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RESUMEN

En la actualidad, la agricultura depende en gran medida del empleo de productos
quimicos sintéticos como fertilizantes, pesticidas y herbicidas para lograr altos rendimientos,
sin tener en cuenta los efectos deletéreos de los mismos sobre el medio ambiente. La
utilizacion de microorganismos para incrementar la disponibilidad y toma de nutrientes por
parte de los cultivos y controlar organismos fitopatogenos e insectos herbivoros es una
alternativa biotecnologica que resulta interesante.

En el presente trabajo se determiné el efecto de la inoculacion de las cepas
Pseudomonas simiae WCS417r, Pseudomonas putida SJ04 y Bacillus subtillis GB03 y de
la co-noculacion de las cepas WCS417r + SJ04 y GB03 + SJ04 sobre diferentes parametros
de crecimiento vegetal, contenido de clorofila, densidad de estomas y tricomas glandulares,
produccién de metabolitos secundarios como monoterpenos y compuestos fendlicos y sobre
la emision de compuestos organicos volatiles (VOCs)y la actividad de la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL) en plantas de Mentha piperita.

Plantas tratadas con cepas PGPR, en comparacion a plantas control, presentaron un
incremento en la biomasa aérea y radical, en la superficie foliar, en la densidad de tricomas
glandulares y estomas y significativos cambios en el contenido y emision de monoterpenos
y en la concentracion de compuestos fenodlicos. La magnitud de los cambios registrados
dependio de la/s cepa/s inoculada/s. Plantas tratadas con la combinacion P. putida SJ04 + B.
subtillis GBO3 presentaron el mayor desarrollo de la parte aérea. Plantas co-inoculadas con
las cepas P. simiae WCS417r y P. putida SJ04 tuvieron un contenido total de aceites
esenciales (AE) 6 veces superior que plantas no tratadas; mencionadas plantas presentaron
la mayor tasa de emision de monoterpenos.

Con el objetivo de determinar si la inoculacion de rizobacterias y la aplicacion
exogena de las fitohormonas metil jasmonato (MelA) o acido salicilico (S A) tenian un efecto
sinérgico sobre la produccion de biomasa y de metabolitos secundarios, se aplicaron
exogenamente las fitohormonas anteriormente citadas, a diferentes concentraciones, sobre
plantas inoculadas y sin inocular. A los 7 y 14 dias posteriores a la aplicacion, se
determinaron los efectos sobre diferentes parametros de crecimiento vegetal, contenido total
de AE y de los monoterpenos mayoritarios: limoneno, linalool, mentona mentol y pulegona,
y sobre la densidad de tricomas glandulares y la concentracion de compuestos fenolicos.

El derivado metilado del acido jasmonico (JA) produjo una inhibicion del

crecimiento vegetal y contrarrestd los mecanismos de promocion del crecimiento
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desencadenados por la inoculacion de cepas PGPR; sin embargo produjo un considerable
aumento en el contenido de AE y en la concentracion de los monoterpenos mayoritarios. El
MeJA también indujo la sintesis de compuestos fendlicos. El MeJA aplicado a una
concentracion 2 mM tuvo junto al tratamiento con rizobacterias un efecto sinérgico sobre la
biosintesis de terpenoides.

Mientras que el SA produjo un aumento del crecimiento vegetal y no afecto los
mecanismos de promocion del crecimiento desencadenados por la inoculacion de cepas
PGPR. El tratamiento con SA estimulo la biosintesis de AE en M. piperita, pero en un grado
menor que el derivado metilado del JA. No existio un sinergismo entre las rizobacterias y el
SA en la induccion de la sintesis de monoterpenos. La sintesis de compuestos fendlicos
también fue inducida por el tratamiento con SA.

El conocimiento de factores que controlan o afectan la biosintesis de metabolitos
secundarios y la acumulacion de monoterpenos permiten diseiiar estrategias biotecnologicas
para mejorar el cultivo y la productividad de plantas aromaticas y otros cultivos de interés
agricola, representado una alternativa al empleo de fertilizantes quimicos y/o pesticidas de

origen sintético.
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ABSTRACT

Actually, the farming depends on the use of synthetic chemicals such as fertilizers,
pesticides and herbicides to achieve high yields, without taking into account the deleterious
effects on the environment. The use of microorganisms to increase the availability and
nutrient uptake of crops and control phytopathogenic organisms and herbivorous insects is
an interesting biotechnological alternative.

The effects of single inoculation of Pseudomonas simiae WCS417r, Pseudomonas
putida SJ04, Bacillus subtillis GB03 or co-inoculation of WCS417r + SJ04, GB03 + SJ04
on plant growth parameters, chlorophyll content, trichome density, stomatal density,
emission total VOCs and main monoterpene and content of secondary metabolites were
evaluated in peppermint (Mentha piperita) seedlings.

The treated plants, in comparison with controls, showed increases in shoot biomass,
root biomass, leaf area, trichome density, and stomatal density, and marked quantitative
changes in monoterpene content and emission. The effects of PGPR inoculation on M.
piperita growth and development varied depending on the experimental treatment. The co-
inoculation of GB03 + SJ04 caused significant increases in shoot fresh weight. Monoterpene
accumulation was ~6-fold higher in plants inoculated with P. simiae WCS417r, P. putida
SJ04 than the control.

To determine if the inoculation of rhizobacteria and the exogenous application of
phytohormones: methy! jasmonate (MeJA) or salicylic acid (SA) had a synergistic effect on
the production of biomass and secondary metabolites, the phytohormones previously
mentioned were exogenously applied at different concentrations, on inoculated and
uninoculated plants. At 7 and 14 days after the treatment shoot biomass, essential oil yield,
major essential oil components: limonene, linalool, menthol, menthone and pulegone, total
phenolics content, and peltate glandular trichome density were evaluated.

MelJ A treated plants exhibit a reduction in shoot biomass. The exogenous application
of MeJA causes an increase on secondary metabolites content and the number of peltate
trichomes in M. Piperita. The combined PGPR + MeJA 2 mM treatment exhibit an increases
in total EO yield and marked quantitative changes in monoterpene content.

The SA caused increases in shoot fresh weight. Foliar application of SA increased
monoterpene accumulation and concentration of phenolic compounds en M. piperita. There

was no synergism between rhizobacteria and SA in the induction of terpenoids synthesis.
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The knowledge of factors that control or affect secondary metabolite biosynthesis
and the accumulation of monoterpenes allow the design of biotechnological strategies to
improve the cultivation and productivity of aromatic plants and other crops of agricultural
interest; it could be an alternative to the use of chemical fertilizers and/or pesticides of

synthetic origin.
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1. INTRODUCCION

Las plantas aromaticas incluyen una gran diversidad de especies vegetales cuya
caracteristica comun es la produccion de aceites esenciales (Giienther, 1948). Estos ultimos
son producidos y almacenados en pelos glandulares o tricomas y estan formados por una
compleja mezcla de metabolitos secundarios, principalmente por mono y sesquiterpenos
volatiles, responsables del aroma caracteristico de la especie vegetal que los produce
(Langenheim, 1994; Harrewijn ef al.,, 2001). Las plantas aromaticas han sido utilizadas
desde tiempos milenarios, tanto como aderezos, para mejorar el aroma y el sabor de
alimentos y bebidas, como asi también en la medicina natural (Berzins y Romagnoli, 2005;
AACREA, 2006; Suarez, 2013).

A mivel mundial, las proyecciones indican que el mercado de plantas aromaticas,
se encuentra en franca expansion, a una tasa de entre 4 y 6% anual (Berzins y Romagnoli,
2005; AACREA, 2006). El incremento en la demanda por este tipo de productos se debe a
diversos factores como cambios en los habitos de consumo, la tendencia hacia una vida
mas sana, etc. (AACREA, 2006). El consumo de plantas aromaticas en los paises
periféricos es mayormente doméstico, a diferencia de los paises desarrollados, en los
cuales el principal destino de estas especies es la industria (AACREA, 2006).

El cultivo de plantas aromaticas es una actividad productiva que en Argentina no
alcanzo todavia un nivel de desarrollo acorde a las potencialidades que tiene nuestro pais
para la produccion de las mismas (Collado et al., 2003; Elechosa y Juarez, 2003). Mentha
piperita representa uno de los principales cultivos de estas especies en Argentina, pero al
igual que lo que sucede con otras especies aromaticas introducidas o exoticas, su
produccion no alcanza a cubrir la demanda del mercado interno (Berzins y Romagnoli,
2005; Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva, 2008; Suarez, 2013). Sin
embargo, al estudiar la evolucidn del cultivo de estas especies, a través de los afios en el
pais, se observa que la superficie cultivada aumento6 sustancialmente en las ultimas décadas
(Ministerio de Economia y Produccion de la Nacion, 2006; Jullien, 2007); lo cual se
relaciona con un aumento de la demanda por estos productos, por parte de las industrias
alimenticia, farmacéutica, cosmética y perfumistica locales (Elechosa y Juarez, 2003).
Destacandose la importancia que ha alcanzado esta actividad productiva para la economia
de diferentes estratos sociales de la poblacion. Sin embargo, lo expuesto anteriormente no
guarda relacion con los avances en investigacion sobre la produccion de plantas

aromaticas.
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En el caso particular de nuestra provincia, las plantas aromaticas y medicinales,

son un componente destacado dentro de la flora autéctona (Lagrotteria y Toya, 1987). El
Valle de Traslasierra, posee un clima ideal para el cultivo de estas especies y es la principal
zona de produccion y comercializacion de las mismas; siendo el departamento de San
Javier, el productor tradicional de la provincia (Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion Productiva, 2008).

Entre las principales problematicas del cultivo de plantas aromaticas se encuentra
el empleo de productos quimicos en las plantaciones, con efectos nocivos para el ambiente
y, en consecuencia, para la salud humana y animal (Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion Productiva, 2008). En la actualidad, la agricultura depende en gran medida del
empleo de fertilizantes quimicos y pesticidas y herbicidas sintéticos para lograr altos
rendimientos, sin tener en cuenta los efectos de estos productos sobre el ciclo global del
nitrogeno, la contaminacion de las aguas subterraneas y superficiales, el aumento de los
niveles de algunos gases con efecto invernadero como el 6xido nitroso (N20), etc. (Crews
y Peoples, 2004; Vejan et al., 2016). Se conoce que el uso excesivo de fertilizantes
quimicos, con el objetivo de incrementar la produccion de los cultivos, condujo a un
deterioro de la calidad de los suelos (Kumar et al., 2016; Shaikh, ef al., 2016). Al mismo
tiempo, los consumidores de plantas aromaticas requieren cada vez mas que se les
garantice la seguridad e inocuidad de los productos; que estos sean sanos, naturales, que le
brinden beneficios adicionales a la salud y que su produccion no dafie al medio ambiente
(AACREA, 2006).

Lo expuesto anteniormente expresa la necesidad de buscar nuevas estrategias que
permitan incrementar la produccion vegetal de manera eficiente, sin generar efectos
indeseables sobre el ambiente, evitando asi comprometer a nuestras generaciones futuras.
Lo cual impulsa investigaciones sobre alternativas no convencionales como la inoculacion
con rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, PGPR (del inglés, Plant-Growth
Promoting Rhizobacteria).

Se conoce que los microorganismos benéficos del suelo pueden promover el
crecimiento vegetal e inducir un aumento de la capacidad defensiva de la planta
brindandole proteccion contra un amplio espectro de patdgenos microbianos e incluso
insectos herbivoros (van Loon y Bakker, 2003; Vessey, 2003; Lucy ez al., 2004; van Loon,
2007). En este sentido, determinados agentes biologicos no patogénicos, son capaces de

actuar como disparadores de la sintesis de enzimas claves involucradas en la biosintesis de
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metabolitos secundarios (Chen e al., 2000), los cuales estan claramente relacionados con

los mecanismos defensivos de la planta contra patogenos (van Loon y Bakker, 2005; van
Loon, 2007; Pieterse et al., 2014).

La alternativa biotecnologica propuesta constituye un punto de partida interesante
para incrementar la produccion de plantas aromaticas, optimizando la produccion de
metabolitos secundarios, lo que podria conducir a un incremento en el rendimiento y
calidad de los aceites esenciales; proyectando en un futuro, transferir este tipo de
innovacion tecnologica a productores de plantas aromaticas, a fin de mejorar el

rendimiento de la produccion.

1.1. Mentha x piperita 1,

Mentha x piperita L es una planta aromatica y medicinal, perteneciente a la

ELINYY

familia Lamiaceae, conocida con los nombres vulgares de ‘‘menta inglesa”, “menta negra”,
“toronjil de menta”, “peppermint”, etc., dependiendo de la region geografica (Sanchez et
al., 1996). Esta hierba perenne es nativa de Inglaterra, pero en la actualidad, es cultivada en
varias regiones templadas del mundo (McKay y Blumberg, 2006). Es un hibndo estéril
natural obtenido del cruce de menta acuatica (Mentha aquatica L) y hierbabuena (Mentha
spicata 1) (Croteau ef al., 2005). Dada su esterilidad se propaga de forma vegetativa, casi
exclusivamente, a través de estolones, por esquejes obtenidos al dividir las matas jovenes
en primavera o también por division de rizomas durante el periodo de descanso vegetativo.
M. piperita raramente produce semillas capaces de germinar (Aflatuni, 2005; Rita y
Animesh, 2011).

