.5 cm de diametro, sometiendo en este ensayo tres cepas bacterianas
B. subtilis LPM1, B. subtilis PY79 y E. coli DH5a, utilizando las concentraciones de 50,
75y 100 uM, sometiéndolo en medio minimo M9 (Weert et al., 2002), para visualizar la
tendencia que se presentaba al estar mayor tiempo en contacto el medio de cultivo con
los acidos orgéanicos, el ensayo tuvo una duracion de 45 dias, realizando mediciones cada

3 dias para el caso del medio M9.

En conjunto con este experimento, se evalué6 el pH del medio minimo M9 sometido a las
mismas condiciones anteriormente mencionadas, el cual consistio en fragmentar en 4
bandas el medio de cultivo, colocando cada banda en 50 mL de H20 desionizada para
su medicion, utilizando 3 réplicas por tratamiento, realizando muestreos semanales
durante 1 mes. Este ensayo se desarrolld en el laboratorio de Agrobiotecnologia del

Departamento de Biociencias y Agrotecnologia del CIQA.

VI.6.2. Quimiotaxis en medio de cultivo liquido.
VI.6.2.1. Medio minimo M9 con 3 cepas bacterianas.

Esta prueba consistié en el crecimiento de las cepas bacterianas B. subtilis LPM1, B.
subtilis PY79 y E. coli DH5a en medio de cultivo LB hasta alcanzar una DOsoonm = 0.2, se
procedio a la centrifugacion de 2 mL de las bacterias en tubos Eppendorf, se adiciond 1.
5 mL de medio minimo M9 liquido y se homogenizaron.

Se sigui6 la metodologia establecida por Ling et al., (2011) con modificaciones. En tubos
capilares se introdujeron 5 pL de los siguientes acidos organicos: malico (100 uM),
fumarico (100 uM), citrico (100 uM), succinico (75 uM) y oxalico (50 uM), se les coloco
un soporte al introducirlos a los tubos Eppendorf con la finalidad de evitar diferencias en
cm introducidos en cada tratamiento, las colectas de la cinética fueron tomadas cada 30
min hasta alcanzar 3 h y dicho volumen fue alicuotado e inoculado en cajas petri con

medio de cultivo LB e incubados a 30°C para el conteo de UFC.
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VI.7. Motilidad
VI.7.1. Medio LB diluido con 3 cepas bacterianas.

El desarrollo de esta prueba se plantedé bajo condiciones similares que el ensayo
anteriormente descrito de quimiotaxis en medio minimo M9, con el cambio del soporte
utilizando, aplicando medio LB 20 veces diluido con pequeias modificaciones (Weert et
al., 2002), teniendo una duracion de 5 dias realizando mediciones diarias. Este ensayo
se desarroll6 en el laboratorio de Agrobiotecnologia del Departamento de Biociencias y
Agrotecnologia del CIQA.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

VII.1. Cepa bacteriana B. subtilis LPM1 visualizada mediante tincion Gram.

La técnica de tincion Gram es utilizada con la finalidad de visualizar mediante colorantes
la estructura de la pared celular referente a bacterias Gram-positivo y Gram-negativo
(Reyes et al., 2002; Neyen y Lemaitre, 2016), esta prueba aplicada a la cepa de interés,
mostrd que efectivamente la morfologia presentada por la tincién corresponde a la cepa
B. subtilis LPM1 y siendo Gram-positivo. En la Figura 24 se aprecian tefiidas de color
violeta, tono caracteristico de una cepa Gram-positivo, este efecto esta relacionado con
la conformacion de la pared de peptidoglicano que se encuentra regularmente entre 80 y
90% en el género Gram-positivo. Al contener este % en la pared, ocasiona que el cristal
violeta se adhiera a ésta en mayor superficie, por lo cual, aun aplicando el lavado con

etanol no ocurre la perdida de dicho colorante.

Figura 24. Bacteria B. subtilis LPM1, visualizada mediante técnica de tincion Gram,
mostrando bacilos alargados tefiidos de violeta; color caracteristico de las bacterias
Gram-positivo.
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Las bacterias crecidas en el medio de cultivo analizados en la prueba anterior, fueron
suplementadas con antibiético, el cual fue utilizado para descartar la posible presencia
de algun otro microorganismo, ya que la cepa LPML1 presenta resistencia a dicloxacilina
(Chavez-Betancourt et al., 2006), de igual forma, se encuentra reportado que las
bacterias Gram-positivo con bajo contenido de guanina y citosina (G + C) presentan un
mecanismo de resistencia ante determinados compuestos (Sumi et al., 2015) lo cual se

presento al utilizar este antibiotico.

VII.2. Propiedades Opticas de los marcadores del tipo pireno sulfonato de

sodio.

Las propiedades O6pticas en solucion y laminilla del marcador pentdmero de tipo
benzoatoetinileno fueron evaluadas y reportadas previamente (Garcia et al., 2019). En
esta tesis y de forma similar, se evaluaron los 5 marcadores, descritos en la Figura 19,

a base de pireno. Las propiedades Opticas en agua se resumen en la Tabla 1.

La Figura 19 muestra los espectros de fluorescencia (A) y de excitacion (B). Todos los
marcadores son derivados del 8-hidroxipireno-1,3,6-trisulfonato de sodio en donde las
moléculas M1, M2, M3 y M5, el grupo funcional en posicién 8 presenta un espaciador
alquilico de por lo menos un carbono para la terminacién etinileno (M5) o hasta 10
carbonos (M1, M2 y M3) entre el nucleo del pireno y el grupo terminal. Esta modificacion
se realizd para modular la propiedad de solubilidad en agua del marcador sin afectar las
propiedades de emision. Ademas, la idea de incluir un grupo etinileno, se debe a la facil
polarizacion de este grupo por efecto de luz laser y su sensibilidad se sefial en

espectroscopia Raman, lo cual se discutira mas delante de su importancia.

Se puede observar en la comparacion de los espectros de emision y de excitacion de
estos marcadores que la molécula M4 al portar el grupo hidroxilo directamente conjugado
al pireno, da lugar a la presencia de una especie protonada y deprotonada, la cual en
emision genera un pico mas desplazado hacia al rojo (515 nm), tal y como lo han
observado también otros autores (Kumar et al., 2018) (lo que lo hace sensible al pH). Sin
embargo, este efecto se pierde en la laminilla donde la fluorescencia de M4 es

practicamente igual a la de los deméas marcadores, debido a que en estado sélido el agua
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ya no esta presente y no es posible tener la protonacion/deprotonacion del OH (inciso C).
Todos los marcadores presentan un alto rendimiento cuantico en agua, con tiempos de

vida de entre 3-5 nanosegundos, situandolos en el rango de moléculas fluorescentes.
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Figura 25. Espectros de fluorescencia de 5 pirenos sulfonatos de sodios de sodio: A)
espectro de emisién en solucion, B) espectro de excitacién en solucion, C) espectro de
emision en portaobjetos, M1) marcador pireno con terminacion acido carboxilico, M2)
marcador pireno con terminacion acido malico, M3) marcador pireno con terminacion
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alquilica de 11 carbones, M4) marcador pireno con terminacion hidroxi y M5) marcador
pireno con terminacion triple enlace.

Debido a que las muestras fueron evaluadas en portaobjetos para la prueba de LSCM,
también se realiz6 la medicion de éstas para conocer el comportamiento de la molécula
disuelta en H20, pero ahora fijada al portaobjeto. En la Figura 25C se puede observar
que el espectro de emision en pelicula se presenta de forma y posicidon muy similar en
todos los marcadores, incluso para el M4 que en solucién era diferente, lo anterior sugiere
que la fluorescencia se debe principalmente al pireno sulfonato de sodio, mientras que

las cadenas son solo grupos solubilizantes.

Otra caracteristica distintiva entre los espectros de solucién y los de pelicula (laminillas)
es la dispersién en los espectros, este factor se debe a que las laminillas utilizadas
producen este efecto de dispersion de luz (Garcia et al., 2019) que en solucion se evitd
debido a la utilizacién de una celda de cuarzo especial (Deloya-Martinez, 2006). Estas
pruebas realizadas fueron utilizadas como control para los ensayos evaluando la

interaccidn entre los 5 marcadores fluorescentes y 6 las cepas bacterianas.

Tabla 1. Caracterizacion de marcadores fluorescentes en solucién, donde Aabs = maxima
longitud de onda, ¢ = coeficiente de extincion molar, Lem = longitud maxima de emision,
Av = desplazamiento de Stoke, ® = rendimiento cuantico y t = tiempo de vida.

Compuesto Mabs ¢ Rem av @ i
P [nm] [10°Mem™  [nmP*  [em']  [%]*  [ns]*
M1 245, 290, 374, 405 1.61 437 1747 81 3.84
M2 246, 290, 374, 405 1.99 437 1747 94 3.82
M3 246, 290, 375, 404 1.74 436 1817 87 3.91
M4 246, 290, 370, 403 1.54 515 5093 87 5.30
M5 244, 288, 376, 400 4.42 424 1415 74 3.92

Valor de Aabs en negritas indica la longitud de onda del mayor pico de absorcion respectivo a cada muestra.
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En la caracterizacion de las moléculas fluorescentes, un parametro también evaluado fue
el tiempo de vida de fluorescencia de cada marcador, debido a que es un indicativo de la
transicion del estado excitado al estado basal en funcion el tiempo, cuando la intensidad
de fluorescencia se reduce a r/e del valor inicial (Reija, 2007), en el Anexo a. en la Figura
42 se puede observar el comportamiento que presento cada molécula. EI comportamiento
de éstas a simple vista parecen muy similar, sin embargo, en la Tabla 1 se puede apreciar
que existe una ligera variacion para este pardmetro en los casos de M1, M2, M3 y M5,
mientras que el valor correspondiente a M4 se aleja un poco de la tendencia que
presentaron las anteriores moléculas, los valores obtenidos en este parametro son
independientes de la concentracion del fluor6foro y son obtenidos a partir del tiempo
promedio que transcurre de estar excitado hasta el regreso a su estado basal (Lakowicz,
1999), por lo cual este dato es una propiedad especifica de cada molécula.

Las moléculas organicas regularmente presentan tiempos de vida alrededor de 101° a
107 ns (Valeur y Berberan-Santos, 2013). La intensidad de fluorescencia en funcién del
tiempo es un comportamiento caracteristico de las moléculas después de haber sido
sometidas a excitacidon mediante un pulso temporal, el cual busca regresar a su estado
fundamental en ausencia de cualquier otro proceso de desactivacion de esta energia
(Atkins, Paula y Cwi, 2008).

En la Figura 25 se observan las estructuras quimicas de cada molécula fluorescente
utilizada, todas las moléculas tienen como base la estructura del pireno sulfonato de sodio
(M4). Las sintesis de estas moléculas fueron desarrolladas para monitorear el
comportamiento que presentaba el pireno al estar en contacto con las cepas bacterianas
cambiando sustituyentes que deberian tener una mejor interaccién con las bacterias.
Dichas estructuras tienen la caracteristica de ser hidrofilicos, es decir, afines al H20
(Aréchiga, 1996), siendo M2 el mas hidrofilico y M3 el que en menor medida presenta
esta propiedad. La sintesis del M5 fue disefiado con la finalidad de poder analizarlo no
solo por fluorescencia, sino ademas mediante espectroscopia Raman por la presencia

de un triple enlace.
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En resumen, la similitud en las propiedades de los marcadores, se debe a la molécula
pireno 1-3-6-trisulfonato de sodio y hemos demostrado que la introduccién de los
sustituyentes no intervienen en la conjugacion del cromoéforo, es decir, no afectan de
manera importante las caracteristicas espectrales de fluorescencia (LoOpez-Jacome et al.,
2014).

Inicialmente se consideraba que el M3, el cual se sintetizO con la biomolécula &cido
malico, tendria una especificidad hacia la cepa del género Bacillus subtilis, esto debido a
que en la literatura se encuentra reportada esta biomolécula como una de las mas
utilizadas en el metabolismo y en la quimiotaxis de este género bacteriano (Liu et al.,
2014; Yamada et al., 2011), todas estas cepas probadas fueron propuestas debido a que
se pretendia identificar la especificidad del marcador M3, ya que se encuentra reportado
en la literatura que al sintetizar moléculas fluorescentes con biomoléculas podrian
generarse la especificidad hacia cepas deseadas (Disney et al., 2004), esto a partir de la
conjugacion correcta evitando alguna interaccion en las zonas de reconocimiento hacia
estas biomoléculas por los microorganismos deseados a probar (Schermann, 2008),
estos trabajo se han desarrollado principalmente en el ambito de la medicina donde se
ha logrado una especificidad hasta de un 97% (Miranda et al., 2007), lo cual nos indica
la importancia de darle un giro y aplicar estas técnicas en beneficio del area de la
agricultura. Sin embargo, como veremos adelante, los marcadores tifien las bacterias
completamente, con muy poca cantidad de fluor6foro lo que permitio determinar los

patrones de colonizacion de forma muy sencilla en las plantas de tomate.

VIIL3. Interacciéon entre marcadores fluorescentes y cepas bacterianas.
VIL.3.1. Ensayo preliminar.
VII.3.1.1. Pruebas espectroscépicas y microscopicas de fluorescencia.
VII.3.1.1.1. Microscopia de barrido laser confocal.

Antes de evaluar los 6 marcadores de pireno sulfonato de sodio, se hicieron ensayos de

tincion de bacterias con pigmentos altamente conjugados y portadores de diferentes
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grupos solubilizantes como son colesterilos, glicoles y cadenas alquilicas. Los pigmentos
usados son de la familia de los fenilenetinilenos, el interés de usarlos, es porque son
compuestos muy fluorescentes, estables y no les afecta parametros ambientales como
pH, sales, temperatura, etc., en comparacion con otros pigmentos como la rodamina,
fluorescenina, etc. Ademas, el triple enlace, es altamente polarizable y muy sensitivo al
efecto Raman, lo cual es otra sefial detectable a parte de la fluorescencia. Con este fin,
se tomaron imagenes mediante LSCM, la configuracion para la obtencion de éstas fue a
partir de dos canales, con la finalidad de identificar las regiones fluorescentes de la
muestra, bajo las mismas condiciones se analizé un control para descartar la presencia
de fluorescencia por la cepay el portaobjeto.

Los tres pentameros evaluados fueron seleccionados pensando en que su solubilidad
deberia de ser en solventes polares o acuosos a fin de evitar el efecto de lisis sobre las
bacterias. En trabajos previos encontramos que los pentameros son los oligémeros que
tienen el rendimiento cuantico mas alto. Entre ellos, el que posee las cadenas glicélicas
es el mas alto ®= 97%. Sin embargo, intentos de usarlo para tefir las bacterias fue
infructuoso, debido a que es tan polar, tan soluble en agua que, durante el proceso de
lavado para retirar el exceso de pentamero después de estar en contacto con las
bacterias, también se iba con el agua durante la centrifugaciobn. En contraste, el
pentdmero altamente hidrofébico (con grupos colesterilo), no solo presentd bajo
rendimiento cuéntico, ®= 35%, sino que ademas es insoluble en solventes polares. A fin
de obtener un balance de hidrofobicidad en los pentameros, encontramos después de
sintetizar toda una serie de oligdbmeros, que el pentamero con cadenas alquilicas de 12
carbones presentaba un rendimiento cuantico del ®= 77%. Ademas, este pentamero
presentd buena solubilidad en solventes polares como la DMSO, DMF y en particular en

la N-metilpirrolidona, lo cual permitié mezclarlo con el medio de cultivo de las bacterias.

Se selecciono la bacteria B. subtilis LPM1 como representativa de genero Gram-positivo
y la Escherichia coli DH5a como Gram-negativo para la demostracion no-selectiva de su
tincion con el pentamero y su caracterizacion por microscopia de barrido laser confocal,
espectroscopia de fluorescencia y Raman. Normalmente el estudio de colonizacion

bacteriana requiere el marcaje de estas con una proteina verde fluorescente o pigmentos
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como el DAPI (4°,6-diamidino-2-phenilindol), lo cual implica transformacion genética de
la bacteria.

En la Figura 26 se confirma con imagenes de LSCM que el pentamero tifie las bacterias.
Para este andlisis, se uso la configuracion de dos canales con el objetivo de identificar
las regiones tefiidas: canal de fluorescencia, imdgenes a la derecha y canal de reflexion,
imagenes a la izquierda. Ambas cepas al estar en contacto con el pentamero emiten
fluorescencia en toda la estructura de la bacteria, lo que confirma que el pentamero tifie
ambas cepas de forma no-selectiva, lo cual era de esperarse, ya que el pentamero no
tiene grupos receptores especificos que pudieran dar lugar a una respuesta de censado
especifica hacia las bacterias. Ademas, no hay indicacion de si se tifien completamente
o0 solo una parte de ellas. La UFC en este ensayo para B. subtilis LPM1 fue de 6.3 x 10°
UFC - mL'y para E. coli DH5a de 5.4 x108 UFC - mL™%.

Figura 26. Cepas bacterianas tefiidas con pentamero donde A) B. subtilis LPM1 en canal
de fluorescencia, B) B. subtilis LPM1 en canal de reflexion, C) E. coli DH5a en canal de
fluorescencia y D) E. coli en canal de reflexion (Garcia et al., 2019).
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VII.3.1.1.2. Espectroscopia de fluorescencia.

El espectro de UV-Vis para la muestra del pentdmero presentd su maximo pico de
absorcion en 365 nm. Las bacterias no presentaron sefial al UV-Vis, probablemente
debido a que la cantidad de pentamero adsorbido en la superficie es muy bajo, generando
solo reflexion en la linea base. Sin embargo, si presentaron emision, asi que todas las
muestras se excitaron a esa longitud de onda. En la Figura 27 se puede apreciar que las
muestras control referentes a E. coli DH5a y B. subtilis LPM1 no exhiben emision,
mientras que, el pentamero solo y las muestras de bacterias tefiidas exhiben una emision
alrededor de los 465 nm. Se logra visualizar que la presencia de las bacterias en las
muestras reduce fuertemente la emision con respecto al pentamero solo, esto debido a
las pérdidas por dispersion de luz; pese a este comportamiento la emision fue suficiente

para ser detectable.
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Figura 27. Espectros de emisién de fluorescencia presentados por muestras de frotis
donde: *) B. subtilis LPM1 + pentdmero, ) B. subtilis LPM1, o) E. coli DH5a + pentamero,
e ) E. coli DH5a y m) pentamero (Garcia et al., 2019).
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Ahora bien, con esto se visualizd que se requiere muy baja concentracion de pentamero
para tefiir las bacterias, por lo cual, también se evaluaron mediante espectroscopia
Raman, en particular polarizando el tiple enlace presente en su estructura quimica, el
cual, da sefal a 2197 cm™* (Polini y Yang, 2017). El andlisis de superficie Raman sobre
la bacteria B. subtilis LPM1 se muestra en la Figura 28. Se logr6 aislar una bacteria
(Figura 28a) y se determiné el espectro Raman completo a lo largo de la bacteria —tipo
tomografia-. En la Figura 28b se pueden ver la acumulacién de todos los espectros en
seccion transversal X apreciandose las diferentes sefiales vibracionales; posiblemente
tanto de la bacteria como del pentdmero, sin embargo, el analisis se centrd Unicamente
en la region del triple enlace. Del mapeo individual laser sobre la bacteria (Figura 28c),
se identificaron 2 zonas, una donde no hay pentamero y la otra sobre la superficie
completa de la bacteria. En la Figura 28d se presentan los espectros del escaneo,
claramente se observa la sefial de la vibracion del triple enlace sobre la bacteria, mientras
gue en los lados laterales no hay presencia del pentamero, lo cual corrobora que los
lavados retiro el exceso del pentdmero de la superficie. Los resultados de este ensayo
son muy importantes, ya que: i) demostramos que a pesar de usarse muy pequefas
cantidades del pentdmero (incluso indetectable por UV-Vis), si es posible detectarlo por
medio de fluorescencia, ii) el pentamero se deposita en toda la bacteria por adsorcion,
emitiendo fluorescencia detectada por LSCM vy iii) la espectroscopia Raman demostré la

sensibilidad de esta técnica como medio alterno de deteccion.
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Figura 28. Andlisis Raman de la bacteria B. subtilis LPM1 aislada y tefiida con el
marcador pentamero, donde a) B. subtilis LPM1 aislado interaccionando con el marcador,
b y ¢) mapeo espectral de X y Y, d) espectro Raman (-C=C- area de la sefial) en las
regiones a y b del inciso ¢ (Garcia et al., 2019).

Se disefid una serie de pirenos sulfonatos de sodios; pigmentos altamente polares,
solubles en agua, con un rendimiento cuéntico alto, estables al pH y temperatura. Sin
embargo, para la utilizacion de estos se debian considerar los siguientes datos: i) si puede
interaccionar con bacterias, ii) suficiente balance de hidrofobicidad para evitar la
eliminacién de este durante el proceso de lavado de las bacterias, iii) balance se puede
dar al sustituirlo con diferentes cadenas hidrocarbonadas, iiii) la sustitucién de grupos
polares aumenta o disminuye al interaccionar con las bacterias. A este respecto, no es el
enfoque de este trabajo demostrar el tipo de interaccion o selectividad de los diferentes
grupos de los que esta funcionalizado el pireno sulfonato de sodio con las bacterias. No
obstante, los resultados permitiran disefiar nuevos fluor6foros al sustituir el pireno
sulfonato de sodio en moléculas del tipo fenilenetinileno, el cual, es un proceso de trabajo

en los laboratorios del CIQA.
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VIL.3.1. Interaccién entre 5 marcadores fluorescentes y 6 cepas

bacterianas.
VII.3.1.1. Pruebas espectroscépicas y microscopicas.
VII.3.1.1.1. Microscopia de barrido laser confocal.

A partir de los resultados obtenidos con el pentamero y las dos cepas manejadas, se
planted la utilizacion de otros géneros bacterianos con la finalidad de visualizar los perfiles
de interaccion con las moléculas de pireno sulfonato de sodio fluorescentes. Los
resultados referentes a la interaccion de los 5 marcadores con las 6 cepas bacterianas
se muestran en las siguientes tablas. Con fines del trabajo, se evaluaron 5 cepas no
promotoras de crecimiento contra la cepa B. subtilis LPML1 identificada como PGPR.

En la Tabla 2 se aprecia el comportamiento que presenté la cepa promotora de
crecimiento B. subtilis LPM1 utilizando los 5 marcadores fluorescente, realizando el
muestreo de la bacteria en contacto con el marcador sin lavado (SLvd) y aplicando un
lavado (1Lvd), lo anterior con la finalidad de apreciar el comportamiento de la molécula

con respecto a la pérdida o no por el agua.

Para el caso de esta cepa (LPM1) los marcadores que presentaron mejor interaccion
fueron el M1 y M4 ya que se observé una alta intensidad en dichas imagenes aun en los
tratamientos que se les realiz6 lavados con H20. Mientras que en el caso de los
marcadores restantes (M2, M3 y M5) se presentaron perdidas en la fluorescencia debido
al tratamiento de lavado realizado, esto indica que es mas factible utilizar marcadores

gue no se pierdan en gran cantidad por los lavados para las siguientes pruebas a realizar.
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Tabla 2. Comportamiento de B. subtilis LPM1 de ensayo in vitro sometida a 5 diferentes
marcadores fluorescentes, imagenes representativas de un ensayo independiente.

Marcador Bacillus subtilis LPM1 Bacillus subtilis LPM1 Bacillus subtilis LPM1
Control + SLvd +1Lvd
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M1= Marcador pireno sulfonato de sodio con terminacion acida, M2= marcador pireno sulfonato de sodio
con terminacién de biomolécula acido malico, M3= marcador pireno sulfonato de sodio con undecanoxy,
M4= marcador hidroxy pireno sulfonato de sodio, M5= marcador pireno sulfonato de sodio con triple enlace,
SLvd= muestra sin realizar lavado después de estar en contacto 40 min con marcador correspondiente y
1Lvd= muestras realizadas con 1 lavado después de estar en contacto 40 min con marcador
correspondiente.

En la Tabla 3 se aprecia el comportamiento que presentd la cepa B. subtilis PY79
utilizando los 5 marcadores fluorescente distintos, realizando el muestreo de la bacteria
en contacto con el marcador sin lavado y aplicando un lavado. Esta bacteria fue utilizada
en dicho experimento con la finalidad de tener controles positivos y negativos con
respecto a la bacteria B. subtilis LPM1, buscando en este caso contrastar el
comportamiento en dos cepas del mismo género con funciones y estilos de vida

diferentes.

Esta bacteria es utilizada como modelo de estudio a nivel laboratorio, en un trabajo

realizado por Valenzuela (2010) en plantas de tomate se probé contra B. subtilis BEB-DN
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es una promotora de crecimiento, dando como resultado que a pesar de estar en el

género de B. subtilis, no cumple la funciéon de una PGPR.

En esta bacteria se pudo apreciar una mejor interaccion con los marcadores M3 y M4,
mientras que en los marcadores restantes (M1, M2 y M5) se presentaron perdidas de
fluorescencia en el tratamiento al que se le realizé un lavado. Es importante resaltar que
el comportamiento de interaccion de las moléculas fluorescentes con esta cepa no fue
similar a B. subtilis LPM1, debido a que en el M1 y M2 se observa menor intensidad de
fluorescencia aun sin lavado, lo que nos permite determinar por esta prueba de LSCM
que la interaccién varia hasta en el mismo género bacteriano, lo que indica que
probablemente exista una diferencia estructural en ambos bacilos, asi como compuestos
gue interaccionan en la pared celular de cada bacteria ocasionando en conjunto una
variacion en el comportamiento de cada cepa con su entorno y desarrollo (Hashem,
Tabassum, y Fathi, 2019).

Tabla 3. Comportamiento de B. subtilis PY79 de ensayo in vitro sometida a 5 diferentes
marcadores fluorescentes, imagenes representativas de un ensayo independiente.

Marcador Bacillus subtilis PY79 Bacillus subtilis PY79 + Bacillus subtilis PY79 +
Control SLvd 1Lvd
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M1= Marcador pireno sulfonato de sodio con terminacion acida, M2= marcador pireno sulfonato de sodio
con terminacion de biomolécula acido malico, M3= marcador pireno sulfonato de sodio con undecanoxy,
M4= marcador hidroxi pireno sulfonato de sodio, M5= marcador pireno sulfonato de sodio con triple enlace,
SLvd= muestra sin realizar lavado después de estar en contacto 40 min con marcador correspondiente y
1Lvd= muestras realizadas con 1 lavado después de estar en contacto 40 min con marcador
correspondiente.

De la Tabla 4 a la Tabla 7 referente a este apartado de resultados muestran las 4 cepas
bacterianas restantes utilizadas para dicho experimento. Si bien, el analisis es repetitivo,
son un banco de datos para estudios a futuro. Cabe mencionar que estas cepas fueron
utilizadas con la finalidad de ver que comportamiento presentaban los marcadores al
estar en contacto con diferentes géneros bacterianos y estilo de vida (patdgenos), posible
variacion en la conformacion de la pared celular, asi como para tener una idea si el
marcador propuesto diera indicios caracteristicos de alguna selectividad hacia alguna

cepa.