Es una especie herbacea, vivaz, rizomatosa cuya altura oscila entre 30 y 90 cm.
Presenta tallos erectos, cuadrangulares, muy ramificados, de color verdoso con tonalidades
violaceas (Fig. 1.1.) que se originan a partir de un rizoma subterraneo del que brota un
extenso sistema radicular. Las hojas son opuestas pecioladas, lanceoladas o agudas, con
bordes aserrados, color verde oscuro en la cara superior y mas claro en la inferior (Fig.
1.1.). Tanto las hojas como el tallo suelen ser ligeramente vellosos. Las flores se
encuentran agrupadas en tirsos densos, color purpura y se localizan en posicion terminal
(Fig. 1.1.). Los estolones son de seccion cuadrangular y crecen bajo y sobre la superficie
del suelo en todas las direcciones, razon por la cual, esta hierba presenta una gran

tendencia a ser invasora (Mufioz, 1996; Rita y Animesh, 2011).
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Fig. 1.1. Hojas, talle y flor de M. piperita.

M. piperita y otros miembros del género Mentha son principalmente cultivados
por sus aceites esenciales, los cuales son empleados como aditivos por las industrias
cosmética, alimenticia y farmacéutica en la elaboracién de perfumes, productos utilizados
en el cuidado de la higiene bucal, en la fabricacion de golosinas, confituras, licores, tés,
insecticidas, fungicidas, antisépticos, medicamentos como jarabes y pastillas para la tos,
etc. (Jullien, 2007; Bakkali e al., 2008; Lubbe y Verpoorte, 2011; Coban y Baydar, 2016).
A su vez, son tradicionalmente empleados en medicina folklérica en infusiones, por sus
propiedades estimulantes, digestivas, carminativas, antiespasmodicas, antiinflamatorias,
antihelminticas, entre otras o en mezclas con “yerba mate” por sus caracteristicas

aromaticas (Bonzani et al., 2007).

1.2. M ismo secundario vegetal

Las plantas, organismos autotrofos, ademas del metabolismo primario presente en
todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular compuestos quimicamente diversos y de bajo peso molecular como terpenos,
compuestos fendlicos, alcaloides, etc. (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009; Wink,
2009); por lo que las plantas, a diferencia de otros organismos, destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y energia, a la sintesis de metabolitos secundarios. Si
bien se cree, hasta el momento, que estos compuestos no tienen una funcién directa en el
desarrollo y crecimiento vegetal, los mismos tienen una relevante importancia ecoldgica,
ya que permiten la comunicacion de la planta con los diferentes componentes de su
ecosistema, tanto con el medio fisico como con otros organismos vivos, resultando asi
indispensables para su supervivencia (Iriti y Faoro, 2009; Mazid et al. 2011; Gandhi ez al.
2015).



Los metabolitos secundarios juegan un rol destacado en la defensa de las plantas
frente a situaciones de estrés tanto bidtico como abiotico. Los mismos proveen proteccion
a las plantas contra organismos patogenos y herbivoros y varios tipos de estreses abioticos
como estrés hidrico, por altas y bajas temperaturas, por salinidad, por elevada y baja
radiacion UV, etc. Ademas, participan en la atraccion de polinizadores y dispersores de
semillas y actian como moléculas sefial permitiendo la comunicacion planta-planta.
También estan involucrados en el establecimiento de relaciones simbidticas con otros
organismos vy en la competencia por el espacio, la luz y los nutrientes con otras especies
vegetales (alelopatia); algunos de estos compuestos son los responsables de otorgarle el
color a flores y frutos (Sepulveda Jiménez et al., 2003; Wink, 2009; Gandhi ez al., 2015).

Los metabolitos secundarios varian entre las diferentes especies vegetales, entre
los miembros de una poblacion y entre los diferentes 6rganos de una planta (Sepulveda
Jiménez et al., 2003, Wink, 2009). Estos compuestos quimicos son utilizados por el
hombre como agentes saborizantes, aromatizantes, insecticidas, colorantes, farmacos, en la

elaboracion y preservacion de alimentos, etc. (Gandhi ef al., 2015; Hassan et al., 2015).

1.2.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son mezclas naturales, muy complejas de metabolitos
secundarios vegetales como mono, di y sesquiterpenos y fenilpropanoides. Son liquidos
oleosos, de aspecto limpido e incoloros o ligeramente amarillos, solubles en lipidos y
solventes organicos. Debido a su volatilidad, son extraibles por destilacion en corriente de
vapor de agua (Lubbe y Verpoorte, 2011); dado que son un producto de destilacion, se
definen “esencias” y por eso se los llama “Aceites Esenciales” (Lawrence, 2007).

Los AE son los responsables del olor caracteristico de las plantas y pueden ser
sintetizados por los diferentes 6rganos de un vegetal como tallos, hojas, raices, flores,
semillas, frutos, etc. y son almacenados en células secretorias, cavidades, células
epidérmicas o tricomas glandulares, dependiendo de la especie vegetal (Bakkali er al,
2008). La composicidon quimica de los mismos puede variar cuali y cuantitativamente
dependiendo de la genética, la fenologia, el 0rgano y la edad de la planta, las condiciones
ambientales y de cultivo, etc. (Al et al., 2015). El contenido total de AE de una planta es,
en general, de un 3%.

En la naturaleza, los AE, juegan un rol importante en la defensa de las plantas

contra bacterias y hongos fitopatogenos, virus y, también, contra herbivoros. Ademas,
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participan en la atraccion de dispersores de polen y semillas y desempefian una funcién

clave en las interacciones tritroficas (Bakkali et al., 2008).

El hombre aprovecha las propiedades antisépticas, medicinales, la fragancia y el
sabor de los mismos y los emplea en la preparacion y conservacion de alimentos y bebidas,
en la elaboracion de cosméticos y analgésicos, antimicrobianos, calmantes,
antiinflamatorios, espasmoliticos y anestésicos locales, en aromaterapia, en la elaboracion

de repelentes de insectos, etc. (Bakkali ez al., 2008; Lubbe y Verpoorte, 2011).

1.2.1.1. El aceite esencial de M. piperita

La composicion quimica del AE de M. piperita es muy compleja; entre sus
constituyentes principales se encuentran los monoterpenos (Jullien, 2007). Estos tltimos
son una clase de terpenoides que se caracterizan por estar formados por dos unidades de
1sopreno (C10) y poseer diferentes grupos funcionales como alcohol, aldehido, cetona,
éster, etc. (Bakkali e al., 2008). Los monoterpenos pueden ser compuestos lipofilicos o
hidrofilicos, volatiles o no volatiles, ciclicos o aciclicos, quirales o aquirales (Bohlmann y
Keeling, 2008).

En el AE de M. piperita, los monoterpenos que se encuentran en mayor
proporcion son mentol, mentona y pulegona (Fig. 1.2.). Otros derivados del isopreno como
limoneno, linalool, mentofurano, eucaliptol, mentil acetato, isomentol e isomentona (Fig.
1.2.), también se encuentran presente, pero a concentraciones mas bajas (Aflatuni, 2005).

El monoterpeno mentol es el componente caracteristico principal del AE de M.
piperita (Croteau et al., 2005). Este compuesto es valorado por sus caracteristicas olfativas
y gustativas (Schwab er al,, 2008) y, ademas, por sus propiedades antimicrobianas y su

suave efecto anestésico (Bohlmann y Keeling, 2008).
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Fig. 1.2. Estructura quimica de los principales monoterpenos constituyentes del
AE de M. piperita.

1.2.1.1.1. Sitio de sintesis v almacenamiento de los aceites esenciales en M. piperita

Los AE en M. piperita son producidos y almacenados en tricomas glandulares.
Los cuales pueden ser definidos como pelos epidérmicos que contienen células
especializadas para funciones metabolicas particulares, como lo son la biosintesis y
secrecion de productos tales como terpenos, acidos organicos, polisacaridos, entre otras
sustancias (Gutiérrez-Alcala e al., 2005; Lange y Turner, 2013).

Principalmente, los AE en M. piperita y otras especies del género, son producidos
y acumulados en tricomas glandulares del tipo peltado, situados sobre la superficie aérea
de la planta, especialmente en las hojas, tanto en la superficie abaxial como adaxial (Fig.
1.3.A; Fig. 1.4.B) (Gershenzon ef al., 1989). Los mismos se caracterizan por presentar un
grupo apical de ocho células secretoras, no fotosintéticas, radialmente distribuidas en un
solo estrato, las cuales son sostenidas por una célula tallo y una célula basal. Alrededor de
esta ultima, la cual se encuentra embebida en la epidermis, se dispone en forma radiada,
una corona de 9-14 células epidérmicas (células peribasales), las cuales difieren
ligeramente, en tamafio y forma, del resto de las células epidérmicas propiamente dichas.
Las células secretoras estan rodeadas por una importante envoltura cuticular, la cual
acumula los AE en el espacio subyacente (Fig. 1.3.B) (Croteau et al., 2005; Maffei et al.,
2007; Bonzani et al., 2007; Glas et al., 2012; Lange, 2015).

Los tipos celulares presentes en esta estructura altamente especializada, que no

son fotosintéticos, expresan los genes codificantes de la maquinaria enzimatica necesaria
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para la produccion de los componentes del AE; utilizando como precursor comin

moléculas de sacarosa importadas desde los tejidos fotosintéticos (McCaskill ef al., 1992;
Lange y Croteau, 1999).

Ademas de los tricomas glandulares peltados, se encuentran sobre la superficie de
tallos y hojas de M. piperita, otras estructuras secretoras denominadas tricomas glandulares
capitados (Fig. 1.3.A; Fig. 1.4.A). Estos se caracterizan por ser de pequefio tamafio, ya que
poseen una sola célula secretora, una célula tallo y una célula basal (Jullien, 2007). Su
secrecion consiste en una compleja mezcla de carbohidratos, lipidos, proteinas y pequeiias
cantidades de monoterpenos. L.a misma es liberada hacia el exterior a través de los poros
de la cuticula (Amelunxen et al., 1969; Ascensao y Pais, 1998; Tissier, 2012).

Ademas, en la superficie aérea de M. piperita se encuentran estructuras simples,
muy a menudo ramificadas, denominadas tricomas no glandulares, que pueden ser uni o
pluricelulares (Fig. 1.3A; Fig. 1.4.A). Los mismos se caracterizan por no tener una funcion
secretoria, pero funcionan como barreras fisicas contra herbivoros, impidiendo su
movimiento sobre la superficie vegetal. Ademas, participan en la regulacion de la
absorcion de agua (Gutiérrez-Alcala et al., 2005; Boughton et al., 2005).

Elevacion de la
__ Cuticula

\

Cavidad Subcuticular

( “{‘ 2 Célula / \ |

i l )Y Basal | L)
Fig. 1.3. A: Microscopia electrénica de barrido de la superficie de una hoja de M. piperita. P: tricoma
glandular de tipo peltado, C: tricoma glandular de tipo capitado, NG: tricoma no glandular (Crofeau et al., 2005).
B: Diagrama esquemitico de un tricoma glandular peltado de una hoja de M. piperita el cual ilustra la
ubicacion de esta estructura epidérmica v la expansion de la cuticula debida a la secrecion de los constituyentes
del AE (Lange, 2015).
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Fig. 1.4. Micrografia eectrt'mia de barrido de la superficie abaxial de hojas de M. piperita. A: se
observan un tricoma glandular capitado (C) y un tricoma no glandular (NG) entre predominantes estomas. B:
se visnaliza un tricoma glandular peltado (P) junto a un tricoma no glandutar (NG) (Choi y Kim, 2013).

1.2.2. Compuestos Organicos Volitiles (VOCs) vegetales
Los VOCs (del inglés, Volatile Organic Compounds) vegetales pueden ser

definidos como aquellos metabolitos secundarios que las plantas liberan al entomno
(Baldwin, 2010). Funcionan como un lenguaje que las plantas, organismos sésiles,
emplean para su comunicacion e interaccion con el ambiente circundante (Dudareva ef al.,
2006). Los VOCs pueden ser liberados por hojas, flores y frutos a la atmosfera y, también,
por las raices al suelo (Maffei, 2010); pero principalmente, se liberan a través de la
superficie de las hojas y de los sitios de almacenamiento presentes en las mismas (Paré y
Tumlinson, 1999). Sus propiedades fisicas, tal como su bajo peso molecular y su elevada
presion de vapor a temperatura ambiente, permiten que mencionados compuestos
atraviesen libremente las membranas celulares y sean liberados al ambiente circundante.

En la mezcla de VOCs emitida se pueden identificar diferentes clases de
metabolitos secundarios como terpenoides, volatiles de hoja verde, compuestos aromaticos
como benzenoides y fenilpropanoides, compuestos derivados de aminoacidos como
alcoholes, aldehidos y ésteres, los cuales se caracterizan por contener atomos de S y N, etc.
(Dudareva ef al., 2013; Chalal et al., 2015). En el caso particular de las plantas aromaticas,
los compuestos emitidos son, principalmente, monoterpenos (Banchio ef al., 2005). La
composicion quimica de la mezcla de VOCs emitidos y su intensidad pueden dar
informacion acerca del estado fisiologico y estrés de la planta (Dudareva et al., 2006).