En la Tabla 4 se aprecia el comportamiento que presenté la cepa E. coli DH5a utilizando
los 5 marcadores fluorescente distintos, realizando el muestreo de la cepa bajo los
mismos tratamientos, con la finalidad de apreciar el comportamiento del marcador con
respecto a la pérdida o no por lavados con H20. Esta bacteria fue considerada debido a
que es ampliamente utilizada como modelo de estudio en biologia molecular (Sondi y
Salopek-Sondi, 2004). Contrario a las dos cepas anteriores mencionadas, E. coli DH5a
es Gram-negativo debido a su conformacion en la pared celular (Rastogi et al., 2018), la

cual, al final mostr6 un comportamiento de interaccion distinto.
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A este respecto, el marcador que presentd mayor interaccidén con esta cepa fue el M4 por
la intensidad de fluorescencia emitida, sin embargo, para el M1 a pesar de que la
fluorescencia es baja, no se observa una perdida en la intensidad de fluorescencia en el
tratamiento con lavado, mientras que con los otros marcadores se perdi6 con mucha
facilidad después de realizarles el lavado; en aquellos tratamientos que no se les aplico
lavado se aprecia que la intensidad de fluorescencia fue mucho menor para esta bacteria

en comparacion con las anteriores cepas descritas.

Tabla 4. Comportamiento de E. coli DH5a de ensayo in vitro sometida a 5 diferentes
marcadores fluorescentes, imagenes representativas de un ensayo independiente.
Marcador Escherichia Coli Escherichia Coli DH5a  Escherichia Coli DH5a
DH5a Control + SlLvd +1Lvd
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M1= Marcador pireno sulfonato de sodio con terminacién acida, M2= marcador pireno sulfonato de sodio
con terminacién de biomolécula acido malico, M3= marcador pireno sulfonato de sodio con undecanoxy,
M4= marcador hidroxi pireno sulfonato de sodio, M5= marcador pireno sulfonato de sodio con triple enlace,
SLvd= muestra sin realizar lavado después de estar en contacto 40 min con marcador correspondiente y
lLvd= muestras realizadas con 1 lavado después de estar en contacto 40 min con marcador
correspondiente.
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En la Tabla 5 se aprecia el comportamiento que presenté la cepa Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000 utilizando los 5 marcadores fluorescente distintos,
realizando el muestreo de la cepa bajo los mismos tratamientos. En esta bacteria se
observo una mejor interaccion con el M3, sin embargo, no se descarta el M1y M4, ya
que, a pensar de emitir baja fluorescencia, no presentan gran pérdida en la intensidad al
realizar el lavado; para los marcadores restantes (M2 y M5) se present6 una perdida al
realizar el lavado. Con estos resultados se puede apreciar que ninguno de los marcadores

arrojo una intensidad tan alta como en las imagenes obtenidas para el género B. subtilis.

Tabla 5. Comportamiento de Pseudomonas syringae pv. tomato DC300 de ensayo in
vitro sometida a 5 diferentes marcadores fluorescentes, imagenes representativas de un
ensayo independiente.

Pseudomonas syringae Pseudomonas syringae Pseudomonas syringae
Marcador pv. tomato DC3000 pv. tomato DC3000 + pv. tomato DC3000 +
Control SLvd 1Lvd
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M1= Marcador pireno sulfonato de sodio con terminacidn acida, M2= marcador pireno sulfonato de sodio
con terminacién de biomolécula acido malico, M3= marcador pireno sulfonato de sodio con undecanoxy,
M4= marcador hidroxi pireno sulfonato de sodio, M5= marcador pireno sulfonato de sodio con triple enlace,
SLvd= muestra sin realizar lavado después de estar en contacto 40 min con marcador correspondiente y
1Lvd= muestras realizadas con 1 lavado después de estar en contacto 40 min con marcador
correspondiente.
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En la Tabla 6 se aprecia el comportamiento que presentd la bacteria Pectobacterium
cacticidum utilizando los 5 marcadores fluorescente distintos, realizando el muestreo de

la cepa bajo los mismos tratamientos.

En esta cepa se puede apreciar que el M1 y M3 presentan una intensidad de
fluorescencia alta en los tratamientos sin lavado, en los tratamientos restantes (M2, M4 y
M5) se visualiza claramente una perdida al realizar el lavado, estos comportamientos que
han presentado las bacterias en la intensidad de fluorescencia sirven como datos que
podrian permitir determinar parametros que indique si existe 0 no la especificidad de
alguna molécula con cierta cepa bacteriana.

Tabla 6. Comportamiento de Pectobacterium cacticidum de ensayo in vitro sometida a 5

diferentes marcadores fluorescentes, imagenes representativas de un ensayo
independiente.

Marcador Pectobacterium Pectobacterium Pectobacterium
cacticidum Control cacticidum + SLvd cacticidum + 1Lvd

M1

P
OO °WD
° 708.65 g/mol
wod Q
ona

M2

94



y Biociencias y
\ﬂ
O® Agrotecnologia

M3

"‘;-5,0
{ Yo
od OQ 678.67 gimol
LA
ONa

M4

Nao_o

QN

8040
20-§ 524.37 gimol
mo i gimol

M1= Marcador pireno sulfonato de sodio con terminacién acida, M2= marcador pireno sulfonato de sodio
con terminacién de biomolécula 4cido malico, M3= marcador pireno sulfonato de sodio con undecanoxy,
M4= marcador hidroxi pireno sulfonato de sodio, M5= marcador pireno sulfonato de sodio con triple enlace,
SLvd= muestra sin realizar lavado después de estar en contacto 40 min con marcador correspondiente y
lLvd= muestras realizadas con 1 lavado después de estar en contacto 40 min con marcador
correspondiente.
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En la Tabla 7 se aprecia el comportamiento que presentoé la cepa Agrobacterium sp.
utilizando los 5 marcadores fluorescente distintos, realizando el muestreo de la bacteria

bajo los mismos tratamientos.

En esta bacteria se presenta una alta intensidad de fluorescencia con el M3, sin embargo,
para todos los tratamientos realizados con lavado se presenta una pérdida considerable
de la molécula, ya que la intensidad de los 5 marcadores aplicados disminuyo
notoriamente. Estos datos obtenidos, Unicamente permiten determinar si se presenta o
no la interaccion entre las cepas bacterianas, sin embargo, no se puede afirmar a que
factor se debe la interaccion con mayor o menor intensidad de fluorescencia en algunas
bacterias, ni a que parte estructural se estan uniendo los fluoréforos al estar en contacto

determinado tiempo.
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Tabla 7. Comportamiento de Agrobacterium sp. de ensayo in vitro sometida a 5 diferentes
marcadores fluorescentes, imagenes representativas de un ensayo independiente.

Marcador Agrobacterium sp. Agrobacterium sp. + Agrobacterium sp. +
Control SLvd 1Lvd
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M1= Marcador pireno sulfonato de sodio con terminacion acida, M2= marcador pireno sulfonato de sodio
con terminacién de biomolécula acido malico, M3= marcador pireno sulfonato de sodio con undecanoxy,
M4= marcador hidroxi pireno sulfonato de sodio , M5= marcador pireno sulfonato de sodio con triple enlace,
SLvd= muestra sin realizar lavado después de estar en contacto 40 min con marcador correspondiente y
1Lvd= muestras realizadas con 1 lavado después de estar en contacto 40 min con marcador
correspondiente.

Los resultados anteriormente mencionados permitieron visualizar mediante imagenes de
LSCM el incremento o decremento de la intensidad de fluorescencia de cada molécula al
interaccionar con las distintas cepas bacterianas; esto indica y da una idea respectiva de
que cada bacteria puede contar con alguna molécula blanco en la cual llegue a
interaccionar determinado compuesto del marcador, asi como la facilidad o no que tienen
estos de realmente interaccionar con las bacterias, quedarse anclados o adheridos

evitando la pérdida total al contacto con el agua.
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Se sabe que la estructura de la pared celular de las bacterias es muy variante al ser
Gram-positivo o Gram-negativo (Silhavy, Kahne y Walker, 2010), pero este parametro
hasta el momento, no permite determinar en especifico que sea un factor primordial en
la interaccién o no con las moléculas; al tener cepas bacterianas del grupo Gram-positivo
(B. subtilis LPM1 y B. subtilis PY79) y Gram-negativo (E. coli DH5a, Pseudomonas
syringae pv. tomato DC3000, Pectobacterium cacticidum y Agrobacterium sp.) no
presentaron un patron especifico en su comportamiento para poder adjudicar a estas

estructuras la interaccion presentada.

La obtencién de estos resultados abre una ventana para explorar el comportamiento en
la interaccion de marcador-bacteria, con el propdsito de encontrar moléculas especificas
o algun rasgo estructural que se vea involucrado en la interaccion con los marcadores y

sea responsable en la emision de fluorescencia al estar interaccionando.

VII.3.1.1.1. Espectroscopia de fluorescencia.

Debido a los comportamientos variantes que presentaron las cepas bacterianas al
interaccionar con cada marcador, tal y como se observé por LSCM, se optd por evaluar
cuantitativamente su intensidad de emision mediante espectroscopia de fluorescencia, la

cual permitié determinar y corroborar los datos anteriormente descritos.

En la Figura 29 se presentan los datos obtenidos para la cepa B. subtilis LPM1 al
interaccionar con los 5 marcadores fluorescentes. Se puede apreciar los distintos
comportamientos de la interaccion bacteria-marcador; en general para los 5 tratamientos
aplicados, se puede visualizar que la bacteria por si sola presenta una intensidad muy

baja de fluorescencia, ya que estas no superan los 500,000 conteos de intensidad.

Todos los tratamientos sin lavado presentaron un ligero desplazamiento hacia el color
azul (Tobaldi et al., 2019; Zambrano, 2019) obteniendo el promedio aproximadamente a
los 500 nm su mayor pico de intensidad de fluorescencia con respecto en solucion, cuyo
promedio fue a 426 nm. Este fendmeno se puede atribuir a que las moléculas

fluorescentes pueden presentar un desplazamiento en la emision debido a estar en
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pelicula, donde hay interacciones en estado soélido (Arias et al., 2017), la presencia de la
florescencia en las cepas bacterianas tiene que ser en forma de nanopelicula por lo cual

se presento este desplazamiento comparado con las moléculas solas.

El comportamiento de interaccion de las moléculas fluorescentes con las bacterias fue
muy variado, para los marcadores M2, M3 y M5, la intensidad de fluorescencia se vio
disminuida. Este comportamiento se debe a que, al encontrarse las células bacterianas
recubiertas de los marcadores, la sefial de fluorescencia se crea un fendmeno conocido
como amortiguacion de la fluorescencia o quenching, en el cual se ve reducida la emision
por la actividad de mecanismos involucrados en el retorno al estado energético basal
(Julia, 2006).

Caso contrario se presentd con las moléculas M1y M4, donde la interaccién del marcador
con las bacterias gener6 una mayor intensidad de fluorescencia, en la literatura se
encuentra reportado que existen polisacaridos en la superficie celular de las bacterias
gue estan relacionados con la agregacion de células bacterianas. La proteina bacteriana
mayor de la membrana externa (MOMP), presente en esta bacteria, podrian estar
involucradas en este fendbmeno por una buena interaccion entre éstas y las moléculas
fluorescentes (Dutta, Raniy Podile, 2013), sin embargo, este dato solo es una suposicion
del posible comportamiento, ya que no se realiz6 una prueba que determinara
exactamente a que estructura de la bacteria se estaba uniendo el marcador, lo cual

constituye un trabajo que se llevara a cabo en el futuro.

El comportamiento presentado en espectroscopia de fluorescencia concuerda con la
actividad que se visualizé en LSCM (Tabla 2), ya que los mejores tratamientos
cualitativamente obtenidos para esta cepa (LPM1) presentando lavados fue M1 y M4,
mientras que en los restantes tratamientos de interaccion la disminucion de fluorescencia

era mayor.
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Figura 29. Comportamiento de espectroscopia de fluorescencia en laminillas con la cepa
B. subtilis LPM1 interaccionando con 5 moléculas fluorescentes. A) M1, B) M2, C) M3, D)

M4, E) M5, 1Lvd = un lavado, SLvd= sin lavado y CONT= control de cepa bacteriana.
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En la Figura 30 se puede apreciar el comportamiento de la cepa B. subtilis PY79 donde
la bacteria control no tiene una intensidad de fluorescencia que intervenga en los
procesos; en todos los casos se muestra como una linea azul muy cercana al 0; en el
espectro de emision se visualiza un desplazamiento hacia la izquierda, fendmeno que se
presentd también en la bacteria anteriormente mencionada. Esta actividad se atribuye a
los factores previamente descritos, donde al ocurrir un cambio en el entorno de la
molécula fluorescente ocasiona un desplazamiento en el espectro de emision (Vela,
2016).

Los marcadores M2, M3, M4 y M5, presentaron una mayor intensidad de fluorescencia
en la molécula sola, mientras que los tratamientos que se encuentran en interaccion
fueron menores. EI M1 present6é un comportamiento contrario ya que los tratamientos con
lavado y sin lavado para este marcador superaron al tratamiento con la molécula sola,
este comportamiento de superioridad, se puede adjudicar a que la molécula M1, presento
una mejor afinidad con esta cepa bacteriana en comparacion con los otros marcadores,

por eso la respuesta fue mas intensa aun realizando el lavado correspondiente.

De manera cualitativa los tratamientos obtenidos en LSCM, indican que aquellos que
presentaban mejor interacciéon con esta cepa era el M3 y M4 (Tabla 3) debido a la
intensidad de fluorescencia que se presenta, para esta evaluacion se manifesté el mismo
comportamiento, aunque hubo una disminucion en la intensidad, esta no fue tan baja
como en los otros tratamientos (M2 y M5). Para el M1 las imagenes de LSCM no muestran
una disminuciéon en fluorescencia aun realizando el lavado correspondiente, lo que
permite determinar que esta molécula también presenta una buena interaccion con la
bacteria, visualizando en el inciso A el valor de intensidad de fluorescencia mas alto que
en cualquier otro tratamiento aplicado.
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Figura 30. Comportamiento de espectroscopia de fluorescencia en laminillas con la cepa
B. subtilis PY79 interaccionando con 5 moléculas fluorescentes. A) M1, B) M2, C) M3, D)

M4, E) M5, 1Lvd = un lavado, SLvd= sin lavado y CONT= control de cepa bacteriana.
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En la Figura 31 se presenta el comportamiento obtenido por la bacteria E. coli DH5a,
nuevamente se presenta un desplazamiento del espectro de emision para los
tratamientos; los marcadores M2, M3, M4 y M5 emiten una mayor intensidad de

fluorescencia que los que se encuentran interaccionando con la bacteria.

El control respectivo de este ensayo presenta una intensidad nula para esta bacteria. En
la interaccion con el M1 para este ensayo se observa que los tratamientos con lavado y
sin lavado son superiores a la molécula sola, lo que nuevamente se puede atribuir a que
ocurrid una mejor afinidad entre esta cepa bacteriana y esta molécula fluorescente
probablemente por la alta afinidad con alguna proteina transmembranal ocasionando una

mayor interaccion que con las otras moléculas (Dutta et al., 2013).

Los resultados obtenidos en esta prueba comparados con los de LSCM, presenté que de
manera cualitativa el M4 mostraba una mejor interaccion con la bacteria debido a la
fluorescencia que emitian las laminillas (Tabla 4), mientras que en este ensayo se
presentd una baja intensidad; aunque disminuyo la intensidad de fluorescencia en esta
prueba. Los resultados también nos indican que la interaccién entre la cepa bacteriana y
esta molécula se considera estable aun con el tratamiento de lavado, ya que la pérdida

de fluorescencia fue minima en comparacion con otros tratamientos.

Para el resto de los tratamientos (M1, M2, M3 y M5) la relacion entre ambas pruebas
concuerda a los datos obtenidos en ésta, cabe mencionar que existe una diferencia entre
la intensidad innata de cada molécula fluorescente pura, lo cual hace mas visible la
variabilidad entre la fluorescencia capturada en LSCM y en los espectros de emision de

la prueba de espectroscopia de fluorescencia.
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Figura 31. Comportamiento de espectroscopia de fluorescencia en laminillas con la cepa
E. coli DH5a interaccionando con 5 moléculas fluorescentes. A) M1, B) M2, C) M3, D)
M4, E) M5, 1Lvd = un lavado, SLvd= sin lavado y CONT= control de cepa bacteriana.

105



S

84> Biociencias y

@ Agrotecnologia

Los resultados representativos de espectroscopia de fluorescencia de las 3 cepas
bacterianas restantes Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, Pectobacterium
cacticidum y Agrobacterium sp. interaccionando con 5 moléculas fluorescentes, se
encuentran en Anexo a. (Figura 43 a la Figura 45) debido al comportamiento similar de
los resultados anteriormente descritos. Sin embargo, de todas las evaluaciones sobresale
los ensayos hechos con el M1. A manera de resumen esto se representan en la Tabla 8
donde se muestran las mejores interacciones presentadas por las 6 bacterias con los 5
marcadores fluorescentes evaluadas en los ensayos de LSCM y espectroscopia de

fluorescencia.

Tabla 8. Resumen de comportamiento presentado en la interaccion bacteria-marcador
fluorescente en las pruebas de LSCM y espectroscopia de fluorescencia, asi como la
morfologia caracteristica del género bacteriano de las 6 cepas probadas (imagenes
ilustrativas).

Cepa Mejor interaccién Morfologia caracteristica de género
Bacteria-Marcador bacteriano

B. subtilis LPM1 M1*y M4

B. subtilis PY79 M1, M3*y M4
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Agrobacterium sp. M1*, M3y M4

El * posicionado en la parte izquierda de los marcadores representa el marcador con el que la interacciéon
fue mejor en las pruebas sometidas, [1] (IndiaMART, 2013), [2] (Annous, Fratamico, & Smith, 2009), [3]
(Hardy, 2010), [4] (Niemi et al., 2017) y [5] (Labroots, 2015).

VII.3.1.1. Cuantificacién de UFC de 6 cepas bacterianas.

De las pruebas realizadas para identificar el comportamiento presentaba la interaccion
entre bacterias con los marcadores, se procedio a realizar el conteo de UFC, con la
finalidad de determinar un estimado de la poblacion presente (Lacroix et al., 1996; Fillit
et al., 2010) en las muestras analizadas, la Tabla 9 muestra de manera representativa la
prueba aplicada a la cepa B. subtilis LPML1.

Tabla 9. Cajas petri inoculadas con bacteria B. subtilis LPM1 a una DOesoorm = 0.1 para
cuantificacion de UFC - mL™. Im&genes representativas de un ensayo independiente.

Bacillus subtiis LPM1  Bacillus subilis LPM1  Bacillus subtilis LPM1  Bacillus subfilis LPM1  Bacillus subtilis LPM1  Bacillus subtilis LPM1
10t 102 108 10¢ 10° 10°
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En la Tabla 10 se muestran los datos analizados correspondientes a un ensayo
independiente para las 6 cepas bacterianas, la dilucién 106 fue utilizada debido a la
facilidad del conteo de colonias en placas mediante esta técnica (Golan et al., 2010)
basandose en diluciones seriadas en medios especificos. Independiente de que todas
las muestras fueron ajustadas a una DOeoonm = 0.1, No se logré obtener el mismo niimero
de UFC - mL?, lo cual es atribuido a que las bacterias presentan diferencias en su cinética
de crecimiento, debido a que el desempefio del metabolismo es variable en cada bacteria
(Kohl et al., 2011), incluso el uso de medios ricos en nutrientes, sintéticos o especificos,
asi como la temperatura puede generar dicha variaciébn en algunos microorganismos
(Schisler y Slininger, 1997). Para fines del trabajo, optamos por tratar de homogenizar la

poblacién basando en una DOsoonm = 0.1

Tabla 10. Datos analizados para cuantificacion de UFC - mL! de 6 cepas bacterianas
representativos de un ensayo independiente mostrando el conteo en la dilucién 106.

Cepa bacteriana UFC - mL?

Bacillus subtilis LPM1 6.4 x 10°
Bacillus subtilis PY79 8.0x 10’
Escherichia Coli DH5a 4.9x108
Pseudomonas syringae pv. 9
tomato DC3000 6.4x10

Pectobacterium cacticidum 6.4 x 108
Agrobacterium sp. 4.8x10°

VIl.4. Promocion de crecimiento en 3 variedades de tomate.

Las PGPR, como se ha descrito en informacion previa, son utilizadas desde algunas
décadas y en la actualidad como estrategias favorables en la agricultura, funcionando en
muchos casos como biofertilizantes, fitoestimuladores, cicladores de nutrientes y/o
biocontroladores (Gaiero et al., 2013), como es el caso de la cepa de interés de este

trabajo B. subtilis LPM1. La aplicacién de esta cepa bacteriana en un ensayo de 3
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variedades de tomate crecidas bajo condiciones de invernadero presentd diferencias
estadisticamente significativas en el parametro biométrico de biomasa seca de raiz, en
la variedad Micro-Tom obtenido mediante un analisis destructivo, dicho resultado se

observa en la Figura 33.

Cabe mencionar que este experimento fue desarrollado debido a que la variedad Micro-
Tom, la cual fue de suma importancia para el desarrollo del experimento, no se
encontraba reportada en algun trabajo con pruebas referente a los efectos causados en
parametros biométricos por alguna PGPR. Por tal motivo, se opté por montar dicho
trabajo con la finalidad de comprobar la eficacia de la cepa B. subtilis LPM1
interaccionando con esta variedad de tomate, ya que una de las caracteristicas que
presentan las plantas al estar en contacto con rizobacterias, es la promocién de
crecimiento en tejido radicular en distintas especies vegetales (Green y Sambrook, 2012)

fendmeno que se presento en la variedad de tomate de interés para el presente trabajo.

En la Figura 32 se puede visualizar el comportamiento radicular de la variedad Micro-
Tom, donde se representa que la biomasa de dicha zona era mayor para las plantas que
fueron tratadas con la bacteria B. subtilis LPM1. Se presento el proceso de inhibicién de
la raiz principal para aumentar la generacion de secundarias y pelos radiculares, este
efecto se atribuye en diversos trabajos a que las rizobacterias en algunos casos, son
capaces de mejorar la proliferacion de las raices, debido a la produccién de AlA (Pednafiel-
Jaramillo et al., 2016) y la hidrolisis de la ACC por la ACC desaminasa, lo cual genera la
disminucién del contenido de etileno de las plantas ocasionando el incremento en las
raices (Mommer et al., 2016). Con estos datos se pudo determinar que la variable de
biomasa seca de la raiz presenté un 81.48% de g - planta en los tratamientos que fueron

inoculados con la cepa bacteriana superiores al control.

La actividad que presenta esta bacteria al estar en contacto con plantas estudiadas, ha
determinado que tiene la funcion principal de producir en la planta el incremento en raices
secundarias y pelos radiculares con la finalidad de tener mayor area contacto con el suelo
y de esta forma absorber mas cantidad de nutrientes y agua necesarios para el desarrollo

y crecimiento de la planta (Compant et al., 2005; Zhang et al., 2016).
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Figura 32. Captura de zona radicular de ensayo montado en invernadero, donde se
observa que las plantas que fueron tratadas con la bacteria B. subtilis LPM1 muestran un
incremento en las raices laterales y pelos radiculares en comparacion con el control que
presenta una mayor longitud en la raiz principal.

Para el caso de la variedad Floradade también presente en la Figura 33, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en esta variable evaluada, esto se le atribuye
a gue la planta de esta variedad es mas grande que las otras dos variedades, tanto foliar
como radicular (Lakshmanan et al., 2014; Paudel et al., 2014; Quesada-Ocampo et al.,
2016) (Figura 34), por lo cual las fechas en las que fueron realizados los andlisis
destructivos permitieron a la planta producir mayor contenido de raiz aceptable por la
maceta en la que se encontraba, lo cual impidi6 que se desarrollaran de una forma
Optima. En un ensayo similar realizado por Ibafiez (2019 tesis de licenciatura en proceso)
indica que en los primeros muestreos donde la planta tenia area favorable para el
desarrollo de su o6rgano radicular se presentaron diferencias estadisticamente

significativas en la evaluacion.
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Figura 33. Comportamiento de variable biomasa seca de raiz evaluada de tres
variedades de tomate en parametros biométricos, sometidas a un analisis de varianza y
prueba de Tukey (P< 0.05), donde F C= Floradade Control, F+B= Floradade + LPM1, S
C= Silvestre Control, S+B= Silvestre + LPM1, MT C= Micro-Tom Control y MT+B= Micro-
Tom + LPM1.

Micro- Tom. Silvestre. Floradade.

Figura 34. Visualizacion de variabilidad en el crecimiento de las 3 variedades de tomate,
S. lycopersicum cv. Micro-Tom, S. lycopersicum cv. Silvestre y S. lycopersicum cv.
Floradade.
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Para el caso de la variedad Silvestre en la misma variable, se observa el comportamiento
contrario a la variedad Micro-Tom, es decir, las plantas que fueron inoculadas con la cepa
bacteriana presentaron menor g - planta! de biomasa seca de raiz, sin embargo, con
respecto a las otras variables evaluadas de los pardmetros biométricos, que se visualizan
en la Tabla 11, se mostraron diferencias estadisticamente significativas para la mayoria
de las variables en dicha variedad, aquellos tratamientos que presentaron la inoculacion
con la bacteria promotora de crecimiento fueron los mejores; este analisis muestra que
el efecto en esta variedad no se vio reflejado en la zona radicular, pero si en la zona
aérea. Por otro lado, para la variedad Floradade no se mostraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las variables evaluadas, lo cual nos puede
indicar que no es una regla general para promocion de crecimiento por PGPR en todas
las plantas, ya que algunos hospederos manifiestan marcada promocion mientras que

otros no.

La variedad Micro-Tom que era de suma importancia para el desarrollo del experimento
principalmente en el desarrollo radicular, mostré diferencias estadisticamente
significativas en la variable biomasa fresca de raiz, obteniendo un 34.01% superior de g
- planta’* que el control, dicho efecto va de la mano con los resultados obtenidos en el
parametro de biomasa seca de raiz (Figura 33), lo que termina por comprobar que se
manifesto el efecto caracteristico de la bacteria B. subtilis LPM1 en el 6rgano de la raiz

en esta variedad (Chavez-Betancourt et al., 2006).
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Tabla 11. Influencia de la cepa bacteriana B. subtilis LPM1 en los parametros biométricos
evaluados de 3 variedades de tomate sometidas a un andlisis de varianza y prueba de
Tukey (P< 0.05).