La biosintesis de estos metabolitos depende de la disponibilidad de C, N y S,
como asi también, de la energia provista por el metabolismo primario (Dudareva et al.,
2013); por 1o que las plantas liberan parte del carbono asimilado en la fotosintesis en forma

de VOCs (Bautista-Lozada et al., 2012).
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Las principales funciones de los VOCs incluyen la defensa de la planta contra

organismos fitopatogenos y herbivoros y la atraccion de polinizadores y dispersores de
semillas, proporcionando una ventaja reproductiva (Pichersky y Gershenzon, 2002;
Dudareva ef al., 2006) (Fig. 1.5.). Los VOCs emitidos, como parte del sistema de defensa
vegetal, pueden actuar directamente al repeler, intoxicar o disuadir a microorganismos
patogenos y/o animales; o también, indirectamente, al atraer a los “enemigos” naturales del
herbivoro atacante. Por lo cual es relevante la participacion de los VOCs en las
interacciones tritroficas. Ademas, los VOCs median la comunicacion planta-planta, ya que
los volatiles emitidos por una planta infectada por un fitopatogeno o atacada por un
herbivoro, pueden inducir la expresion de genes relacionados con la defensa y la emision
de VOCs en plantas vecinas o en hojas sanas de la planta afectada. Ha sido reportado, que
los VOCs vegetales participan, ademas, en la atraccion de microorganismos benéficos y
brindan proteccion a la planta contra diferentes tipos de estrés abidtico (Hassan ef al.,

2015; Chalal et al,, 2015; Dong et al., 2016).
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Fig. 1.5. Una vision integradora de las interacciones entre las plantas y el medio ambiente circundante
mediadas por volatiles (Dudareva et al., 2006).

1.2.3. Compuestogs fenolicos

Todos los vegetales sintetizan un elevado nimero de compuestos fenolicos, los
cuales se caracterizan por la presencia de uno o mas anillos aromaticos con una o varias
funciones hidroxilo en su estructura quimica (Dai y Mumper, 2010; Mazid et al., 2011).
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Esta clase de compuestos presenta una importante diversidad quimica ya que se incluye,

dentro de este grupo, desde moléculas sencillas como los acidos fenolicos hasta polimeros
complejos como los taninos y la lignina; ademas de compuestos como cumarinas,
flavonoides, antocianinas, fenilpropanoides, quinonas, lignanos y varios alkaloides, entre
otros (Wink y Schimmer, 2009; Dai y Mumper, 2010; Zhang y Liu, 2015).

Esta amplia clase de compuestos es de importancia tanto en la morfologia como en
la fisiologia vegetal, ya que los mismos estan involucrados en la defensa contra varios
tipos de estreses abioticos como, por ejemplo, en la proteccion contra radiactiones UV,
bajas y altas temperaturas, estrés hidrico y salino, etc. (Ryan er al., 2002; Treutter, 2005).
A su vez, participan en la respuesta de defensa de la planta por agresion de patdgenos,
parasitos o predadores (Skadhauge er al., 1997, Treutter, 2005). Ecologicamente estan
involucrados en la atraccion de polinizadores y dispersores de semillas y juegan un rol
crucial en las interacciones mutualistas microorganismo-planta, incluyendo la simbiosis
leguminosa-nizobio (Sarkar y Shetty, 2013). También contribuyen a otorgarle color a flores
y frutos y, estructuralmente, son los constituyentes de la pared celular (Treutter, 2005;
Sarkar y Shetty, 2013).

Los mismos son valorados por sus propiedades antioxidantes, antialérgicas,
antiinflamatorias, antimicrobianas, cardioprotectoras y por presentar efectos
vasodilatadores (Balasundram ez a/., 2006). Es de importancia el efecto de los mismos en
la prevencion de enfermedades asociadas a estrés oxidativo, razon por la cual ha
aumentado el interés por el estudio de estos metabolitos secundarios (Dai y Mumper,
2010). Por sus propiedades antioxidantes son empleados en la preservacion de los
alimentos (Sarkar y Shetty, 2013).

El contenido de compuestos fenolicos en hojas de M. piperita representa,
aproximadamente, un 20% del peso seco, del cual un 12% corresponde a flavonoides, tales
como, eriocitrina, luteolina, acido rosmarinico, acido salvianolico B, narirutina,
hesperidina, compuestos con propiedades antioxidantes, antidiabéticas y/o antitumorales
(Krzyzanowska et al., 2011; Kapp et al., 2013; Figueroa-Pérez et al., 2014; Riachi y De
Maria, 2015).

1.2.3.1. Fenilalanina amonio liasa
Diferentes compuestos fendlicos como lignina, flavonoides, antocianinas,

fitoalexinas, acidos fenolicos, entre otros son derivados del aminoacido fenilalanina, a
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través de la via de los fenilpropanoides. La fenilalanina, al igual que otros aminoacidos

aromaticos, procede de la via del acido shikimico (Choy Lee, 2015).

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL E.C.4.3.1.5) cataliza la primera reaccion
de la via de los fenilpropanoides (Fig. 1.6.), la cual consiste en la desaminacion no
oxidativa del aminoacido L-fenilalanina para producir acido trans-cinamico y un ién
amonio libre (Cochrane et al., 2004).

Esta enzima esta situada en un punto de ramificacién entre el metabolismo primario
y secundario por lo que la reaccion que cataliza es una importante etapa reguladora en la
formacion de muchos compuestos fenolicos. La actividad de la enzima PAL es estimulada
en diferentes procesos del desarrollo vegetal y, ademas, por una variedad de sefiales
ambientales, incluyendo el ataque de organismos patégenos, heridas tisulares, radiacion
UV, exposicion a metales pesados, bajas temperaturas y bajos niveles de nitrogeno, fosfato

u otros iones (Zhang y Liu, 2015).

O e) H
|+
OH PAL N OH |, H/N\”'”H
L-Fenilalanina Acido frans Cindmico Ameonio

Fig. 1.6. Reaccién catalizada por la enzima fenil alanina amonio liasa (PAL).

1.3. Fitohormonas

Las hormonas vegetales o fitohormonas son compuestos organicos de bajo peso
molecular, que actian a distancia o en su sitio de sintesis, a bajas concentraciones
(micromolar). Las mismas regulan esencialmente todos los procesos fisiologicos y del
desarrollo durante el ciclo de vida de la planta y las vias de sefializacion involucradas en la
respuesta a diferentes tipos de estreses bioticos y abidticos (Schmelz ef al., 2003; Bari y
Jones, 2009; Piotrowska y Bajguz, 2011; Shigenaga er al., 2016). Estos compuestos,
estructuralmente diversos, incluyen al acido abscisico (ABA), auxinas (IAAs),
brasinoesteroides (BRs), citoquininas, giberelinas (GAs), etileno (ET), jasmonatos (JAs) y
al acido salicilico (SA) (Wang e Irving, 2011).

Tradicionalmente SA, JAs y ET se asocian con la defensa de la planta contra
insectos y patogenos; mientras que GAs, IAAs, BRs y citoquininas se relacionan con
procesos del desarrollo vegetal. En tanto que ABA, es la principal hormona vegetal, a la

cual se involucra en la regulacion de las respuestas frente a diversos tipos de estrés abiotico
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(Verma et al., 2016). Sin embargo, se hace cada vez mas evidente que todas las hormonas

vegetales pueden tener directa y/o indirectamente efectos sobre miltiples procesos

vegetales (Ban y Jones, 2009; Shigenaga et al., 2016).

1.3.1. Jasmonatos

Los jasmonatos (JAs) son una clase de fitohormonas, ampliamente distribuida en
el reino vegetal, que incluye al acido jasmonico (JA), sus derivados y precursores (Abdala
y Cenzano, 2006; Piotrowska y Bajguz, 2011). Entre ellos cabe mencionar su precursor el
acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA), su éster metilico: metil jasmonato (MeJA), derivados
hidroxilados, JA conjugado con aminoacidos como valina, leucina, tirosina e isoleucina y
JA conjugado con glucosa, entre otros (Avanci ef al.,, 2010). Los JAs son moléculas
lipidicas, producidas a partir del acido a-linolénico (18:3), través de la via de los
octanoides (Westernack, 2014; Shigenaga et al., 2016). Por ser derivados de acidos grasos
poliinsaturados, esta clase de compuestos, forma parte del grupo de las oxilipinas y posee
homologia estructural con prostaglandinas originadas, en animales, a partir de acido
araquidonico (20:4) (Abdala y Cenzano, 2006; Yuan y Zhang, 2015).

El JA es una ciclopentanona que posee una cadena lateral pentenilo insertada en el
C7, un grupo acetilo unido al C3 y la presencia del grupo ceto en posicion C6 (Piotrowska
y Bajguz, 2011). Su éster metilico, MeJA, se origina por la adicion de un grupo metilo en
el carbono 1 (C1) (Noir ez al.,, 2013) (Fig. 1.7.).
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Acido Jasménico (JA) Metil Jasmonato (MeJA)

Fig. 1.7. Estructura del dcido jasménico (JA) ¥ su éster metilico metil
jasmonato (MeJA).

Los JAs participan en las respuestas de las plantas a una gran variedad de estreses
bidticos y abidticos (Liu ef al., 2015); como el ataque de insectos (Hu ef al., 2013), la
infeccion por organismos patogenos necrotroficos (Yang y Xie, 2015), dafio mecanico
(Robson ef al., 2010), estrés por ozono (Westernack, 2014), radiacion UV (Demkura ef al.,
2010), estrés hidrico, salino y por bajas temperaturas (Seo ef al., 2011; Westernack, 2014).

Ademas, el JA y sus derivados participan en el control de diversos procesos del desarrollo
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vegetal (Abdala y Cenzano, 2006; Wasternack, 2007) como crecimiento de la raiz (Cheng
et al., 2011), senescencia foliar (Jiang ef al., 2014), germinacion de la semilla, formacion
del tubérculo, apertura estomatica (Bari y Jones, 2009), enrollamiento de zarcillos (Abdala
y Cenzano, 2006), formacion de tricomas (Wasternack, 2014), maduracion de frutos y
desarrollo floral (Khan er a/., 2014). Los JAs, también, pueden ser emitidos en la mezcla
de VOCs mediando la comunicacion planta-planta (Baldwin ez al., 2006; Felton y
Tumlinson, 2008). Por otro lado, se ha reportado que los JAs participan en la regulacion de
las interacciones benéficas microorganismo-planta; como las asociaciones con hongos
micorrizicos arbusculares (AMF) y con bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR) (Westernack, 2014). Ademas, el JA juegan un rol central en la regulacion de
resistencia sistémica inducida, ISR (del inglés, Induced Systemic Resistance); desencadena
como respuesta a la herbivoria y por microorganismos benéficos (van Loon ef al., 1998;
van Loon, 2007).

Los niveles de JAs encontrados en plantas intactas oscilan en el rango de 10 a 100
ng/g de peso fresco pero los mismos pueden ser incrementados significativamente bajo
situaciones de estrés bidtico y/o abiotico (Ban y Jones, 2009; Ghasemi Pirbalouti et al.,
2014). El incremento de los niveles de JAs conduce a una dramatica reprogramacion de la
expresion de genes involucrados, por ejemplo, en la produccion de metabolitos secundarios
(Avanci ef al., 2010; Westernack, 2014), en la formacion de la pared celular (Cheong y
Chot, 2003) y también de la expresion de aquellos genes que codifican para proteinas de
defensa y enzimas involucradas en la propia ruta de biosintesis de JAs. Cabe aclarar que el
contenido endogeno de JAs varia en funcion del tejido, el tipo celular y el estadio del

desarrollo de la planta (Creelman y Mullet, 1997).

1.3.2. Acido Salicilico

El acido salicilico (SA) (o acido 2-hidroxibenzoico) (Fig. 1.8.) forma parte del
grupo de los compuestos fendlicos, anteriormente descripto, y se encuentra presente en
plantas en cantidades de unos pocos pg/g de peso fresco (Raskin, 1992). Esta fitohormona
puede encontrase en su forma libre o en forma glicosilada (SAG), metilada (MeSA),
hidroxilada o conjugado con aminoacidos (Hara er al., 2012). Varios de los derivados del
SA no son compuestos activos como, por ejemplo, SAG y MeSA (Kumar, 2014), mientras

que varias formas hidroxiladas son biologicamente activas (Rangel Sanchez et al., 2010).
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O
OH
OH

Fig. 1.8. Estructura quimica del dcido salicilico (SA).

El SA deriva del corismato, un producto de la via del acido shikimico, a través de
dos vias, una de la cuales involucra la enzima PAL, anteriormente descripta; y la otra via
consta de dos reacciones catalizadas por las enzimas isocorismato sintasa (ICS), la cual
convierte corismato a isocorismato y la isocorismato piruvato liasa (IPL) la cual cataliza la
conversion de isocorismato a SA (Khan et al., 2015; Shigenaga et al., 2016). Durante la
respuesta a patogenos, la planta preferencialmente emplea la via del isocorismato para la
sintesis de SA (Métraux et al., 1990). Una vez formado el SA no solo se acumula en el
sitio de infeccion, sino que lo hace sistémicamente, con el objetivo de proteger sitios no
dafiados (Verma er al., 2016). Después de su sintesis, la mayor parte del SA producido es
almacenada en forma de SAG, compuesto biologicamente inactivo. El mismo puede volver
a SA a través de una reaccion enzimatica catalizada por la enzima SA B-glucosidasa. El
derivado metilado (MeSA) también es inactivo, pero es volatil y puede difundir facilmente
a través de las membranas (Kumar, 2014). Este mecanismo ayuda a la planta a reducir la
acumulacion de SA de las células y, en consecuencia, sus efectos toxicos (Cronje et al.,
2004).