, Biomasa frescade Biomasa frescade  Biomasasecade Diametrodetalo  Alfura
Tratamientos A A 1 A
raiz(g - planta’) vastago (g planta”) vastago (g - planta’) (cm-planta”)  (cm- planta )
FC 6181067 a 24991098 a 28010984 630£028a 1450+0.17a
F+B 6331037 a 2402+ 102a 273£1023 588+0.12b 1425:041a
SC 80540743 16.8811.20b 220£120b 3.8510.16¢c] (1153+047h
S+B 742£0.77b 209610404 28010404 500£0.18bf |1345+0552
MTC 3461032¢ 12231068 ¢ 163+068¢ 485£023b 7251066¢
MT+B 4641027 11711041 146+041¢ 480£024b 6.38+0.58d

F C= Floradade Control, F+B= Floradade + B. subtilis LPM1, S C= Silvestre Control, S+B= Silvestre + B.
subtilis LPM1, MT C= Micro-Tom Control y MT+B= Micro-Tom + B. subtilis LPM1.

Vil.4.1. Patrones de colonizacién a nivel in planta.

Debido a los resultados peculiares obtenidos en la caracterizacion espectroscopica de
los marcadores en solucién y el comportamiento obtenido en la interaccién de las
laminillas con las cepas bacterianas, se determind utilizar para los estudios de patrones
de colonizacién la molécula M1, su utilizacion en la prueba con raices a nivel in planta

permitié determinar los patrones que presenta la cepa B. subtilis LPM1.

En la Tabla 11, se pueden observar imagenes representativas de zonas tomadas de la
raiz y analizadas mediante LSCM, las tres variedades de tomate permitieron visualizar
fluorescencia en zonas donde se presentaba la abundancia de pelos radiculares en los
brotes de raices secundaria en las zonas de alargamiento, mientras que en las regiones
donde no se encontraba gran cantidad de pelos radiculares, meristemo apical zona de
division y diferenciacion celular, la fluorescencia no se pudo distinguir. En estudios donde
se ha reportado colonizacién de bacterias a partir de la transformacion de éstas (Gamez
et al., 2019; Gao et al., 2016) se ha encontrado que la colonizacion se presenta en zonas
gue no son de crecimiento, en algunos casos formando biofilm (Overkamp et al., 2013),
la zonas de la caliptra y de division celular al estar en continua produccion y reorden de

células, no permite que la bacteria se quede estatica en dichas zonas para poder formar
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aglomerados de éstas y mediante esto colonizar la zona (Liu, Zhao y Chen, 2006; Ugoji,
Laing y Hunter, 2005).

Es importante mencionar que dentro de los tratamientos aplicados, se planteo utilizar la
raiz sola con el marcador (M1), con la finalidad de poder descartar que la fluorescencia
estuviera siendo emitida por el tejido radicular y no por los patrones que se buscaban de
la bacteria de interés, para las tres variedades se muestra esta imagen en la tltima fila
de la Tabla 11, donde se descarta este fenomeno observando unicamente fluorescencia
en la imagen correspondiente al tratamiento con la raiz de la panta + bacteria + molécula

fluorescente M1.

Tabla 12. Patrones de colonizacion en zona radicular de plantas de 3 variedades de
tomate tratadas con M1, imagenes representativas de un ensayo independiente.

MT C MT + B. subtilis MT + B. subtilis MT + M1
LPM1 LPM1 + M1

FC F + B. subtilis F + B. subtilis F+ M1
LPM1 LPM1 + M1
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SC S + B. subtilis S + B. subtilis S+ M1
LPM1 LPM1 + M1

e 5 -
»
(3

F C= Floradade Control, F+B= Floradade + B. subtilis LPM1, S C= Silvestre Control, S+B= Silvestre + B.
subtilis LPM1, MT C= Micro-Tom Control y MT+B= Micro-Tom + B. subtilis LPM1.

Los patrones de colonizacion obtenidos en este ensayo y en la prueba in vitro, permiten
constatar que esta molécula fluorescente M1 es eficaz para su aplicacién en futuras

pruebas y ensayos mas profundos.

Comparando la respuesta emitida de la fluorescencia del marcador M1 con un trabajo
desarrollado por Chu et al., (2018), en el cual, al utilizar la bacteria Bacillus megaterium
etiquetada con el gen GFP, pudo determinar los patrones de colonizacion hasta los 11
dias después de haber inoculado su bacteria en las raices con intensidades importantes

de fluorescencia. A los 3 dias cuando realizé su primera evaluacion, solo pudo encontrar
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poblacion en las zona de elongacion de la raiz con muy poca fluorescencia emitida por
las bacterias y hasta los 11 dias en los pelos radiculares y zona de elongacion con una
intensidad superior a su anterior evaluacion; para la cepa PGPR evaluada en este ensayo
a los dos dias se pudo observar patrones muy completos en las zonas cominmente
reportadas para la colonizacion bacteriana; Es importante mencionar que las bacterias
del genero Bacillus estan reportadas que entre las 4 y 8 h después del primer contacto
de la bacteria con el tejido radicular comienza la formacion de biofilm (Allard-Massicotte
et al., 2016), proceso importante que ayuda a determinar los patrones de colonizacion en

cualquier bacteria.

VIL.5. Germinacion y crecimiento in vitro en plantas de tomate.
VIIL5.1. Aplicacion foliar de elicitores quimicos a plantulas.

VII.5.1.1. Analisis de acidos organicos presentes en exudados radiculares
por LC-MS.

Las plantas son generadoras de metabolitos secundarios, entre ellos acidos organicos
exudados por la zona radicular o compuestos volatiles por la zona aérea de las plantas,
al estar expuestas a diversos tipos de estrés por factores bibticos y/o abiéticos (Gouda et
al., 2018). La aplicacion de elicitores quimicos a nivel laboratorio son utilizados con la
finalidad de sustituir los tipos de estrés por los factores anteriormente mencionados,
buscando desencadenar respuestas tempranas de sefializacion en las plantas (Mandal
et al., 2013), por lo cual se plante6 la utilizacién de tres compuestos diferentes en el

desarrollo de este experimento.

Para los ensayos in vitro, se determin0 de manera cuantitativa y cualitativa por
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS) por sus siglas
en inglés Liquid chromatography—mass spectrometry la presencia de acidos organicos
en los exudados radiculares, ya que éstos juegan un papel importante en la interaccion
positiva 0 negativa que se presenta entre planta-microorganismo (Steinkellner,
Mammerler, y Vierheilig, 2008). Lo anterior se hizo, con la finalidad de elegir el mejor

tratamiento de elicitor para las pruebas posteriores.
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Los datos obtenidos de dicho andlisis se presentan en la Tabla 12, donde se pueden
observar los mg cuantificados de cada muestra respectiva a 3 acidos organicos
analizados. La cuantificacion total de los exudados inyectados en mg permitié seleccionar
el tratamiento de BTH a una concentracion de 500 uM a las 12 horas después de haber
sido expuesto a las plantas de la variedad Micro-Tom como el mejor inductor de exudados

radiculares.

Los tratamientos empleando JA, BTH y AA, se encuentra reportados en diversos articulos
como compuestos capaces de funcionar como elicitores tanto a nivel in vitro como in vivo,
ya que se documenta que tienen la capacidad de inducir exudados radiculares en plantas
(Avila et al., 2019; Guo et al., 2015; Balmer et al., 2015).

Tabla 13. Analisis de mg presentes correspondientes a tres acidos organicos distintos en

muestras de exudados radiculares de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom.
determinados por LC-MS.
Tratamiento 11EMPO Acido fumarico  Acido malico  Acido succinico Inyeccién
(h) (mg) (mg) (mg) total (mg)
6 2.7E-06 5.872E-06 4.146E-07 8.99E-06
JA 12 1.93E-06 3.733E-06 4.499E-07 6.12E-06
24 2.25E-06 5.195E-06 4.865E-07 7.93E-06
6 1.63E-06 4.469E-06 4.763E-07 6.57E-06
AA 12 1.79E-06 4.792E-06 5.985E-07 7.18E-06
24 1.74E-06 5.357E-06 4.349E-07 7.53E-06
6 2.53E-06 5.759E-06 5.842E-07 8.87E-06
BTH 12 2.28E-06 7.252E-06 5.998E-07 1.01E-05
24 2.99E-06 4.939E-06 6.595E-07 8.59E-06

Elicitores utilizados JA= Acido jasmonico 75 uM, AA= Acido azelaico 100 pM y BTH= Benzotiadiazol 500
UM. mg obtenidos mediante la utilizacién de curvas de calibracion con una R? de 0.99 en los tres &cidos
organicos evaluados.

El BTH se encuentra reportado como un potente inductor de SAR debido a los criterios
fisiologicos y bioquimicos, se encarga de defender a la planta activando respuestas
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hipersensibles, que simulan el ataque ante patdgenos y/o enfermedades que actian
induciendo a esta respuesta; de hecho, es un producto quimico sintético que aplicado a
diversas plantas ha generado respuestas favorables (Walters et al., 2011; Mondia, 2009),
para este ensayo Yy debido a los resultados obtenidos se determind y considero mejor el
tratamiento con BTH.

VII.5.2. Patrones de colonizacién a nivel in vitro.

La determinacion de patrones de colonizacion, es utilizada y estudiada con la finalidad
de tener un panorama de las zonas que se encuentran poblando las bacterias, asi mismo
identificar a que se deben estos comportamientos que presentan determinadas cepas
bacterianas (Posada et al., 2018). Para determinar los patrones de colonizacién a nivel
in vitro, se realizaron ensayos similares a los de patrones de colonizacion in planta, para
este ensayo la Unica variedad evaluada fue Micro-Tom, ya que era el modelo de estudio
propuesto desde inicios del trabajo, principalmente, porque por su tamafio facilita la

manipulacion bajo condiciones in vitro.

Los resultados de este ensayo se encuentran resumidos en las siguientes tablas,
divididas por tratamientos. En la Tabla 13 se pueden apreciar imagenes obtenidas
mediante LSCM, donde dicho tratamiento estaba conformado Unicamente por la raiz de
la planta (T1). Con estas imagenes, se logra comprobar que la raices no emiten
fluorescencia, lo que nos ayuda a descartar fluorescencia innata proveniente del tejido
radicular, cabe mencionar que las imagenes fueron visualizadas en todas las longitudes
de la raiz de la planta con la finalidad de evaluar las distintas zonas de desarrollo para

éstas.
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Tabla 14. Patrones de zona radicular de plantas de tomate de la variedad Micro-Tom
para el tratamiento 1, imagenes representativas de un ensayo independiente.

T1 R1 R2 R3

Zona

T1= Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom, R1= repeticidn 1, R2= repeticion 2 y R3= repeticion 3.

En la Tabla 14 se puede observar el segundo tratamiento (T2), el cual estaba conformado
por la raiz de la planta + B. subtilis LPM1, este tratamiento solo fue propuesto como

control, ya que debido a las pruebas anteriores realizadas en la interaccibn marcador-
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bacteria ya se conocia que la cepa por si sola no emitia fluorescencia en el LSCM. En
estas imagenes se puede observar la division en zonas, esto con la finalidad de tener un
ensayo representativo intentando igualar las regiones evaluadas en todos los

tratamientos.

En algunas imagenes se alcanzan a ver pequefios puntos negros, los cuales nos indica
la presencia de bacterias alrededor del tejido radicular. Debido a que para esta prueba
se utilizé el lente 10x, no alcanz6 a mostrarse un enfoque definido de la bacteria, pero si

se comprobo la presencia de éstas.

Tabla 15. Patrones de colonizacién en zona radicular de plantas de tomate de la variedad
Micro-Tom para el tratamiento 2, imagenes representativas de un ensayo independiente.

T2 R1 R2 R3

Zona l

Zona 2
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Zona 3

T2= Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom + B. subtilis LPM1, R1= repeticiéon 1, R2= repeticion 2 y R3=
repeticion 3.

En la Tabla 15 se puede apreciar el tercer tratamiento (T3), el cual estaba conformado
por la raiz de la planta + B. subtilis LPM1 + M1, dicho tratamiento como ya se habia
presentado a nivel in planta, se volvid a repetir en los patrones de esta evaluacion. Las
imagenes muestran fluorescencia en las zonas donde se tenia una mayor cantidad de
pelos radiculares, asi como brotes secundarios de raiz; se comprob6 que no hubiera la
presencia de fluorescencia en las zonas de meristemos apicales, ya que como lo
mencionan diversos investigadores, estas zonas no son favorables para que las bacterias
puedan colonizar debido al creciente cambio en el tejido por la generacién de nuevas
células (Cao et al., 2011).

Las imégenes obtenidas permitieron visualizar que efectivamente se presentd la
formacion de biofilm en el tejido radicular, ya que se observa el recubrimiento total del
tejido, y no solo en los pelos radiculares. Como bien se sabe, la cepa del genero B. subtilis
se caracteriza en ser formadora de biofilm, este proceso de formacion esta relacionado
con la capacidad de motilidad de las bacterias, ya que dicho proceso les facilita colonizar
y expandirse en estructuras maduras de la raiz de la planta (Ling et al., 2011); zonas que

se encontrd emitiendo fluorescencia debido a la interaccion planta-marcador.

También se puede observar en algunas imagenes la presencia de las bacterias como
pequefios puntos negros alrededor de la raiz, este fendmeno se le adjudica a que las

muestras fueron extraidas de la solucién de agua en las que se incubaron, por lo cual al
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colocar la raiz en los portaobjetos éstas pudieron tener un mayor contenido de agua al

extraerlas, por lo cual se aprecian en algunas imagenes mas bacterias que en otras.

Tabla 16. Patrones de colonizacién en zona radicular de plantas de tomate de la variedad
Micro-Tom para el tratamiento 3, imagenes representativas de un ensayo independiente.

T3 R1 R2 R3

o2 708.65 gimol
8 Ko
o

ons

T3= Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom + B. subtilis LPM1 + M1, R1= repeticion 1, R2= repeticion 2 y
R3= repeticién 3.
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El ultimo tratamiento utilizado (T4) consistio en las raices de las plantas incubadas con
M1 bajo las mismas condiciones aplicadas a los tres tratamientos antes mencionados.
Se aplicé con la finalidad de descartar la presencia de fluorescencia por la interaccion del
marcador con el tejido radicular. La Tabla 16 nos permite visualizar que efectivamente la
fluorescencia que se presentaba en la Tabla 15 estaba identificando a la interaccién

marcador-bacteria y no con el tejido radicular.

Tabla 17. Patrones de zona radicular de plantas de tomate de la variedad Micro-Tom
para el tratamiento 4, imagenes representativas de un ensayo independiente.

T4 R1 R2 R3

Zonal

Zona 2
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Zona 3

T4= Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom + M1, R1= repeticidn 1, R2= repeticion 2 y R3= repeticion 3.

Este ensayo realizado para la evaluacion de patrones de colonizacion, permitié obtener
dichos datos de una manera sencilla en las raices de la variedad Micro-Tom, existen
diversos estudios que implican transformaciones bacterianas para poder visualizar la
colonizacion, lo cual requiere implementar técnicas laboriosas (Chu et al., 2018; Gao et
al., 2013; Liu, Zhao y Chen, 2006). La utilizacion de sondas especificas mediante la
aplicacion de técnicas como FISH y CARD-FISH permite su determinaciéon, pero su
aplicacion es muy laboriosa en el manejo de las raices y también requiere de técnicas
moleculares complejas (Posada et al., 2018; Anyane-Yeboa, 2011), otra técnica utilizada
y también reportada es la cuantificacion de éstas mediante gqPCR o PCR normal, las
cuales implican una mayor inversion de tiempo para la obtencién de éstos y solo permiten
obtener la presencia de las bacterias, mas no sus patrones de colonizaciéon (Mendis et
al., 2018; Mosimann et al., 2017).

La utilizacion del marcador M1 fluorescente fue apto para desarrollar este experimento,
sin embargo, no se descarta la utilizacion de las 4 moléculas restantes, ya que, partiendo
de estos datos obtenidos, la idea es disefiar moléculas que tengan especificidad. Algunos
trabajos reportan que los disefilos de marcadores fluorescentes sintetizados en conjunto
con biomoléculas podrian determinar la especificidad en algunos casos bacterianos
partiendo de sefiales quimicas especificas considerando los elementos sensores

involucrados (Tyler, Pullen, y Swager, 2000).

Comparando con otros trabajos ya documentados, donde se obtuvo que mediante

exudados de plantas de arroz se puede ocasionar una atraccién hacia la cepa aislada de
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rizosfera Bacillus sp. y la cepa endéfita B. pumilus (Bacilio-Jiménez et al., 2003), los
exudados de semillas y raiz de plantas de soja son capaces de atraer a la bacteria B.
megaterium cepa B153-2-2 (Zheng y Sinclair, 1996), con estos reportes y los resultados
obtenidos se logr6 demostrar que los exudados radiculares desempefian un papel
importante en el reclutamiento para la colonizacién radicular, en este caso la cepa B.
subtilis LPM1 permiti6 comprobar dicho comportamiento a partir de la fluorescencia
emitida por éstas en el ensayo anteriormente evaluado. Esta liberacion de exudados
radiculares fue promovida previamente por el efecto del BTH (que en la literatura hay
pocos reportes) y cuya idea fue verificar si incrementaba la sintesis de exudados como
se presentd en diferentes plantas modelo y con factores biéticos reportados (bacterias,

hongos e insectos).

VII.6. Quimiotaxis bacteriana.
VIl.6.1. Quimiotaxis en medio de cultivo sdlido.
VII.6.1.1. Medio minimo M9 con B. subtilis LPM1.

El fendmeno de quimiotaxis es un proceso complejo que se da en las bacterias méviles
donde interviene el quorum sensing, las concentraciones idéneas de compuestos
guimioatrayentes y/o fuentes de carbono, el pH del entorno, entre otros. Su manifestacion
se da como consecuencia de que las bacterias son capaces de detectar y/o a su vez
responder a bajas concentraciones de compuestos organicos presentes en su ambiente
(Ling et al., 2011).

Para la determinacién del fendmeno de quimiotaxis, se plante6 la utilizacién de medio
minimo M9, debido a que su formulacion esta basada en las concentraciones minimas
necesarias para que un organismo pueda desarrollarse (Pérez-Reytor et al., 2003;
Meenakshi, 2013). A este respecto y con la finalidad de observar si diferentes
concentraciones de los acidos organicos aplicados podian fungir como compuestos
quimioatrayentes para B. subtilis LPM1, la cepa fue inoculada inicialmente con una

concentracion de 7 x 108 UFC - mL1.
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En la Tabla 18 se muestran los valores obtenidos de crecimiento en las cajas petri; donde
se aprecia que las concentraciones utilizadas de los acidos organicos presentan una
variabilidad en el crecimiento de la cepa bacteriana, esta variacion en las concentraciones
juega un papel importante para la determinacién y respuesta de las bacterias ante los
cambios en las concentraciones de los agentes que le resultan atrayentes, ya que son

capaces de detectar un gradiente de concentracion (Gupta-Sood, 2003).

Tabla 18. Datos respectivos a crecimiento de bacteria B. subtilis LPM1, sometida a 5
acidos organicos y 5 concentraciones distintas para determinar efecto de quimiotaxis
presente por la bacteria hacia dichos &cidos.

[UM]  A.oxdlico A.malico A.fumarico A.succihico A.citrico
25 uM 296cm  1.60cm 2.63cm 250cm 2.05cm
50 uM 3.25cm| 1.65cm 1.75cm 3.10 cm 1.65cm
75 uM 3.00cm |3.76.cm 240 cm 240 cm 2.50cm
100 uM 280cm 293 cm 1.90 cm 2.00 cm 1.80 cm
200uM 240cm  2.70cm 2.90 cm 2.00 cm 2.80cm

Los recuadros rojos representan las concentraciones aplicadas de acidos organicos donde el crecimiento
fue superior al control que presentaba un valor de 3 cm.

El crecimiento presentado por la bacteria control (Unicamente con medio minimo M9) fue
de 3 cm, mediante este valor se determiné que las concentraciones en las cuales los
acidos organicos funcionan como quimioatrayente fue en el caso de acido oxalico 50 puM,
acido malico 75 uM y acido succinico 50 uM (Figura 35); la confirmacién de estos acidos
organicos como quimioatrayente es atribuida a que no funcionaron como fuente de
carbono para el crecimiento de la bacteria, debido a que con el incremento de
concentraciones no se presentd un incremento en el desarrollo de la bacteria, fenomeno
que es caracteristico cuando su principal actividad con la bacteria es como fuente de

carbono, proceso conocido como taxis bacteriana (Bi y Sourjik, 2018).

El proceso de adaptacion que presenta la cepa B. subtilis para la quimiotaxis esta

relacionado con tres sistemas, los cuales mediante su intervencion permiten una
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actividad deseada en la quimiotaxis, esta actividad estd dada por la intervencién en
conjunto del sistema de metilacion, sistema CheC - CheD — CheYp y el sistema CheV, si
no se presenta la activacion de alguno de los dos ultimos sistemas mencionados el
proceso de quimiotaxis se ve reducido, la activacion de estos sistemas se da a partir de
proteinas transmembranales involucradas (Rao, Glekas y Ordal, 2008); para este ensayo
realizado no se analizaron estos sistemas ni las proteinas involucradas, pero se le puede
probablemente adjudicar a éstos la respuesta 0 no hacia los acidos organismos

probados.

Estos &cidos que se encuentran asociados a los metabolitos secundarios exudados
radicularmente por las plantas funcionan como compuestos quimioatrayentes y/o fuente
de carbono (Gupta-Sood, 2003; Krzyzanowska et al., 2012) y son identificados como uno
de los grupos presentes en la rizésfera en los exudados de las plantas ante estrés bidtico
y/o abidtico al que continuamente estan sometidas, donde, dicho proceso de quimiotaxis
es pieza clave para comprenden un perfil y funcionamiento de las PGPR involucradas y
su relacion con estos acidos organicos (Lakshmanan et al., 2014; Das, 2014).

Figura 35. Cajas petri representativas a la prueba con medio minimo M9, donde se
aprecia el crecimiento de la cepa bacteriana sometida a las mejores concentraciones de
acidos organicos y su respectivo control, donde A) control, B) acido oxalico 50 uM, C)
acido malico 75 uM y D) acido succinico 50 pM.

A pesar de que las concentraciones utilizadas para el acido fumarico y citrico no
presentaron mayor incremento en el crecimiento en comparaciéon con el control, estos
acidos también se encuentran reportados en estudios de andlisis de exudados de la raiz
en plantas sometidas a estrés (Gupta-Sood, 2003). Sin embargo, se empleo la repeticion
de esta técnica con la finalidad de evaluar la quimiotaxis bacteriana ante diversas

condiciones.
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VII.6.1.2. Medio minimo M9 con 3 cepas bacterianas.

Con los resultados preliminares obtenidos referentes al ensayo de quimiotaxis, se
propuso la repeticion de dicho experimento modificando ciertas variables, para este se
evaluaron B. subtilis LPM1, B. subtilis PY79 y E. coli DH5a en medio minimo M9, se
determinaron las concentraciones medias del anterior experimento, descartando la mas
baja y la més alta propuestas en el preliminar, debido a que en ninguna de estas se
presenté mayor crecimiento de la cepa respectivamente a su control. El comportamiento
gue presentaron dichas cepas en los medios utilizados se puede apreciar en las cinéticas

presentadas en las siguientes gréficas.

El comportamiento de la PGPR B. subtilis LPM1 se aprecia en la Figura 36, donde la cepa
estuvo en contacto por el medio de soporte con los acidos organicos, para el caso de
acido fumarico 100 pM, &cido malico 100 pM y acido citrico 100 pM, dichas
concentraciones permitieron mayor crecimiento de la bacteria respectivamente a su

control al haber estado expuesta a distancia en contacto 45 dias.

En el caso del acido oxalico y acido succinico, no se presentd esta tendencia, ya que
ninguno de los tratamientos supero al control a lo largo de la cinética evaluada. En la
prueba realizada preliminar, se observé que para esta bacteria la concentracion 6ptima
en estos dos ultimos &cidos era de 50 puM, sin embargo, para este ensayo donde las
variables fueron distintas, como el tiempo de contacto con el medio, la distancia entre el
acido organico y la bacteria inoculada, no se presentd la misma tendencia dando a
conocer que esta variabilidad puede interferir con el comportamiento de la bacteria hacia
algunos acidos organicos, esto debido a que solo entre el 5y 8% del genoma total de la
bacteria esta dedicado en la sintesis de metabolitos secundarios compuestos que estan
relacionados con la capacidad de detectar compuestos en su ambiente de desarrollo,
esta actividad especifica con cada compuesto puede variar dependiendo las condiciones
de su entorno (Fira et al., 2018).

El presente ensayo permitio determinar que con esta cepa bacteriana funciona como

fuente de carbono, el 4cido oxalico y acido fumarico, ya que se muestra muy marcada la
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tendencia que al incrementar la concentracion de &cido en ambos casos también ocurre

un incremento en el crecimiento bacteriano.

También se determind el pH para descartar que este fuera responsable del crecimiento
bacteriano. En el Anexo a. (Figura 46, Figura 47, Figura 48, Figura 49, Figura 50), se
presentan 5 graficas donde se puede apreciar el comportamiento del pH el medio minimo
M9 con los 5 &cidos organicos utilizados. Como no se presentd una variacion durante 1
mes, se descartd que el crecimiento de la bacteria hubiera estado influenciado por el

gradiente de pH que se creia podria haber generado el acido organico al medio.

El hecho de que no se haya presentado una variacién en el pH se le atribuye a que la
cantidad de acido organico aplicado a los medios de soporte no era una cantidad
considerable que pudiera ocasionar dicho cambio, ya que a cada muestra Unicamente se
le inoculaba un volumen de 100 pL de la concentracion correspondiente.

Contrario a los resultados presentados en el ensayo preliminar y en los cuales se partié
para desarrollar esta prueba mas completa, se presentd una variacion en el
comportamiento de la bacteria con los acidos organicos. Esta variacion se puede apreciar
que en la mayoria de los acidos ocurre después de haber estado en contacto minimo a
los 10 dias, a partir de este tiempo es en donde se comienza a visualizar en las graficas
la tendencia de los resultados obtenidos en este ensayo, mientras que el preliminar fue
evaluado a los 8 dias y en éste no se le realiz6 un monitoreo continuo en la medicion del

crecimiento como en este ensayo extenso.
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Figura 36. Comportamiento de cepa B. subtilis LPM1 en medio minimo M9 sdlido,
realizando mediciones cada 3 dias con una duracién de 45 dias de crecimiento en
contacto con cinco acidos organicos distintos, donde A) acido fumarico, B) acido malico,
C) acido oxalico, D) acido succinico y E) acido citrico.
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En el mismo ensayo evaluado en conjunto con la cepa B. subtilis PY79, se muestra el
comportamiento respectivo al contacto de ésta con los acidos organicos. En la Figura 37,
se muestra que para esta bacteria el acido fumarico 100 uM vy el oxalico 75 uM, fueron
en las concentraciones mencionadas aquellas que superaron el crecimiento con respecto
al control, para el caso del acido méalico a principios de la cinética, la mejor concentracion
era 100 uM. A partir del dia 40 ocurrié un cambio drastico en el comportamiento de 75
UM, ya que superd de manera importante al control y a la concentracion de 100 uM. Este
efecto se le puede atribuir a que a en este momento la bacteria ya se encontraba mas
cercana al acido organico, por lo cual al estar mas disponible se presento este proceso.