Ha sido reportado que el SA participa en la regulacion de varios procesos del
crecimiento y desarrollo vegetal como metabolismo del N y la prolina, sistema de defensa
antioxidante, movimiento estomatico, floracion, fotosintesis, respiracion, germinacion de
la semilla, establecimiento de la plantula, en el proceso de termogénesis, entre otros
(Jordan y Casaretto, 2006; Miura y Tada, 2014; Shigenaga et al., 2016). Ademas, el SA
esta involucrado en las respuestas de las plantas a varios tipos de estreses abioticos como la
exposicion a metales pesados, radiacion UV, altas y bajas temperaturas, estrés hidrico y
salino, etc. (Hara er al., 2012; Khan et al., 2015). A su vez, el SA juega un rol clave en la
regulacion de resistencia sistémica adquirida, SAR (del inglés, Systemic Acquired
Resistance), producto de la interaccion planta-patogeno. Esta fitohormona participa en la
activacion de varias respuestas de defensa; confiriendo inmunidad sistémica y local contra
un importante nimero de patogenos biotroficos y hemi-biotroficos (Derksen ef al., 2013;

Kumar, 2014; Kumar et al., 2015).
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Se ha determinado en plantas atacadas por patégenos, que son necesarios

incrementos en los miveles de SA, para que se produzca un aumento en la expresion de
genes relacionados con la defensa los cuales, por ejemplo, codifican para las proteinas

relacionadas a la patogénesis 0 PR (Jordan y Casaretto, 2006).

1.4. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

La nzosfera ha sido definida por Hiltner (1904), como el volumen de suelo
influenciado por la presencia de raices de una planta viva, cuya extension puede variar de
acuerdo al tipo de suelo, la especie vegetal, su edad, entre otros factores (Foster, 1998).

Las raices vivas proveen una fuente de nutrientes para los organismos del suelo;
los exudados radicales son compuestos quimicos liberados por exudacion, secrecion o
autolisis de raices viejas. Estos contienen, en mayor proporcion, compuestos de bajo peso
molecular como azucares, aminoacidos, acidos organicos, vitaminas y varios metabolitos
secundarios; y también, compuestos de alto peso molecular como proteinas y
polisacaridos, ademas de, iones inorganicos, agua y electrones (Pérez-Montaiio et al.,
2014, Rasmann y Turlings, 2016). Ha sido estimado que entre un 20 y un 80% de los
fotosintatos ingresan a la rizosfera como exudados radicales (Rasmann y Turlings, 2016),
representando la mejor fuente de nutrientes disponible en el suelo; razon por la cual, la
zona alrededor de las raices es un habitat de méaxima actividad biologica. De las diferentes
poblaciones microbianas presentes en esta zona del suelo, las bacterias son los
microorganismos mas abundantes, con una densidad de hasta 10° células por gramo de
suelo (Nadeem ef al., 2013).

Las PGPR (del inglés, Plant Growth Promoting Rhizobacteria) son bacterias
benéficas de vida libre del suelo que juegan un rol significativo en promover el crecimiento
y desarrollo vegetal, al colonizar el sistema radicular; a través de diferentes mecanismos
que pueden ser directos o indirectos (Fig. 1.10.) (Lucy e al., 2004; Pérez Montaiio et al.,
2014; Shrivastava et al., 2015).

Los beneficios para la planta que pueden resultar de la interaccion huésped -
PGPR incluyen incrementos en la tasa de germinacion de las semillas, en el crecimiento de
la raiz, en el area foliar, en el contenido de clorofila y proteinas, en la toma de nutrientes,
en la actividad hidraulica, en la tolerancia al estrés abidtico, en la supresion de

enfermedades causadas por microorganismos, en la longitud y peso del tallo y la raiz y una
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disminucion de la senescencia (Fig. 1.9.) (Yang et al., 2009, Pérez Montaiio ef al., 2014,
Verbon y Liberman, 2016).

Estudios previos demuestran que la inoculacion de PGPR incrementa la
produccion de diferentes clases de cultivos (Kloepper et al., 1991; Glick, 2012). Sin
embargo, hasta el momento, se registran escasos estudios sobre los efectos que producen
este tipo de microorganismos sobre plantas aromaticas (Banchio ef al., 2008; Cappellari et

al., 2013; Santoro et al., 2015).

Peso v Longitud
det Tallo y (s Raiz

Fig. 1.9. Beneficios para la planta que resultan de Ia interaccién huésped-
PGPR (Pérez-Montafio et al., 2014).

1.4.1. Mecanismos de promocién del crecimiento vegetal por PGPR

Los mecanismos por los cuales las PGPR promueven el crecimiento vegetal
dependen de cada interaccion microorganismo-planta; por lo tanto es necesario determinar
el efecto particular de una determinada cepa PGPR sobre la fisiologia y el desarrollo de

una especie vegetal en particular.

1.4.1.1. Mecanismos directos
1.4.1.1.1. Fijacion biolégica del N>

A pesar de la abundancia de Nz en la atmosfera (el N2 representa mas del 70% de
los gases atmosféricos), el mismo no es aprovechable por las plantas, que deben utilizar las

formas combinadas que se encuentran en el suelo (NO3s, NO* y NHs), en cantidades
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insuficientes para soportar los cultivos intensivos. Considerando que el N es el principal

nutriente requerido por la planta.

La fijacién biolégica del N2 (FBN) consiste en la reduccion del N2 a NH3 gracias al
complejo enzimatico nitrogenasa presente en algunos microorganismos denominados
diazotrofos (Franche er al, 2009). Se conocen dos grupos de microorganismos con
capacidad de llevar a cabo el proceso de FBN: bacterias de vida libre y bacterias
simbiodticas de plantas superiores. Las bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre
incluyen a miembros de los géneros Azospirillum, Azotobacter, Burkholderia, Bacillus,
Klebsiella, entre otros y, también, cianobacterias (Vessey, 2003; Saharan y Nehra, 2011).

En conclusion, la FBN representa una alternativa interesante, tanto desde el punto

de vista ambiental como economico, al empleo de fertilizantes quimicos (Ahemad y

Kibret, 2014).

1.4.1.1.2. Solubilizaciéon de fosfatos

El P, luego del N, es el segundo macronutriente de importancia requerido por la
planta; por lo que los bajos niveles de fosfato soluble en los suelos pueden limitar el
crecimiento vegetal (Anzuay ef al., 2013; Ahemad y Kibret, 2014; Kumar et al., 2016).
Los suelos pueden tener grandes reservas de P total, pero las formas asimilables por las
plantas, representan una pequeiia proporcion de ese total. La baja disponibilidad se debe a
que la mayor parte del P del suelo se encuentra en formas insolubles y las plantas pueden
solo absorber P en dos formas solubles: los iones monobasico (H2PO47) y dibasico (HPO4?)
(Vessey, 2003; Shrivastava et al., 2015).

Las bacterias solubilizadoras de fosfatos son muy comunes en la rizosfera y
secretan acidos organicos de bajo peso molecular como acido gluconico, 2-cetogluconico,
citrico, lactico, succinico, etc. los cuales quelan cationes (Al, Fe, Ca, Mg) unidos a formas
insolubles de fosforo convirtiéndolas en solubles, aprovechables por la planta (Rodriguez
et al., 2006; Anzuay et al., 2013). Estas rizobacterias, ademas, pueden secretar enzimas
tales como fosfatasas, fitasas, fosfonatasas y C-P liasas que liberan P soluble de
compuestos organicos presentes en el suelo (Kumar er al., 2016).

Se ha reportado que cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Erwinia, entre otros,
tienen la capacidad de solubilizar fosfatos insolubles (Rodriguez et al, 2006; Gupta y
Kumar, 2017).
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1.4.1.1.3. Produccion de sideroforos

En el suelo el Fe no esta disponible para asimilacion directa por parte de los
microorganismos o de las plantas, porque el Fe*3, el cual predomina en la naturaleza, es
muy poco soluble y en el suelo se encuentra en muy baja concentracion para el optimo
crecimiento de los organismos vivos. Por esta razon, para sobrevivir los microorganismos
del suelo sintetizan y secretan compuestos de bajo peso molecular de union al hierro
conocidos como sideréforos, como también, receptores capaces de unir el complejo Fe*3-
sideroforo (Siddiqui, 2005; Ahemad y Kibret, 2014).

Los sideroforos unen Fe'3 con alta afinidad, de esta manera aumentan la
disponibilidad de Fe tanto para el propio microorganismo como para las plantas, que son
capaces de reconocer el complejo sideroforo-Fe™ de origen bacteriano (Glick, 2012;
Beneduzi e al., 2012).

Este mecanismo de promocion del crecimiento vegetal es muy comun entre los

miembros del género Pseudomonas (Hayat et al., 2010).

1.4.1.1.4. Produccion de fitohormonas

Muchas bacterias poseen la capacidad de producir y liberar al medio fitohormonas
tales como auxinas, giberelinas y citoquininas. Cada bacteria en particular puede afectar el
crecimiento vegetal, mediante la sintesis de uno o mas de estos compuestos. Segun lo
reportado por Brown (1974) y Tien y col. (1979), el mecanismo de accion directo de las
PGPR es, por excelencia, la produccion de fitohormonas.

Cepas de los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter y Bacillus poseen la
capacidad de sintetizar y exportar diferentes clases de fitoreguladores, los cuales participan
en diferentes procesos del desarrollo y crecimiento vegetal (Hayat er al,, 2010; Glick,
2012). Por ejemplo, ha sido reportado, que varias cepas PGPR son capaces de producir
AIA (acido indol acético) y acido giberelico en el suelo rizosferico los cuales juegan un rol
significativo en incrementar la superficie radical y el niimero de pelos radicales en varias

especies vegetales (Shrivastava et al., 2015).

1.4.1.1.5. Regulacion del nivel de etileno

Ciertas cepas PGPR pueden promover el crecimiento vegetal, al disminuir los

niveles de etileno en plantas, mediante la produccion de la enzima 1-aminociclopropano-1-
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carboxilato (ACC) deaminasa. Esta enzima cliva el ACC, el precursor inmediato del

etileno; lo cual resulta en un marcado desarrollo radical (Glick er al., 1998; Glick, 2012).
Ha sido reportado que cepas pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus,

Azospirillum, Serratia, entre otros exhiben actividad ACC deaminasa (Ahemad y Kibret,
2014).

1.4.1.1.6. Produccion de compuestos organicos volitiles

Los compuestos organicos volatiles producidos por microorganismos mVOCs (del
inglés: microbial Volatile Organic Compounds) son metabolitos secundarios de bajo peso
molecular, principalmente derivados de reacciones de fermentacion, tales como aldehidos,
cetonas, alcoholes, hidrocarburos, etc. (Naznin ef al., 2013). La promocion del crecimiento
vegetal, por parte de estas sustancias, es un mecanismo identificado pero ain no
completamente dilucidado (Ryu et al., 2004; Lee ez al., 2012).

Ultimamente ha sido reportado que los mVOCs, ademas, de estimular el
crecimiento vegetal pueden inducir resistencia sistémica (ISR), incrementando la
capacidad defensiva de la planta frente a organismos fitopatogenos (Banchio et al., 2009;
Santoro et al., 2011; Santoro et al., 2016) y aumentar la tolerancia a diferentes tipos de

estrés abiodtico (Liu y Zhang, 2015).

1.4.1.2. Mecanismos indirectos

Las PGPR pueden suprimir un amplio espectro de enfermedades virales,
bacterianas, fiingicas y causadas por nematodos, a través de antagonismo microbiano o
induccion de resistencia en la planta (van Loon y Bekker, 2003; van Loon, 2007),

promocionando de esta manera el crecimiento vegetal de forma indirecta.

1.4.1.2.1. Mecanismos involucrades en el antagonismo microbiano en la rizésfera

I8l Produccién de sideréforos: las PGPR puede prevenir la proliferacion de hongos y de
otros agentes patogenos mediante la produccion de sideroforos. Estas moléculas quelan el
Fe*® en las inmediaciones de la raiz; por lo que la consiguiente falta de hierro impide la
proliferacion de patégenos en esta zona (Siddiqui, 2005). La produccion de sideréforos es
muy comun entre los miembros del género Pseudomonas (Hayat et al., 2010).

UM Produccién de antibigticos v compuestos antifingicos: uno de los mecanismos mas

eficaces que las PGPR emplean para prevenir la proliferacion de organismos fitopatogenos
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es la sintesis de antibioticos (Shaikh, et al., 2016). P. fluorescens y vanas cepas del género

Bacillus desempenan un importante rol en la supresion de microorganismos patogenos
mediante la secrecion extracelular de metabolitos que resultan inhibitorios a bajas
concentraciones (Fernando et al., 2005).

W Actividad litica: varias cepas con capacidad de promover el crecimiento vegetal
pueden producir enzimas hidroliticas como quitinasas y p-1,3-glucanasas; las cuales
participan en la degradacion de la quitina y los glucanos de la pared celular fungica,
provocando la disrupcion osmatica de la membrana celular (van Loon y Bekker, 2003).
Otras enzimas hidroliticas como celulasas, lipasas y proteasas estan involucradas en la
supresion de bacterias fitopatogenas (Babalola, 2010).