Para el caso de esta bacteria, no se determin6 ningun acido orgénico funcionando como
fuente de carbono, ya que el crecimiento no fue proporcional a la concentracion aplicada
y COmMo ya se menciono, este es un parametro importante para determinar la diferencia
de un compuesto en la quimiotaxis; esta variacion correspondiente a los acidos
organicos, se debe a que las bacterias cuentan con proteinas transmembranales que
estan involucradas en el proceso de quimiotaxis, las cuales tienen receptores y efectores
especifico para sensar compuestos gquimiotacticos tanto benéficos como repelentes
(Huang et al., 2019).

Al comparar las dos cepas del mismo género bacteriano, se puede comprobar que los
acidos organicos pueden variar en su funcién para cada bacteria, en este caso fuente de
carbono o quimioatrayente. La concentracion éptima para el desarrollo de cada bacteria
es un parametro importante en el crecimiento de las bacterias (Hashem et al., 2019), se
sabe que a pesar de que las bacterias se agrupan en géneros bacterianos y que
comparten ciertas caracteristicas, también existe una variabilidad muy importante en su
genoma, lo cual les permite reconocer compuestos que son capaces de identificar y/o
utilizar dependiendo su estilo de vida y condiciones Optimas especificas favorables
(Ewens, 2001). La cepa B. subtilis LPM1 al ser una cepa aislada de la rizésfera (Chavez-
Betancourt et al., 2006) mantiene ciertas actividades distintas a la cepa B. subtilis PY79,
la cual es utilizada a nivel laboratorio como modelo de estudio (Ragione y Woodward,
2003). A estos factores en el estilo de vida se les atribuye el comportamiento distinto que

se presentod en este ensayo de quimiotaxis (Brenner, Miller y Broughton, 2001).
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Figura 37. Comportamiento de cepa B. subtilis PY79 en medio minimo M9 sdlido,
realizando mediciones cada 3 dias con una duracion de 45 dias de crecimiento en
contacto con cinco acidos organicos distintos, donde A) &cido fumarico, B) acido malico,
C) acido oxalico, D) acido succinico y E) acido citrico.
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La ultima cepa evaluada en este ensayo debido a su amplia aplicacién como modelo de
estudio E. coli DH5a (Gao et al., 2016), presentd un comportamiento distinto. En la Figura
38 se puede apreciar que todos los acidos para esta cepa funcionaron como
quimioatrayente, las mejores concentraciones para cada uno de estos fue acido fumarico
75 UM, acido malico 100 uM, &cido oxalico 75 uM, &cido succinico 50 uM y acido citrico
75 uM, la peculiaridad que presento esta cepa fue que la mayoria de las concentraciones

fueron mas bajas que las 2 cepas anteriores mencionadas.

Con la determinacion de este ensayo y los resultados obtenidos, se puede apreciar que
existe una variabilidad notoria entre las cepas utilizadas, asi como diferencias marcadas
hasta en el mismo género bacteriano en respuesta a los acidos organicos y sus
concentraciones, lo que permitio determinar la funcion de los acidos organicos como
quimioatrayente partiendo de una idea desde su estilo, capacidades de vida y
compuestos involucrados en el reconocimiento de estas moléculas organicas (Cote et al.,
2015).
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Figura 38. Comportamiento de cepa E. coli DH5a en medio minimo M9 sélido, realizando
mediciones cada 3 dias con una duracion de 45 dias de crecimiento en contacto con
cinco acidos organicos distintos, donde A) acido fumarico, B) acido malico, C) acido
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VI.6.2. Quimiotaxis en medio de cultivo liquido.
VII.6.2.1. Medio minimo M9 con 3 cepas bacterianas.

El proceso de quimiotaxis se encuentra también reportado como un proceso de respuesta
rapida propulsado por el flagelo de la bacteria cuando el entorno esta conformado por
ambientes liquidos (Gao et al., 2016), se propuso el desarrollo del mismo experimento,
pero llevado a cabo en medio liquido evaluado a un tiempo no mayor a tres horas. Las
concentraciones aplicadas para este ensayo, fueron basadas en los resultados obtenidos
previamente en el ensayo de quimiotaxis en medio solido, especificamente utilizando los
valores favorables para la cepa B. subtilis LPM1 y aumentando en este ensayo el M1y
M2 moléculas fluorescentes que contenian terminaciones acidas y que podian permitir

tener un panorama sobre el comportamiento de atraccion hacia &cidos por la bacteria.

La cepa B. subtilis LPM1 en la Tabla 19 presenta que los acidos malico, oxalico y M1, la
respuesta quimioatrayente fue temprana, mientras que para el acido succinico y M2, la
respuesta se vio reflejada a la hora de estar en contacto, en los restantes acidos se
presento el proceso hasta los 90 min. Esta variabilidad notoria que presento la cepa con
cada acido organico se debe a la capacidad que tiene de identificar y generar
comunicacién entre ellas para realizar dicho proceso de quimiotaxis (Franco et al., 2019).
A pesar de la diferencia de dicho proceso ante cada acido organico, se logr6 comprobar
mediante esta técnica que en tiempos cortos estos procesos de comunicacion
denominados como “quorum sensing” en las bacterias pudieran estar involucrados para

llevar a cabo este proceso.

La cuantificacion de UFC - mL* mas alta que se presenté para esta cepa fue en el
tratamiento con &cido malico 100 uM con un valor de 2.1 x10°. Las UFC - mL' iniciales
para este ensayo respectivos de esta bacteria fue de 5.0 x107, con este valor podemos
determinar que las bacterias que se encontraban inicialmente ya estaban presentes en
el tubo capilar y algunas mas de las que se habian reproducido en ese lapso de tiempo

en el mejor tratamiento cuando la cinética fue detenida.

El acido malico se encuentra mayormente reportado como un fuerte quimioatrayente en

la colonizacion de la raiz para cepas del genero B. subtilis (Lakshmanan, Selvaraj, y Bais,
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2014; Tan et al., 2013; Ling et al., 2011; Rudrappa et al., 2008), con este ensayo se pudo
comprobar que para la cepa de interés PGPR funcioné de manera eficaz siendo el mejor

reclutador de UFC - mL en un periodo corto de tiempo.

Tabla 19. Cuantificacién de UFC - mL* de la cepa B. subtilis LPM1 en cinética evaluada.

30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

Tratamiento UFC - mL UFC - mL* UFC - mL? UFC - mL! UFC - mL! UFC - mL?

AM 3.3 x108 1.4 x10° 1.6 x108 2.0 x10° 2.1 x10° 2.1 x10°
AF 0 0 0 4.0 x108 4.1 x10° 1.7 x10°
AC 0 0 0 5.6 x108 7.9 x108 1.2 x10°
AO 1.3 x108 1.6 x108 2.1 x108 2.1 x108 2.2 x108 2.5 x108
AS 0 1 x107 1.0 x108 1.2 x108 1.3 x108 1.4 x108
M1 2.1 x108 2.2 x108 2.4 x108 2.5 x108 2.8 x108 3 x108

M2 0 2 X107 4 X107 1.0 X108 3.3 X108 3.5 X108

B 0 0 0 0 0 0

UFC- mL- cuantificadas de la dilucién 108, AM= acido malico, AF= acido fumarico, AC= acido citrico, AO=
acido oxalico, AS= &acido succinico, M1= marcador pireno sulfonato de sodio con terminacién acido
carboxilico y M2= marcador pireno sulfonato de sodio con terminacién acido malico.

En la Tabla 20 se muestran los datos obtenidos para la cepa B. subtilis PY79, en esta
bacteria unicamente se evaluaron los 5 acidos orgéanicos. El 4cido malico, fumarico y
oxalico presentaron respuesta desde los 30 min, mientras que los dos acidos restantes
la presentaron hasta los 90 min. Nuevamente este proceso variante entre la migraciéon
hacia los &cidos se adjudica a la capacidad que tiene cada cepa bacteriana de identificar
compuestos que le funcionen como quimioatrayente, proceso que Sse encuentra
relacionado con compuestos o mecanismos distintos (Rudrappa et al., 2008). Para esta
diferente cepa de B. subtilis, a los 180 min de la evaluacién el acido citrico fue el que

presenté mayor nimero de UFC - mL con 3.4 x10°.

Las UFC - mL1iniciales para este ensayo, respectivos a esta bacteria fue de 8.4 x10°,
con este valor se determind que no todas las bacterias se encontraban presentes en el
tubo capilar del mejor tratamiento cuando la cinética fue detenida, caso contrario en la

cepa B. subtilis LPM1, donde ya se encontraba la presencia de bacterias que ya se
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habian duplicado en el mejor tratamiento siendo un 102.38% respectivo mientras que en

esta cepa solo se tenia dentro del capilar un 40.47% de las células iniciales inoculadas.

Tabla 20. Cuantificacién de UFC - mL* de la cepa B. subtilis PY79 en cinética evaluada.

Tratamiento

AM

AF
AC

AO
AS
B

30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min
UFC - mL? UFC - mL?! UFC-mL?! UFC - mL?! UFC-mL? UFC - mL1?
1 x107 4 x107 1.2 x108 1.7 x10° 2.0 x10° 2.9 x10°
1 x107 1 x107 6 x107 2.1 x108 1.1 x10° 1.7 x10°
0 0 0 6 x10’ 2.4 x108 3.4 x10°

1 x107 1 x107 1 x107 8 x107 5.5 x108 2.0 x10°
0 0 0 3.7 x108 3.9 x108 2.2 x10°
0 0 0 0 0 0

UFC - mL1 cuantificadas de la dilucién 106, AM= acido malico, AF= acido fuméarico, AC= acido citrico,
AO= 4cido oxdlico y AS= 4cido succinico.

La cepa E. coli DH5a presentd un proceso quimioatrayente mas pronto con la mayoria

de los acidos en comparacion con las dos cepas antes mencionadas, se identificd una

respuesta desde los 30 min con el &cido malico, fumarico y succinico, mientras que, con

los dos restantes, la respuesta ocurrié a los 60 min. El valor mas alto de UFC - mL* para

esta bacteria fue de 2.6 x108 con el acido fumarico. Cabe mencionar que las UFC - mL™*

para este ensayo respectivo a esta bacteria fue de 3.3 x10%, con este valor podemos

determinar que no todas las bacterias se encontraban presentes en el tubo capilar del

mejor tratamiento, sino que solo se encontraba un 7.87% presentes cuando la cinética

fue detenida. Esto se debe al rapido metabolismo y tasa de crecimiento tipico de E. coli.
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Tabla 21. Cuantificacion de UFC - mL de la cepa E. coli DH5a en cinética evaluada.

30 min 60 min 90 min 120 min 150 min 180 min

Tratamiento UFC - mL1 UFC - mL! UFC - mL! UFC - mL! UFC . mL' UFC - mL

AM 1 x107 9 x107 2.1 x108 9.3 x108 9.7 x108 1.2 x10°

AF 2 x107 8 x107 9 x107 1.0 x108 1.6 x108 2.6 x108

AC 0 5 x107 7 x107 9 x107 6.1 x108 2.1 x108

AO 0 7 x107 8 x107 1.7 x108 8.3 x108 1.7 x10°

AS 1 x107 6 x107 5.3 x108 7.0 x108 1.3 x10° 1.4 x10°
B 0 0 0 0 0 0

UFC - mLcuantificadas de la dilucién 108, AM= acido malico, AF= acido fumarico, AC= &cido citrico, AO=
acido oxalico y AS= acido succinico.

Al comparar los tres valores obtenidos en los mejores tratamientos respectivos a cada
bacteria, podemos estipular que para E. coli DH5a, el reclutamiento de bacterias fue mas
bajo en comparacion con las dos anteriores, teniendo en segundo lugar a B. subtilis PY79
y en primer lugar a B. subtilis LPM1 con un valor mayor al 100%. Es importante destacar
que el proceso de division celular influencia este ensayo, ya que también existe una
porcion de estas bacterias que murieron en ese lapso de tiempo por su ciclo de vida, y a
diversos factores que influencian el crecimiento bacteriano, como el pH, la temperatura,
presién osmoética y la atmaosfera en la incubacion, a pesar de que estos parametros fueron
los mismo en todas, existe una variacion especifica de cada bacteria en sus rangos
optimos de desarrollo, por lo cual su tasa de crecimiento fue variada (Rodriguez Cavallini,
2005).

VII.7. Motilidad.
VIIL7.1. Medio LB diluido con 3 cepas bacterianas.

La motilidad permite que los organismos generen estrategias de supervivencia a partir de
la evolucion y adaptacion ante diversos factores (Gao et al., 2019) utilizando proteinas
sensoras que les permitan reconocer mediante gradientes de concentracion moléculas
gue pueden servirles como nutrientes o también como repelentes para llevar a cabo o no

la colonizacion de las raices en las plantas. Sin embargo, este proceso no se lleva a cabo
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solo, sino que esta acompafado de la quimiotaxis, fenédmeno dependiente en la mayoria
de las bacterias; este proceso es desencadenado cuando intervienen quimiorreceptores
gue provocan modificaciones en los estados de fosforilacion de la quinasa CheA y su
regulador de respuesta CheY, los cuales interactian con el motor del flagelo ocasionando
la motilidad en las bacterias, lo que permite a partir de este suceso la interaccion inicial
entre el huésped y el microorganismo; la presencia y abundancia de los
quimiorreceptores en las bacterias es dependiente del estilo de vida y el tamafio de su

genoma (Allard-Massicotte et al., 2016).