Il Competiciéon por_sustratos: la competencia entre microorganismos patogenos y
saprofitos por materiales organicos liberados de las raices, puede reducir el crecimiento y/o
actividad de microorganismos patogenos (van Loon y Bakker, 2003). Este es un importante
mecanismo biocontrolador empleado por los miembros del género Pseudomonas (Avis et
al., 2008).

Y8l Inhibicion de enzimas o toxinas producidas por fitopatégenos: existen hongos
patogenos que producen enzimas hidroliticas extracelulares, las cuales degradan los
polimeros presentes en las paredes celulares vegetales, facilitando la infeccion por la
desintegracion de la pared celular. Estas enzimas incluyen exo y endo poligalacturanosas,
celulasas, entre otras. Las PGPR pueden reducir la actividad de estas enzimas fingicas, lo
cual se correlaciona con una reduccion de la virulencia.

8l Produccion de dcido cianhidrico: algunas cepas del género Pseudomonas poseen la
capacidad de producir acido cianhidrico (HCN), al cual ellas son resistentes. Este
compuesto participa en la inhibicion directa de los hongos, al inhibir la enzima citocromo

C oxidasa terminal de la cadena respiratoria y al unirse a metaloenzimas (van Loon ef al.,
1998).

1.4.1.2.2. Resistencia Sistémica Inducida

La interaccion de bacterias no patogenas con la raiz de la planta, induce
mecanismos de defensa en el huésped; lo cual provoca una reduccion en la severidad o
incidencia de las enfermedades causadas por fitopatogenos y/o de los ataques de
organismos herbivoros; que se encuentran espacialmente separados del agente inductor

(van Loon y Glick, 2004; Choudhary y John, 2009; Pérez-Montaiio et al., 2014).
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Se ha reportado que cepas pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Bacillus,
Serratia, Azospirillum, entre otros, poseen la capacidad de inducir mecanismos de defensa
en plantas al 1gual que lo hacen organismos fitopatogenos o insectos herbivoros (Pérez-
Montaiio et al., 2014).

Entre las respuestas de defensa inducidas por PGPR pueden citarse la acamulacion
de fitoalexinas, el reforzamiento de la pared celular, el aumento de la sintesis de
metabolitos secundarios, el incremento en la expresion de los genes que codifican para
proteinas relacionadas a la patogénesis (PR) y de determinadas enzimas como PAL,
peroxidasa, polifenoloxidasa, quitinasas, entre otras (van Loon, 2007).

La participacion de las PGPR en la induccion de resistencia sistémica se relaciona
con la produccion por parte de estas bacterias no patogenas de elicitores, inductores o
determinantes que activan las respuestas de defensa en las células vegetales (Jankiewicz y
Koltonowicz, 2012). Entre los determinantes bacterianos capaces de inducir ISR se
encuentran compuestos de la superficie celular bacteriana como flagelos y
lipopolisacaridos (LPS), compuestos liberados por la bacteria al medio circundante como
sider6foros, SA, antibidticos y VOCs emitidos por las rizobacterias (Lugtenbergy

Kamilova, 2009).

Rizobacterias

Aumento de la Totna de Nutrientes

Produccidn de:
ACC Deaminass
Citoquininas
Giberelinas
vVQOs w
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Fig. 1.10. Mecanismos de promocion del crecimiento por rizobacterias (Ahemad
y Kibret, 2014),
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1.4.2. Géneros de PGPR

Dentro de las PGPR encontramos bacterias pertenecientes a diferentes géneros
como: Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum, Burkholderia, Pseudomonas, Bacillus,
Erwinia, entre otros (Kloepper, 1993; van Loon, 2007; Vessey, 2003; Miransari, 2014;
Shrivastava et al., 2015).

1.4.2.1. Pseudomonas spp.

Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos mas importantes y mejor
estudiados debido a su amplia distribucion en el ambiente y su facil cultivo en condiciones
de laboratorio. Son bacilos rectos o ligeramente curvos Gram (-), aerobios, moviles por la
presencia de uno o varios flagelos polares, oxidasa positivos, a veces, negativos, catalasa
positivos. Estos microorganismos poseen requerimientos nutricionales simples y crecen
bien en medios suplementados con sales minerales con una de una amplia gama de fuentes
de C que pueden utilizar (Palleroni, 2005, Garrido-Sanz e al., 2016).

Particularmente el grupo de las pseudomonas fluorescentes incluye especies de
interés ambiental, capaces de promover el crecimiento vegetal (PGPR), degradar
compuestos xenobioticos o generar fitopatologias y especies de interés médico, capaces de
producir enfermedades en seres humanos y animales (Wu ef al., 2009). Tal como su
nombre lo indica, estos microorganismos secretan pigmentos solubles fluorescentes de
color amarillo verdoso llamados pioverdina (Meyer y Abdallah, 1978) o pseudobactina
(Teintze y et al., 1981), particularmente bajo déficit de Fe. Mencionados compuestos
poseen accion siderofora favoreciendo al transporte de hierro (Neilands, 1973; Mehri et al.,
2011) y ligando algunas especies a su funcion patogénica (Fuchs et al., 2001).

Las pseudomonas fluorescentes con capacidad PGPR, como P. putida y P.
Sfluorescens, han logrado un incremento en la productividad de diferentes cultivos, como
asi también una reduccion de las poblaciones de microorganismos patogenos, tanto bajo
condiciones de campo como de invernadero (Loper, 1988; Bakker et al., 1991). Uno de los
mecanismos mas importante, por el cual los miembros del genero Pseudomonas
promueven el crecimiento vegetal, es mediante la supresion de microorganismos patogenos
(Raaijmakers et al., 2002; Pieterse et al., 2003; Garrido-Sanz et al. 2016). En varias cepas
de este género la produccion de metabolitos como antibiodticos, sideroforos y HCN es el
principal mecanismo involucrado en el control bioldgico (Weller y Thomashow, 1993;

Fermando ef al., 2005; Miransari, 2014). Otros mecanismos implican la degradacion de
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factores de virulencia de los patdgenos como enzimas y/o toxinas, la produccion de

enzimas extracelulares como quitinasas, glucanasas y la competicion por nutrientes (Avis
et al., 2008). Ademas, se ha reportado que algunas cepas del género Pseudomonas, que
estan intimamente asociadas con la raiz, pueden inducir el mecanismo de resistencia
sistémica contra diversos organismos fitopatogenos (Bakker e7 al., 2007; Garrido-Sanz et
al. 2016).

La estimulacion del crecimiento vegetal por Pseudomonas, a través de
mecanismos directos, se atribuye a la solubilizacion de fosfato, a la producciéon de
fitohormonas estimuladoras del crecimiento vegetal como AIA, a la degradacion de
precursores del etileno en la raiz y/o a produccion de VOCs (Vessey, 2003; Lugtenberg y
Kamilova, 2009; Santoro et al., 2015; Pii et al., 2015). De este modo, las cepas
pertenecientes al grupo de las pseudomonas fluorescentes con capacidad PGPR ofrecen

una alternativa atractiva como bioinoculantes y agentes de biocontrol (Palleroni, 2005).

1.3.2.2. Bacillus spp.

Los miembros del género Bacillus son bacilos Gram (+), aerobios o anaerobios
facultativos, catalasa (+), inmoviles o moviles por flagelacion peritrica. Capaces de formar
endosporas, las cuales les permiten sobrevivir por periodos prolongados de tiempo bajo
condiciones adversas. Al igual que las células vegetativas, las endosporas pueden ser
aisladas de una amplia variedad de ambientes terrestres y acuaticos (Mols y Abbe, 2011;
Hirooka, 2014). B. subtilis es una especie de este género, reconocida por su capacidad de
promover el crecimiento vegetal; este microorganismo ha sido aislado de la rizosfera de
una significativa cantidad de especies vegetales a una densidad de hasta 107 UFC/gramo de
suelo (Antoun y Prévost, 2005). Ademas, de B. subtilis otras especies de este género son
capaces de estimular el desarrollo vegetal como B. polymyxa, B. pumilus y B.
amyloliquefaciens (Kumar et al., 2012).

Entre los mecanismos involucrados en la promocion del crecimiento por cepas
pertenecientes al género Bacillus, pueden citarse la solubilizacion y movilizacion de
fosfatos, la produccion de fitohormonas como citoquininas y giberelinas y la FBN (Vessey,
2003; Kumar ef al., 2012; Pii et al., 2015). Sin embargo, este grupo de microorganismos
posee un rol destacado en el control de organismos fitopatogenos; ya que son capaces de
liberar metabolitos antifungicos y antibioticos y sintetizar quitinasas, las cuales hidrolizan

la pared celular fungica (Choudhary y John, 2009; Fernando et al., 2005). Ademas, los

24



Capitulo I: Introduccif*

miembros de este género junto con los del género Pseudomonas son las bacterias mas

estudiadas por inducir resistencia sistémica en una amplia variedad de especies vegetales
(van Wees et al., 2008).

Los VOCs emitidos por algunas especies de este género pueden promover el
crecimiento vegetal e inducir ISR en una amplia variedad de especies vegetales

(Lugtenberg y Kamilova, 2009; Banchio e al., 2009).

25



Capitulo IT

Hipotesis vy
Objetivos




Capitulo I1: Hipotesis y Objeti *

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis de trabajo

“La inoculacion de cepas PGPR en plantas de Mentha x piperita L produce un
efecto benéfico sobre la produccion de biomasa e induce la biosintesis de metabolitos
secundarios. El tratamiento conjunto de inoculacién con rizobacterias y aplicacion exogena
de las fitohormonas MeJA o SA, produce un efecto sinérgico sobre el desarrollo y

crecimiento vegetal y la biosintesis de productos del metabolismo secundario.”

2.2. Objetivo general

Estudiar distintos aspectos de la inoculacion con microorganismo promotores del
crecimiento vegetal (PGPR) sobre la produccion de biomasa y la biosintesis de aceites
esenciales y compuestos fendlicos en plantas de Mentha x piperita L. Indagar sobre la
participacion de las fitohormonas MeJA y SA en la biosintesis de mencionados productos

del metabolismo secundario vegetal.

2.3. Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de clorofila, el contenido de aceites esenciales, la concentracion
de los monoterpenos principales, el contenido de fenoles totales, el nimero de pelos
glandulares y estomas en plantas inoculadas con bacterias PGPR.

2. Estudiar cualitativa y cuantitativamente los aceites esenciales, fenoles totales y
desarrollo de pelos glandulares en plantas aromaticas expuestas al acido jasmonico y
salicilico exogeno.

3. Evaluar la actividad enzimatica de L-fenilalanina amonio liasa (PAL) en plantas
inoculadas con rizobacterias.

4. Evaluar los efectos de la inoculacion de rizobacterias sobre la produccion de biomasa y

la emision de VOCs. Determinar la supervivencia de las cepas inoculadas y co-inoculadas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Para las distintas experiencias se utilizaron plantas de M. piperita procedentes de
una plantacion comercial de la region de Villa Dolores, Cordoba. Estacas uninodales de
entre 5y 7 cm de longitud, fueron cortadas de regiones en activo crecimiento y transferidas
a tubos de ensayo conteniendo agua destilada estéril y 10 mg de hormona para enraizar
“Parque” (acido a-naftalénacético 0,3 g e inerte c.s.p. 100 g).

Una vez enraizadas, aproximadamente a los 7 dias, las estacas fueron transferidas a
macetas plasticas de 330 cm? conteniendo vermiculita estéril (una plantula por maceta).
Las macetas fueron colocadas en camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/oscuridad), a 24-28°C y humedad controlada. Para regar fue empleado el medio salino

Hoagland esténl (Ver Anexo I).

3.2. Cepas bacterianas v condiciones de cultivo
3.2.1. Cepas bacterianas

En el presente trabajo se utilizaron las siguientes cepas con capacidad de
promover el crecimiento vegetal:
W Pseudomonas simiae WCS417r (conocida anteriormente como P. fluorescens
WCS417r) (Berendsen et al., 2015, Wintermans et al., 2016).
VW Pseudomonas putida SJ04: cepa fluorescente aislada de suelo adherido a las raices de
plantas de M. piperita, procedentes de una plantacion comercial en Villa Dolores, Cordoba.
Esta cepa fue evaluada para determinar su capacidad de promocion del crecimiento
vegetal, determinandose su habilidad para solubilizar fosfatos, producir sideroforos y AIA
(GenBank KF312464.1; Santoro et al., 2015; Santoro et al,, 2016).
W Bacillus subtilis GB03 (Kodiak® Gustafson, Inc, Plano, TX, Estados Unidos).

3.2.2. Conservaciéon y mantenimiento de las cepas

Las cepas bacterianas fueron conservadas en stocks de glicerol a -80°C. Los
stocks fueron preparados en esterilidad mediante la adicion de 0.2 ml de glicerol estéril a

0.8 ml de un cultivo bacteriano crecido hasta fase exponencial tardia.
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3.2.3. Condiciones de cultivo

Para los ensayos de inoculacion, colonias bacterianas aisladas, crecidas sobre
medio LB (Luria Bertani) agarificado (Ver Anexo I), fueron transferidas a Erlenmeyers de
100 ml conteniendo 25 ml de medio liquido LB. Las cepas se hicieron crecer hasta

alcanzar la fase exponencial de crecimiento, en un agitador a 30°C y 150 rpm.

3.3. Ensayo de inoculacion
3.3.1. Inoculacidon y co-inaculacién de plintulas

A los 7 dias de ser transferidas a macetas, las plantulas fueron inoculadas y co-
moculadas con las cepas anteriormente citadas. Previo a la inoculacion, las cepas
cultivadas en medio LB hasta fase exponencial tardia, fueron centrifugadas, lavadas y re
suspendidas en solucion fisiologica (CINa 0.9%) estéril, para obtener una suspensién
bacteriana con una concentracion final de 1X10° UFC/ml.

En los tratamientos de inoculacion simple las plantulas fueron inoculadas con
1000 ul de la suspension bacteriana correspondiente (1X10° UFC/planta). Mientras que en
los tratamientos de co-inoculacién, las plantulas fueron inoculadas con 500 pl de cada una
de las suspensiones bacterianas correspondientes (5X10° UFC de cada cepa/planta). Las
plantas control fueron inoculadas con 1000 ul soluciodn fisiologica estéril.

Las plantas fueron inoculadas con las siguientes cepas o combinaciones de cepas:
W P. simiae WCS417r
M P. putida SJ04
VN B. subtilis GBO3
YW P. simiae WCS417r + P. putida S104
U8l B. subtilis GBO3 + P. putida S104

Plantulas sin inocular fueron utilizadas como controles.

El ensayo se repitio 3 veces y en cada repeticion se utilizaron 10 muestras de cada

tratamiento.

3.3.2. Recoleccion de plantas v cuantificacion de parametros

A los 30 dias de inoculadas, las plantas fueron cosechadas. El sistema radical fue
lavado con abundante agua corriente para remover la vermiculita adherida, secado y

separado de la parte aérea. Determinandose, posteriormente, el peso fresco de la parte
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aérea y de las hojas, el peso seco de la raiz y de la parte aérea, el numero de hojas y de
nudos, la longitud del tallo y de 1a raiz.

La parte aérea fue reservada para la posterior determinacion del mimero de tricomas
glandulares y estomas, para cuantificar el contenido de AE, fenoles totales y clorofila y
para analizar la actividad de la enzima PAL.

La superficie aérea foliar fue calculada utilizando el software Imagel] (programa
desarrollado por los Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda, Maryland, Estados
Unidos) sobre la base de imagenes digitales de las hojas, tal como fue descripto

previamente (Tumer et al., 2000).

3.4. Ensavo con Fitchormonas

3.4.1. Aplicacion exégena de MeJA v SA

A los 14 dias de ser transferidas a macetas y a los 7 dias posteriores a la
inoculacion, las plantas fueron esprayadas hasta punto de goteo, con soluciones de MeJA
(Sigma-Aldrich, St Louis, Estados Unidos) 1, 2 0 4 mM o soluciones de SA 1 0 2 mM
(Sigma-Aldrich, St Louis, Estados Unidos), empleando un aspersor manual. Las
concentraciones utilizadas fueron elegidas en base, a que a concentraciones mas bajas no
se observaron efectos sobre los parametros a determinar y teniendo en cuenta la
bibliografia disponible (Traw y Bergelson, 2003; Boughton et al., 2005; War e7 al., 2013).
El SA aplicado a una concentracion de 4 mM, produjo un efecto fitotéxico sobre las hojas,
razon por la cual mencionada concentracion de SA no fue incluida en este ensayo.

Para preparar las soluciones de MeJA 1, 2 y 4 mM se empleé como diluyente una
solucion al 1% de alcohol metilico; en tanto que para preparar las soluciones de SA se
utilizd una solucion de etanol al 1%. Las soluciones diluyentes fueron empleadas para
esprayar las plantas del tratamiento control correspondiente. Plantas sin esprayar con
solucion diluyente no se diferenciaron significativamente (p=>0.05), en todas las variables
evaluadas, de las expuestas a mencionadas soluciones; razon por la cual los controles no
esprayados no se incluyen en los graficos representativos de cada ensayo. Las plantas
esprayadas con las soluciones de fitochormonas fueron separadas espacialmente de las
plantas control, para evitar la influencia de la volatilizacion de las fitohormonas sobre los
controles.

Plantulas sin inocular y sin tratar con fitoreguladores fueron utilizadas como controles.

Plantas inoculadas pero no esprayadas con fitohormonas, también fueron empleadas como
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controles debido a que se conocia, por ensayos realizados con anterioridad, el efecto de las
rizobacterias sobre la produccion de biomasa y de metabolitos secundarios. El ensayo se
repitio 3 veces y en cada repeticion se utilizaron 10 muestras de cada tratamiento.

Los tratamientos evaluados se describen en la siguiente tabla:

Tabla 3.1. Tratamientos aplicados en los ensayos con fitohormenas

“Tratamientos con MelJA TEnlnmimlm can SA

Control
MeJA 1 mM SA 1 mM
MeJA 2 mM SA2mM
MeJA 4 mM
WCS417r
WCS417r + MeJA 1 mM WCS417r + SA 1 mM
WCS417r + MeJA 2 mM WCS417r + SA 2 mM
WCS417r + MeJA 4 mM
SJ04
SJ04 + MeJA 1 mM SJ04 + SA 1 mM
5J04 + MeJA 2 mM SJ04 + SA 2 mM
S$J04 + MeJA 1 mM
GBO3
GB03 + MeJA | mM GB03 +SA 1 mM
GBO03 + MeJA 2 mM GBO3 + SA | mM
GB03 + MeJA 4 mM
WCS417r + SJ04

WCS417r + SJ04 + MeJA 1 mM WCS417r + SJ04 + SA T mM
WCS417r + 8304 + MeJA 2 mM WCS417r + 5704 + SA 1 mM
WCS417r + SJ04 + MeJA 4 mM

GBO03 + SJ04
GBO03 + SJ04 + MeJA 1| mM GB03 + 5J04 + SA 1 mM
GB03 + 8J04 + MeJA 2 mM GBO3 + 8J04 + SA 2 mM

GBO03 + SJ04 + MeJA 4 mM

3.4.2. Recoleccion de plantas y cuantificacion de parametros

A los 7y 14 dias posteriores a la aplicacion de las fitohormonas, se evaluaron los
efectos de los tratamientos descriptos anteriormente; utilizandose unidades experimentales
distintas en cada tiempo. El sistema radicular fue separado de la parte aérea y descartado;

mientras que la parte aérea fue reservada para calcular la densidad de tricomas glandulares
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y para determinar diferentes parametros de crecimiento vegetal y el contenido de AE, y
fenoles totales. El ensayo se repitid 3 veces y en cada repeticion se analizaron 10 muestras

de cada tratamiento.

3.5. Extraccion y cuantificacion de AE

3.5.1. Extraccion de AE

El material vegetal a analizar fue pesado y colocado en un balon de 100 ml junto
con el estandar interno (1 pl en 200 pl de cloruro de metileno) y 50 ml de agua destilada.
Como estandar interno se utilizé p-pinene, por no ser un constituyente del AE de la planta
en estudio, ni tener un tiempo de retencion similar a los compuestos presentes en el mismo.

El AE se extrajo por arrastre con vapor de agua, en un equipo Clevenger
modificado por un tiempo de 20 munutos. El material obtenido de la destilacion se
particiond con 10 ml de cloruro de metileno y luego el solvente fue evaporado bajo presion
reducida a 40°C. Posteriormente, el matenial obtenido fue inyectado en un cromatografo de

gases (GC) (Banchio et al., 2008).

3.5.2. Identificacion de monoterpenos por cromatografia gaseosa

El analisis cromatografico se llevo a cabo con un equipo Perkin-Elmer Clarus 600
acoplado a un detector de 1onizacion de llama (FID) en el Instituto Multidisciphinario de
Biologia Vegetal (IMBIV) de la Ciudad de Cérdoba. Las condiciones de operacion fueron
las siguientes: la temperatura del horno fue programada desde 60°C los primeros tres
minutos, hasta llegar a 240°C incrementando 4°C por minuto; la temperatura del inyector y
del detector FID fueron de 250°C, se utilizo nitrogeno a un flujo constante de 0,9 ml/min.
Se empled la columna cromatografica DB-5 (30 m x 0,25 pum).

La identificacion de los compuestos se llevo a cabo por comparacion de los tiempos
de retencion con compuestos estandares puros (Banchio ez al., 2008) y sobre la base de un
espectro de masa (Fig. 3.1.). De esta forma se determiné cualitativamente la presencia de

los monoterpenos en los AE obtenidos de los diferentes tratamientos.
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Fig. 3.1. Cromatograma GC/MS del AE de M. piperita.

3.5.3. Cuantificaciéon de los AE

La concentracion de los monoterpenos mayoritarios: limoneno, linalool, pulegona,

mentona y mentol, como asi también, la concentracion total de AE fue calculada en
relacion al area correspondiente al estandar interno. Para determinar el contenido de AE
totales se sumaron las areas de todos los compuestos constituyentes del mismo. El
rendimiento fue expresado en pg/g de peso fresco.

Para la determinacion del %R de los compuestos mayoritarios, fue considerado
como el 100% la suma de las areas de todos los compuestos presentes en la corrida
cromatografica (a excepcion de la correspondiente al estandar interno); posteriormente, se

relaciono el area de cada compuesto con este valor.

3.6. Recoleccion y cuantificacion de VOCs vegetales
3.6.1. Recoleccion de VOCs vegetales

Las plantas fueron transferidas a una camara de coleccion de volatiles (Fig. 3.2.),

consistente en una bomba de vacio que generaba una corriente de aire de aproximadamente
300 ml/min, a través de una camara de 1000 ml de volumen que cubria completamente la
planta. La camara tenia en un extremo una tapa en donde se ubicd la trampa de volatiles.

Se coloco un cobertor rigido para impedir la entrada de compuestos que pudieran emanar
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de la vermiculita, contenida en la maceta, a la camara de volatiles. El aire proveniente de la
camara y absorbido por la bomba, pasaba por la trampa de volatiles, donde estos eran
atrapados en filtros con 30 mg de (absorbente de terpenos) Super Q (Alltech Associates,
Inc., Deerfield, IL, USA). Los volatiles fueron colectados por dos horas; inmediatamente
después, se retiro el filtro de Super Q, se extrajo los compuestos retenidos con 200 pl de
cloruro de metileno. Previa evaporacion del solvente, el material obtenido se inyecto en un
cromatografo de gases para su correspondiente analisis (ver punto 3.5.2) (Banchio ef al.,
2005). Se uulizo a-pinene (1 pg en 45 pl de cloruro de metileno) como estandar interno;
por no ser uno de los compuestos emitidos por la planta, ni tener un tiempo de retencion
similar a los mismos.

Se colectaron los volatiles emitidos por plantas control (no inoculadas con
rizobacterias) y los emitidos por plantas inoculadas y co-inoculadas con cepas PGPR.
También se colectaron volatiles de una camara vacia para identificar los compuestos
presentes en el aire y no emitidos por la planta. A las plantas utilizadas se les colectd la
parte aérea y se la reservo para la posterior extraccion del AE. Los filtros fueron lavados
previamente a su utilizacion con 5 ml de cloruro de metileno para remover impurezas.

La identificacion de los monoterpenos se llevé a cabo por comparacion de los
tiempos de retencion con compuestos estandares puros (Banchio et al., 2005; Banchio er
al., 2008) y por espectrometria de masa (Fig. 3.3.). Determinandose asi cualitativamente la

presencia de los monoterpenos en el material recolectado en los distintos tratamientos.

Camara |

'1

Planta

Cobertor Estandar

Fig. 3.2. Sistema de recoleccion de VOCs.
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Fig. 3.3. Cromatograma GC/MS de la mezcla de VOCs emitida por plantas de M. piperita.

3.6.2. Cuantificacion de los VOCs emitidos

Para determinar la emision de los monoterpenos mayoritarios: pulegona, mentona y
mentol se relaciono el area correspondiente al estandar interno con el obtenido para cada
uno de los compuestos. La emision de VOCs totales fue calculada relacionando la suma de
todas las areas presentes en las corridas cromatograficas (a excepcion de la perteneciente al
estandar intemo), correspondientes a todos los monoterpenos emitidos por la planta, con el
area correspondiente al estandar interno. La emision fue expresada en ng emitidos/g de
peso fresco/hs.

Para calcular la tasa de emision de monoterpenos totales y de los compuestos
mayoritarios, se relacioné el contenido total de AE con los VOCs emitidos por la misma
planta y la concentracion del monoterpeno particular en el AE con su respectiva emision.
Para la determinacion del %R de los compuestos mayoritarios, fue considerado como el
100% la suma de las areas de todos los compuestos presentes en el perfil cromatografico (a
excepcion de la correspondiente al estandar interno); posteriormente, se relaciond el area

de cada compuesto con ese valor (Banchio ef a/., 2010).
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3.7. Recuento de tricomas glandulares v estomas
Una capa de acrilico fue pincelada sobre las superficies abaxial y adaxial de las

hojas del segundo nudo, la misma se dejo secar por unos minutos y posteriormente se
extrajo cuidadosamente, montandola en un portaobjetos sobre glicerina diluida al 10%
(D’ Ambriogio de Argiieso, 1986). Por ultimo, sobre la misma se colocod un cubreobjetos
que fue sellado pincelando con esmalte acrilico su contormno.