En conjunto al experimento antes mencionado de quimiotaxis en medio minimo M9 sélido
y basandose en otra metodologia reportada para evaluar la relacion entre motilidad y
quimiotaxis (Weert et al., 2002), se reporta que los flagelos, las fimbrias y los pilis
permiten que las bacterias puedan adherirse a las plantas, las flagelinas son cruciales en
esta interaccion, ya que estan involucradas en el reconocimiento de plantas hospedantes
y no hospedantes (Dutta, Rani y Podile, 2013). El efecto evaluado de motilidad se
encuentra relacionado con la actividad de estos tres compuestos anteriormente
mencionados correspondientes a las estructuras bacterianas, asi como al proceso de

guimiotaxis por lo cual se realizé dicha prueba.

Se obtuvieron resultados muy variantes e inesperados para las tres cepas probadas; para
las dos bacterias del genero B. subtilis, la utilizacion de medio LB 20 veces diluido,
ocasiono un desorden en el desarrollo de las bacterias, generando el crecimiento

acelerado en algunos tratamientos y en otros atrasando dicho proceso.

En la Figura 39 y en la Figura 40 se observa el comportamiento variante en las dos cepas
del genero B. subtilis, donde en algunas mediciones se presentan desviaciones estandar
muy elevadas, debido al descontrol que presentaron las bacterias durante su crecimiento.
El ensayo fue detenido a los 6 dias debido a que la caja estaba cubierta completamente

por las bacterias en la mayoria de los tratamientos.

Esta metodologia estaba disefiada y probada en Pseudomonas fluorescens, una bacteria
Gram-negativa (Weert et al., 2002). En la Figura 41 se muestra a E. coli DH5a, una

bacteria también Gram-negativa en la cual se pudo evaluar su crecimiento hasta los 45
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dias mientras que las dos cepas de B. subtilis Unicamente alcanzaron una medicion a los

6 dias después de inocularlas.

Este comportamiento nos da una idea sobre un posible factor variante entre estas dos
cepas Yy las dos cepas de B. subtilis evaluadas, ya que presentan diferencias en su
envoltura celular. La membrana externa de las bacterias Gram-negativas desempefia un
papel muy importante para la proteccion de éstas permitiendo estabilizar la membrana
interna, mientras que en las Gram-positivas no cuentan con ésta, pero si con una pared
gruesa de peptidoglicano, éstas a menudo viven en ambientes hostiles pero al carecer
de la membrana exterior de proteccion, el comportamiento es diferente, estas estructura
complejas en ambos tipos de bacterias tienen la capacidad de regular su respuestas ante
las cambiantes condiciones de su entorno (Silhavy et al., 2010), por lo cual dicho
fendbmeno podria estar relacionado con la variacion en el crecimiento presentado en las

cepas Gram-positivas de la Gram-negativas.

La variabilidad que presentd E. coli DH5a, se atribuye a que los nutrientes no fueron
suficientes para su desarrollo 6ptimo, por lo cual su crecimiento se vio reducido de
manera significativa en comparacion a su crecimiento promedio normal (Burkart, Toguchi
y Harshey, 1998), a pesar de que se obtuvo un crecimiento en esta ultima bacteria, los
datos también fueron muy variantes, ya que en algunos tratamientos después de cierto
tiempo, comenzd a presentar anormalidades en su desarrollo, presentando la misma

tendencia que las cepas de B. subtilis.

Mediante el analisis de pruebas reportadas sobre quimiotaxis liquida y sélida asi como la
motilidad en este trabajo, permitieron determinar mediante su andlisis comparativo que
el entorno en el que se encuentran en desarrollo y crecimiento las bacterias influye en
dichas variables dependiendo las caracteristicas de cada cepa; la conformacion de
moléculas externas y sus concentraciones, permiten a las bacterias generar una relacion
de comunicacion entre ellas, con la finalidad de sefalar si el compuesto funge como
benéfico a dafiino para estas. Mediante las pruebas sometidas con los acidos organicos
se determind cuales funcionaron como fuentes de carbono o como moléculas

guimiotacticos para las 3 bacterias probadas.
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Figura 39. Comportamiento de cepa B. subtilis LPM1 en medio LB diluido solido,
realizando mediciones cada dia con una duraciéon de 6 dias de crecimiento en contacto
con cinco acidos organicos distintos, donde A) acido fumarico, B) 4cido malico, C) acido
oxalico, D) acido succinico y E) acido citrico.
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Figura 40. Comportamiento de cepa B. subtilis PY79 en medio LB diluido solido,
realizando mediciones cada dia con una duracién de 4 dias de crecimiento en contacto
con cinco acidos organicos distintos, donde A) acido fumarico, B) acido malico, C) acido
oxalico, D) acido succinico y E) acido citrico.
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Figura 41. Comportamiento de cepa E. coli DH5a en medio LB diluido sélido, realizando
mediciones cada 3 dias con una duracion de 45 dias de crecimiento en contacto con
cinco acidos organicos distintos, donde A) acido fumarico, B) acido malico, C) acido
oxalico, D) acido succinico y E) &cido citrico.
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VIIl.  CONCLUSIONES.

Se caracterizaron los marcadores mediante fluorescencia, determinando sus
propiedades de tiempo de vida, rendimiento cuantico y desplazamiento de Stoke, lo cual

permitié escoger al marcador idoneo para las pruebas posteriores.

Se cumplié con la estandarizacion de la técnica mediante los ensayos preliminares,
probando la cepa B. subtilis LPM1 y E. coli DH5a mediante un marcador pentamero del
tipo fenilenetinileno, lo que aporté datos para la publicacion de un articulo a partir de

dichas pruebas.

El pentamero con cadena alquilicas de 12 carbones presentd un rendimiento cuantico de
77%, buena solubilidad en solventes polares en particular N-metilpirrolidona, lo que
permitié la mezcla de esta molécula con el medio de cultivo de bacterias para su

evaluacion.

La aplicacion de la técnica de Raman utilizada en las pruebas con el pentamero, permitio
escanear y reconocer una bacteria sola, a la cual se le determinaron sus espectros a lo

largo de la bacteria gracias a la facilidad de polarizabilidad del triple enlace..

La evaluacién de 5 marcadores fluorescentes con 6 diferentes cepas bacterianas, mostré
diferentes patrones en la intensidad de fluorescencia evaluados en LSCM y mediante
espectroscopia de fluorescencia, siendo el M1 aquel que presento en la mayoria de las
bacterias intensidades de fluorescencia mayores al resto de las moléculas probadas.

Se confirmd la funcion de la cepa B. subtilis LPM1 como una PGPR en el experimento
montado en el invernadero, debido a la promocion de crecimiento en el tejido radicular
para la variedad de S. lycopersicum cv. Micro-Tom y en la zona aérea para S.
lycopersicum cv. Silvestre, mostrando diferencias estadisticamente significativas

respectivas a su control.

La aplicacion del M1 para determinar los ensayos de colonizacion en raices de tomate

de la variedad Micro-Tom con B. subtilis LPM1 a nivel in vitro e in planta permitié conocer

145



S

84> Biociencias y
@ Agrotecnologia

y visualizar las zonas en las que se presentaron los patrones de colonizacion bacteriana
(zona de alargamiento, pelos radiculares, brotes secundarios de raiz, en general,

estructuras maduras de la raiz) de una manera sencilla.

La aplicacion del elicitor quimico BTH a una concentracion de 500 uM expuesto 12 horas
a la planta de Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom generd la mayor produccion de
exudados radiculares por esta (acidos organicos evaluados), los cuales fueron analizados

cualitativamente y cuantitativamente mediante LC-MS.

Los ensayos de quimiotaxis en medio solido prueba preliminar determinaron que la cepa
B. subtilis LPM1 resulté como mejor reclutadora de los acidos oxalico, succinico y malico,
siendo este Ultimo aquel que presentd mejores resultados en el crecimiento en

comparacion de los otros dos acidos.

El ensayo extenso de quimiotaxis en medio solido para B. subtilis LPM1 el &cido fumarico,
citrico y malico a una concentracion de 100 uM se comportaron como compuestos

guimioatrayentes.

La quimiotaxis en medio liquido permitié evaluar la respuesta rapida y temprana de tres
cepas bacterianas hacia concentraciones de compuestos organicos 6ptimos obtenidos
de ensayos previos, reportados como quimioatrayentes. Determinando que la cepa B.
subtilis LPM1 presentd una mejor actividad quimiotactica hacia los acidos organicos
utilizados migrando en un 102.38% en el mejor tratamiento, mientras que B. subtilis PY79
solo alcanzo un 40.47%y E. coli DH5 a un 7.87%

El ensayo de motilidad permitié visualizar la relacidbn que existe entre quimiotaxis y
motilidad bacteriana a partir de la taxis unidireccional, presentando una respuesta

temprana en las cepas de genero B. subtilis y tardio en E. coli DH5a.

VIIIL1. Conclusion final.

Se logr6 obtener el objetivo principal del trabajo de tesis por la determinacion de los

patrones de colonizacion de la bacteria B. subtilis LPM1 a nivel in vitro en la raiz de tomate
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de la variedad Micro-Tom y a nivel in planta en las raices de las variedades de tomate
Floradade, Micro-Tom y Silvestre mediante la utilizacion del marcador fluorescente M1 a
partir de LSCM, el cual fue disefiado basandose en los experimentos evaluados en el
pentdmero también probado en este trabajo. Por lo tanto, la hipétesis del presente trabajo
de investigacion es aceptada.
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IX. PERSPECTIVAS.

Se propone a futuro realizar estudios mas complejos para determinar la(s) zona(s) blanco
a la que se pega o se encuentran interaccionando las moléculas fluorescentes en las
bacterias, con la finalidad de tener una idea del por qué el comportamiento tan variado
en la respuesta de los marcadores con las distintas cepas.

X.  ANEXO A.

Comportamiento presentado en el parametro de tiempo de vida evaluado para la

caracterizacion de 5 moléculas fluorescentes.
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Figura 42. Tiempo de vida de moléculas fluorescentes donde A) marcador pireno
sulfonato de sodio con terminacién acida (M1), B) marcador pireno sulfonato de sodio con
terminacion de biomolécula acido malico (M2), C) marcador pireno con undecanoxy (M3),
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Comportamiento de espectroscopia de fluorescencia de 3 cepas bacterianas
(Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, Pectobacterium cacticidum vy

Agrobacterium sp.) interaccionando con 5 moléculas fluorescentes.
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Figura 43. Comportamiento de espectroscopia de fluorescencia en laminillas con la cepa
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 interaccionando con 5 moléculas
fluorescentes. A) M1, B) M2, C) M3, D) M4, E) M5, 1Lvd = un lavado, SLvd= sin lavado y
CONT= control de cepa bacteriana.

151



o

Intensity (counts)

Intensity (counts)

Biociencias y

Agrotecnologia
—— Pecto CONT
600000 7 M1 1Lvd
—— M1 SLvd
— M1
o on
h e o~Ay
400000 1 o OQ 708.65 gimol
200000 1
0 )

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

—— Pecto CONT
600000 7 M3 1Lvd

—— M3 SLvd

— M3

w0
o
4000004 N.o,gvs.w g/mol
200000 4
0 <)

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

600000 4

400000 1

Intensity (counts)

200000 1

Intensity (counts)

Intensity (counts)

—— Pecto CONT

600000 4 M2 1Lvd
—— M2 SLvd
— M2
S‘ o/\/\/\/\/\)LZ

400000 4 NDS O@ 824.72gimol  +0
"bNa

200000 4

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

—— Pecto CONT

600000 4 M4 1Lvd
—— M4 SLvd
—M4

400000 2437 g

Dbu
200000 1
400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)
—— Pecto CONT
M5 1Lvd
—— M5 SLvd
—M5

.
08 s
wod L5
.0 562.42 g/mol
ona

E)

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength (nm)

Figura 44. Comportamiento de espectroscopia de fluorescencia en laminillas con la cepa
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Evaluaciones de pH en medio minimo M9 interaccionando con 5 &cidos

distintos, ensayo realizado semanalmente con una duracién de 1 mes.
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Figura 46. Comportamiento de pH en medio minimo M9 interaccionando con acido
fumarico a tres concentraciones distintas 50, 75 y 100 uM, donde B= blanco, M1=
muestreo 1, M2= muestreo 2, M3= muestreo 3 y M4= muestreo 4.
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Figura 48. Comportamiento de pH en medio minimo M9 interaccionando con &cido
oxalico a tres concentraciones distintas 50, 75 y 100 uM, donde B= blanco, M1= muestreo
1, M2= muestreo 2, M3= muestreo 3 y M4= muestreo 4.
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Figura 49. Comportamiento de pH en medio minimo M9 interaccionando con acido
succinico a tres concentraciones distintas 50, 75 y 100 uM, donde B= blanco, M1=
muestreo 1, M2= muestreo 2, M3= muestreo 3 y M4= muestreo 4.

157



e Biociencias y
\ﬂ
CO@ Agrotecnologia

Acido citrico
8-
e Ml
= M2
SRR ARRR RERR S M3
=2 w4

VP VP YD VP 0L YD VP VP QP 9P P QP

Concentraciéon (UM)

Figura 50. Comportamiento de pH en medio minimo M9 interaccionando con &cido citrico
a tres concentraciones distintas 50, 75y 100 uM, donde B= blanco, M1= muestreo 1, M2=
muestreo 2, M3= muestreo 3 y M4= muestreo 4.
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