La densidad de estomas y de las dos clases de tricomas glandulares: peltados y
capitados (nimero/mm?) fue calculada utilizando registros de tres campos microscopicos
escogidos al azar, por cada epidermis, empleando un aumento de 10X en el caso de los
tricomas y 40X para la observacion de los estomas. Las preparaciones histologicas fueron
observadas con un microscopio Zeiss Standard modelo 16. Las fotomicrografias fueron
tomadas con un microscopio Zeiss Axiophot, equipado con captura digital de imagen

(AxioVision 4.3, con camara AxioCam HRc) (Cappellari et al., 2015).

3.8. Determinacion del contenido de clorofila total v de clorofilas “a” y “b”

I

El contenido de clorofila total y de las clorofilas “a” y “b” fue determinado tal
como fue descripto por Amon (1949). Se homogeneizaron, aproximadamente, 100 mg de
tejido foliar en un mortero con el agregado de acetona al 80% v/v. Posteriormente, la
suspension obtenida fue filtrada y llevada a un volumen final de 10 ml con acetona al 80%.
Por ultimo, se midio, er un espectrofotometro, la absorbancia a 650 y a 665 nm. La
cantidad de clorofila total y de cada tipo (pg/gramo de peso fresco de hojas) se determind
de acuerdo a las siguientes ecuaciones (Mc Kinney, 1938):

Clorofila Total: 6,45 (Abs 665) + 17,72 (Abs 650)
Clorofila “a’: 11,16 (Abs 665) — 2,39 (Abs 650)
Clorofila “b”: 20.11 (Abs 650) — 5.18 (Abs 665)

3.9. Determinaciéon del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné a través de la técnica del reactivo de
Folin-Ciocalteu. Se pesaron 200 mg de tejido vegetal (hojas o raiz) y se homogeneizaron
con 5 ml de agua destilada. Luego de dejar reposar por 24 hs en oscuridad, se tomo una
alicuota de 0.5 ml del extracto a la cual se le adicionaron 8 ml de agua destilada y 0.5 ml
del reactivo Folin-Ciocalteu. Transcurridos 5 minutos se agregé 1 ml de la solucion de
Na2COs3 al 20% p/v y luego de 1| hora se midié la absorbancia a una longitud de onda de

760 nm en un espectrofotometro. El contenido total de fenoles fue expresado en términos
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de mg de acido galico por gramo de peso fresco, siendo el acido galico un compuesto de
referencia estandar (Cappellari ef a/., 2013).

Se realizo una curva de calibracion (Ver Anexo 11), para ello se utilizé una solucion
estandar de acido galico (50 mg/l) de la cual se tomaron volumenes de 0.1 ml a 2 ml, en
intervalos determinados, completandose el volumen con la correspondiente cantidad de

agua destilada.

3.10. Determinaciéon de la actividad enzimatica de L-fenilalanina amonio liasa

1. Qbtencion de extracto enzimdtico

Muestras de hojas de 100 mg fueron homogeneizadas en un mortero con N2
liquido. Posteriormente, fue adicionado el buffer de extraccion de proteinas (Ver Anexo I)
en una relacion 1:10 (p/v) y 1% de PVP (polivinilpirrolidon). La solucién obtenida fue
centrifugada durante 20 min. a 10.000 rpm y a 4°C. El sobrenadante obtenido fue utilizado

como fuente enzimatica y conservado a -80°C.

2. Determinacion de la actividad especifica de PAL

Fue realizada mediante el método propuesto por Paynet y col. (1971), utilizando
como sustrato la L-fenilalanina y midiendo la cantidad de acido trans-cinamico formado a
290 nm luego de 70 min. de incubacion a 37°C. La curva patrdon fue realizada utilizando
como estandar una solucion de acido trams-cinamico (1 mg/ml) (Ver Anexo II). La
actividad especifica de PAL fue expresada en pg de acido frams-cinamico/min/g de

proteina.

3. Determinacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizo a través del método del acido
bicinconinico (Smith ez al., 1985), utilizando como estandar albumina bovina (I mg/ml)

(Ver Anexo II).

3.11. Pruebas de antagonismo “in vitro” de las cepas co-inoculadas

Para determinar si el crecimiento de una de las cepas co-inoculadas influye sobre el

desarrollo de la otra se realizaron las siguientes pruebas.
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3.11.1. Pruebas de inhibicién en placa
Sobre la superficie de medio LB agarizado se inocul6 un 1 ml de una suspension de

las cepas GB03 o WCS417r, conteniendo 1x10° UFC/ml. El indculo fue extendido
empleando una espatula de Drigalsky, para formar una patina. Inmediatamente, se
dispusieron sobre la superficie del agar, gotas de 3 ul de una suspension de la cepa nativa
SJ04, conteniendo 1x10° UFC/ml. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 29°C. Al
finalizar el tiempo de incubacion se determind la presencia o ausencia de un halo de
inhibicion alrededor de la gota de la cepa nativa.

En la otra prueba de inhibicion en placa, se sembro una estria en medio LB
agarizado de la cepa SJ04, para lo cual se empled una suspension conteniendo 1x10°
UFC/ml. Perpendicularmente a la misma y sin tocarla, se sembro6 una estria de las cepas
WCS417r o GBO03, a partir de una suspension de igual concentracion que la
correspondiente a la cepa nativa. Las placas se incubaron en estufa a 29°C durante 24 hs.
Cumplido el tiempo de incubacion se determind presencia o ausencia de inhibicion de
crecimiento en la zona de union de las estrias. Cada una de las pruebas se repitié tres

VECCES.

3.11.2. Determinacion de la resistencia o susceptibilidad a antibiéticos

Después de haber probado el crecimiento de las cepas en medio LB suplementado
con diferentes antibidticos y a distintas concentraciones, pudo determinarse la
susceptibilidad de una de las cepas co-inoculadas y la resistencia de la otra, al mismo
antibidtico (Ver Anexo IIl). Cabe destacar que la resistencia a polimixina 15 pg/mly a
kanamicina 150 pg/ml por parte de las cepas GB03 y WCS417r, respectivamente, es
natural. Mientras que la resistencia a cloranfenicol 120 pg/ml por la cepa nativa SJ04, fue
generada a través del crecimiento de esta cepa en concentraciones crecientes del antibidtico
anteriormente mencionado e intercalando crecimiento en medios sOlidos y liquidos
(presion de seleccion, de 10 en 10 pg/ml, desde 10 a 120 pg/ml). De esta manera se indujo

el fenotipo resistente a cloranfenicol (Cm®) hasta una concentracion de 120 mg/ml.

3.11.3. Ensayo de co-inoculacion en medio de cultivo

Para determinar si el crecimiento de una de las cepas co-inoculadas influye sobre el
desarrollo de la otra se realizo una prueba de co-inoculacion en medio liquido. Para lo cual

en un Erlenmeyer de 100 ml conteniendo 25 ml de medio LB estéril, se adicionaron 5x10°
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UFC/ml de cada una de cepas (12,5 ul de cada una de las suspensiones bacterianas
conteniendo 1X10° UFC/ml). El recipiente se incub6 en agitacion a 150 rpm a 30°C

A las 24 y 48 hs de realizarse las co-inoculaciones, se tomaron alicuotas de 100 pl
de los cultivos, se realizaron las correspondientes diluciones, las cuales fueron sembradas
en placas conteniendo medio LB suplementado con los antibidticos adecuados (Ver Anexo
Ill) y se incubaron durante 24 hs a 30°C. Transcurrido el tiempo de incubacién se
realizaron los recuentos y los calculos necesarios para obtener las UFC/ml de cada cepa co-
inoculada a cada tiempo.

Como control se siguio el crecimiento de cada cepa por separado; empleando el

procedimiento descripto anteriormente. El ensayo se repitio tres veces.

3.12. Seguimiento de las cepas bacterianas inoculadas y co-inoculadas

A los 7, 14 y 30 dias posteriores a la inoculacion, una planta por tratamiento fue
removida cuidadosamente de la vermiculita. La parte radical con vermiculita adherida fue
colocada en un Erlenmeyer con 50 ml de solucion fisiologica y 1% de SDS (tensioactivo
anionico: dodecilsulfato sodico), mientras que la parte aérea fue descartada. El erlenmeyer
fue colocado en agitacion por | hora a 150 rpm v a 30°C. Posteriormente, en condiciones
de esterilidad, el contenido del Erlenmeyer fue transferido a un mortero y las raices fueron
maceradas. Del macerado se tomo una alicuota de 100 pl a partir de la cual se realizaron
diluciones seriadas 1:10 (hasta la dilucién 1x10°). Seguidamente se sembraron 3 gotas de
20 pl por cada dilucion en placas de Petri conteniendo medio LB agarizado suplementado
con los antibioticos correspondientes (Ver Anexo II1) y el antifungicos cicloheximida a una
concentracion de 100 pug/ml. Después del periodo de incubacion se realizo el recuento del
numero de colonias de cada cepa inoculada o co-inoculada presente en la planta al tiempo

correspondiente. El ensayo se repitio tres veces.

3.13. Analisis estadistico

Las comparaciones entre los diferentes tratamientos, por cumplir los supuestos de
normalidad, independencia y homogeneidad de varianza, se efectuaron mediante analisis
de varianza (ANOVA) y como test a posteriori se aplico el test de Fisher LSD, a un nivel
de probabilidad de p<0,05. Para el analisis estadistico de la aplicacion de fitohormonas se
utilizo analisis de la varianza bifactorial, para poder evaluar los efectos de cada uno de los

factores por separado (efectos principales) y sobre la interaccion entre los factores. Para
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estudiar la homogenidad de las distintas variables estudiadas se realizd un analisis de
conglomerados. Se utilizo el software Infostat version 2011 (Grupo Infostat, Universidad

Nacional de Cordoba, Cordoba, Argentina).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. SECCION I: INTERACCION PLANTA AROMATICA - PGPR

4.1.1. Efectos de la inoculacion v co-inoculacién de rizobacterias sobre diferentes
parametros del crecimiento vegetal

En la planta aromatica estudiada, M. piperita, se registraron incrementos

significativos en diferentes parametros del crecimiento y desarrollo, después de la
inoculacion y co-inoculacion con cepas con capacidad de promover el crecimiento vegetal
(Fig. 4.1.1.); como ha sido reportado para otras especies vegetales (Vessey, 2003; van Loon,
2007; Pérez Montaiio et al., 2014; Vejan et al, 2016). La dimension de los cambios
registrados dependid de la cepa bacteriana (B. subtilis GB03, P. simiae WCS417r, P. putida
SJ04) o de las combinaciones de rizobacterias inoculadas (P. simiae WCS417r en
combinacion con P. putida SJ04, B. subtilis GB03 inoculado junto a P. putida SJ04) (Fig.
4.1.,Fig. 42 Fig 4.3, Tabla4.1).

_ At — — \
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Fig. 4.1.1. Plantas de M. piperita a los 30 dias de ser inoculadas o co-inoculadas.

El peso fresco de la parte aérea fue significativamente incrementado por los
diferentes tratamientos de inoculacion y co-inoculacion, en comparacion a plantas control

(p<0.05) (Fig. 4.1.2.). El mayor incremento, del 45%, fue registrado en las plantas tratadas
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con la combinacion SJ04 + GBO03. Las plantas inoculadas con una sola cepa PGPR, al igual
que las co-imnoculadas con WCS417r y SJ04, presentaron un incremento del 30%,

aproximadamente, en comparacion a plantas no tratadas.
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Fig. 4.2.2. Efecto de la inoculacién y co-inoculacion de cepas PGPR sobre el peso fresco y seco
de la parte aérea de plantas de M. piperita. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al

test estadistico utilizado (p<0.05).

En plantas inoculadas con P. simiae WCS417r en combinacién con P. putida SJ04,
el incremento en mencionado parametro de crecimiento, puede deberse a un aumento del
area foliar y del mimero de nudos (Tabla 4.1.1.). Mientras que en plantas inoculadas con una
sola cepa o co-inoculadas con la combinacion B. subtilis GB03 + P. putida SJ04,
posiblemente sea la consecuencia del aumento del niimero de nudos, de hojas, de la longitud
del tallo, del area foliar y, en algunos casos, del niero de ramificaciones (Tabla 4.1.1.).

Se descarta la posibilidad de que el aumento del peso fresco de la parte aérea resulte
unicamente de una mejora en la hidratacion de la planta; en relacion a que el peso seco de la
misma también fue significativamente modificado por el tratamiento con rizobacterias
(p<0.05) (Fig. 4.1.2.) (60% superior, aproximadamente, en plantas co-inoculadas con las
cepas B. subtilis GB03 y P. putida SJ04, 45% en las tratadas con la cepa P. simiae WCS417r
o con B. subtilis GB0O3 y 35 y 25% para las tratadas con la cepa nativa SJ04 y las co-
inoculadas con P. simiae WCS417ry P. putida SJ04, respectivamente).
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Tabla 4.1.1. Pavimetros de crecimiento vegetal de plantas de M. piperita tratadas con cepas

Tratamiento N" de Hojas N" te Nudos ‘“Il;:l:;:‘:iur R_l“"i?-,l;.:::-im“,_\ I-‘;I:ﬁ:::l‘lL:':.l
Control 37480950 17990482 4015+189a  472+021a  1944+07a
GBo3 448+ 16bc 2158+073bc 6248+448b  664+034c  23.13+0845
WCS417r 4516 133¢c 2249+058bc 3981£308h  562+028b  2256+0895
SJo4 46.67+136¢ 2244+07lc  5992+3.68b  592+028bc 23480925

SJ04+WCS41Tr  41.12099ab 206520416 594042810 52420220 2141x088ab

SJo4 + GB0O3 4556+ 1.73¢ 2253+0.83bc 6794+546b 5.44+0.29 ab 2856+ 0.88¢
Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).

Adicionalmente a lo descripto anteriormente, se ha registrado un significativo
incremento del peso seco de la parte radicular de plantas tratadas con P. simiae WCS417r, B.
subtilis GB03 y co-inoculadas (40% aproximadamente) (p<0.05) (Fig. 4.1.3.); siendo la
longitud de la raiz (Fig. 4.1.3.) afectada positivamente por el tratamiento con WCS417r y
por la co-inoculacion de GB03 y SJ04 (p<0.05). En relacion, un aumento de la superficie
radicular conduce a una mejora en la absorcion de agua y nutrientes, lo que se ve reflejado
en un mayor desarrollo vegetal. Se han reportado varios efectos de la inoculacién de cepas
PGPR sobre la morfologia radicular (Vessey, 2003), incluyéndose el aumento en la longitud

y en el nimero de raices laterales (Zhang et al., 2007).

00 45
180 be ¢ 0
60 be ~
? 1 be be ab ab e E
= e . ab =4
i
ﬂ | ¢ -
a .|
19
3" L3
§" §
i
s o
= @ »
» ]
0 0
Contrul GBOY WO sI04 WOSHTe+ 800 GBOS + SJ04
@ Pewn Seco de Ia Raiz W Loagitud de la Rale

Fig. 4.1.3. Efecto de la inoculacién y co-inoculacién de cepas con capacidad de promover el
crecimiento vegetal sobre el peso seco y la longitud de la raiz en plantas de M. piperita. Levras
distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).

Al analizar los diferentes parametros de crecimiento evaluados, puede observarse
que las plantas inoculadas con la combinacion GB03 + SJ04 tuvieron un desarrollo muy

similar que las inoculadas solo con una de estas cepas. Sin embargo, las plantas co-

42



Capitulo 1V: Resultados y Discusfo';x

inoculadas con WCS417r y SJ04 presentaron un desarrollo menor de la parte aérea, que las
plantas tratadas con WCS417r o SJ04. Lo que podria sugerir que la presencia de ambas
cepas en la raiz neutraliza los respectivos mecanismos de fitoestimulaciéon. Cada cepa co-
inoculada podria estar empleando estrategias diferentes para colonizar la raiz y estimular el
desarrollo vegetal, por lo que es posible que las sefiales moleculares liberadas tanto por la
planta como por los microorganismos entren en conflicto, afectando los mecanismos
implicados en la promocion del crecimiento vegetal. Estudios de co-inoculacién realizados
previamente, en similitud con este estudio, reportan que ciertas mezclas de cepas
microbianas no tienen efectos sinérgicos, o por lo menos comparables, sobre la promocién
del crecimiento vegetal, con respecto a la aplicacion separada de los microorganismos
(Schmidt et al., 2004; Felici et al., 2008; Cappellari er al., 2013).

En el presente estudio las plantas fueron crecidas en vermiculita bajo un sistema de
crecimiento artificial. La eleccion de esta sustancia inerte se debid a que su uso facilita la
remocion de la planta sin ocasionarle dafio a las raices y porque la porosidad de este soporte
inerte facilita el movimiento de los VOCs emitidos por las rizobacterias. Todas las plantas
recibieron la solucion de nutrientes Hoagland, en la cual el N, el P y otros nutrientes
necesarios para el crecimiento estan disponibles para asimilacion por parte de la planta. Por
lo que puede sugerirse que los mecanismos involucrados en la estimulacion del crecimiento
vegetal no fueron la fijacion del N, la solubilizacion de fosfatos, ni el incremento en la
disponibilidad de otros nutrientes (Kloepper, 1991). El aumento en el crecimiento registrado
en plantas de M. piperita, puede atribuirse a la produccion de fitohormonas y/o a la emision
de VOCs por parte de las cepas inoculadas (Banchio et al., 2009; Santoro et al., 2011:
Santoro ef al., 2016).

Las hormonas vegetales o fitohormonas juegan un rol crucial en el crecimiento y
desarrollo vegetal (Peleg y Blumwald, 2011). Ha sido demostrada la capacidad de varias
cepas PGPR de producir fitohormonas en cantidades sustanciales para promover el
desarrollo vegetal (Zahir ef al,, 2004). Ademas, ha sido reportado que los microorganismos
de la rizésfera pueden modular los niveles de fitohormonas en la planta huésped, alterando
asi los niveles endogenos de estos fitoreguladores (Glick, 2012; Mahanty et al., 2016).

Se estima que el 80% de las bacterias aisladas de la rizosfera de varios cultivos
poseen la capacidad de sintetizar y liberar IAAs como AIA (Dobbelaere et al., 2003;
Ahemad y Khan, 2011). Este fitoregulador produce un incremento de la superficie y la
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longitud radical lo cual le permite a la planta un mayor y mas facil acceso a los nutrientes
del suelo (Ahemad y Hasnain, 2014).

Se ha reportado que ademas de IAAs, los microorganismos encontrados en la
rizosfera, son capaces de producir y liberar otros reguladores del crecimiento vegetal como
citoquininas y GAs (Gutiérrez-Maiiero e al., 2001; Garcia de Salamone ef al., 2005; Cassan
et al., 2008; Masciarelli ef al., 2014). Las citoquininas participan en la promocién de la
division y del agrandamiento celular y la expansion de los tejidos en ciertas partes de la
planta (Taiz y Zeiger, 2010). Las GAs son una clase de fitohormonas asociadas con la
modificacion de la morfologia de la planta por la extension de los tejidos vegetales,
particularmente los del tallo (Taiz y Zeiger, 2010).

Ademas, ha sido propuesto que muchas PGPR pueden promover el crecimiento
vegetal al disminuir los niveles de etileno en plantas; por la liberacion de una hidrolasa
especifica que cliva el ACC, el precursor inmediato de mencionada fitohormona gaseosa en
plantas (Shaharoona et al., 2006; Hayat et al., 2010; Drogue et al., 2012).

Ha sido registrado que cepas de P. fluorescens y del género Bacillus poseen la
capacidad de producir y liberar fitohormonas como AIA y citoquininas (Garcia de Salamone
el al., 2001; Vikram, 2007, Beneduzzi et al., 2008; Ait Kaki ef al., 2013; Ahmed y Hasnain,
2014). En nuestro laboratorio se ha determinado que la cepa nativa P. putida SJ04 es capaz
de producir la hormona AIA (Santoro ef al., 2015). En adicion, en cepas de P. putida'y P.
Sfluorescens ha sido detectada la produccion de una ACC desamina, encargada de regular los
niveles de etileno en plantas (Pastor et al., 2016; Ghorbanpour et al., 2016).

Estudios realizados durante las ultimas décadas han demostrado que las rizobacterias
son capaces de emitir VOCs (Vespermann et al., 2007), los cuales pueden viajar a cortas o
largas distancias a través del suelo (Wenke ef al., 2010). Zhang y col., (2007) identificaron,
en plantas de 4. thaliana, alrededor de 600 genes cuya expresion se ve modificada por la
exposicion a VOCs emitidos por B. subtilis GB03. Entre los cuales se encuentran genes
asociados a la estructura de la pared celular, que favorecen la expansion y reducen la rigidez
de la misma. Asi como también, genes involucrados en el metabolismo y transporte de
auxinas, que conducen a una acumulacion de esta clase de fitohormonas a nivel radicular y
de primordios de raices laterales, favoreciendo asi el desarrollo y la expansion del tejido
radicular; aumentando la superficie de intercambio con el suelo.

En nuestro laboratorio, se han llevado a cabo varios ensayos de inoculaciéon con

rizobacterias en M. piperita y otras plantas aromaticas, bajo distintas condiciones de cultivo;
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observandose, al igual que en el presente trabajo, un incremento de la produccion de
biomasa. En ensayos llevados a cabo en orégano (Origanum majoricum), mejorana
(Origanum majorana) y suico (Tagetes minuta) (Banchio et al., 2008; Banchio et al., 2010;
Cappellari et al., 2013) la inoculacién con la cepa P. simiae WCS417r, indujo un incremento
del desarrollo vegetal, en porcentajes similares a los obtenidos en el presente estudio. En
tanto que el tratamiento con B. subtilis GBO3 afecté positivamente el desarrollo de plantas
de O. basilicum y O. majoricum, pero no modifico el crecimiento de plantas de O.
majorana. En coincidencia con lo observado en este estudio, plantas de menta cultivadas in
vitro, manifestaron un incremento significativo en distintos parametros de crecimiento
después del tratamiento con cepas nativas de P. putida (Santoro et al., 2015). Por otro lado,
se registro que los VOCs emitidos por las cepas B. subtilis GB03 y P. simiae WCS417r son
capaces de promover el crecimiento vegetal en plantas de M. piperita crecidas in vitro,
siendo mas significativos los incrementos en aquellas plantas expuestas a los VOCs de 5.
subtilis GBO3 (Santoro et al,, 2011).

En ensayos realizados a campo, la inoculacion de cepas de B. subtilis y P.
Sfluorescens, afectd positivamente el desarrollo de plantas de frambuesa (Rubus ideaus) y de
arandano (Vaccinium corymbosum cv. bluecrop) respectivamente (Orhan et al., 2006, De

Silva et al., 2000).

4.1.2. Efectos de la inoculacién y co-inoculacion de cepas PGPR sobre el contenido de

clorofila v el niimero de estomas

El contenido de clorofilas “a” y “b” y el contenido de clorofila total fue
significativamente superior en plantas inoculadas y co-inoculadas que en plantas control
(p<0.05) (Tabla 4.1.2.). En plantas tratadas con GB03, SJ04 y co-inoculadas con estas dos
cepas, el contenido de clorofila total y de clorofila “a”, fue significativamente mayor al de
las plantas de los restantes tratamientos (un 45% superior, aproximadamente, al de plantas

control). El contenido de clorofila “b” fue un 35% superior, aproximadamente, en plantas

tratadas con rizobacterias (p<0.05) (Tabla 4.1.2.).
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Tabla 4.1.2. Contenido de clorofilas “a” y “b” y de clorofila total (ug/g de peso fresco) en plantas
de M. piperita inoculadas y co-inoculadas con cepas PGPR.

‘Tratamienio Clorofila “a" Clorofila “h™ Clorofila Total
Control T1.58+274a 3746+ 1.67a 11244+ 442a
GBo03 101.67+346¢ 55162175 162,03+ 547 ¢
WCS417r 868422805 4902+ 183 b 14090 +4.01 b
SJo4 101.78 £ 4.08 ¢ 53.80+199% 160.50+ 6.06 ¢

S8J04 + WCS417r 94.93 £ 5.36 be 51.75+2925% 151,20 + 8.08 bc
SJo4 + GBO3 10274+ 1.71 ¢ 55.22+219% 163.26+4.09 ¢

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).

La fotosintesis, es el proceso fisico-quimico, por el cual la energia luminica es
transformada en energia quimica, proporcionando compuestos organicos para el crecimiento
y desarrollo de la planta (Yang e al., 2014). La concentracion de clorofila es un importante
parametro para evaluar la eficiencia fotosintética de la planta y la respuesta a estrés (Zhu et
al., 2012). Una concentracion mayor de clorofilas “a” y “b” y de clorofila total en plantas
tratadas con rizobacterias, podria atribuirse a una mayor absorcion de agua y nutrientes por
las plantas inoculadas y co-inoculadas (Subramanian y Charest, 1997); lo que las hace
menos susceptibles a estrés oxidativo que produce la destruccion del aparato fotosintético
(Evelin et al., 2009). En relacion, Giri, (2003) reporté que la tasa fotosintética de plantas
inoculadas con bacterias PGPR aumenta debido al mejor estado nutricional de las mismas.
El incremento en el contenido de clorofila y, consecuentemente, el aumento en la
fotosintesis, es una respuesta de las plantas a la inoculacion con cepas PGPR (Bashan ez al.,
2006, Pérez Montario er al., 2014). En este sentido, Stefan y col. (2013) reportaron un
incremento del contenido de clorofila total en plantas de frijol (Phaseolus coccineus) cuyas
semillas fueron ftratadas con cepas nativas pertenecientes al género Bacillus spp. La
inoculacion de plantulas de trigo con la cepa PGPR A. brasilense Cd incremento
significativamente la concentracion de pigmentos fotosintéticos como clorofila “a”, “b” y
de varios pigmentos fotoprotectores auxiliares (Bashan et al., 2006). En relacion, en plantas
tratadas con hongos micorrizicos se observaron resultados similares a los reportados en este
trabajo (Colla et al., 2008; Zhu et al., 2012). Zhang y col., (2007) demostraron que la
exposicion a VOCs emitidos por B. subtilis aumenta la eficiencia de la fotosintesis y el
contenido de clorofila en plantas de Arabidopsis.

Los estomas son poros microscopicos localizados sobre la superficie aérea de

plantas terrestres que consisten de un poro central rodeado por dos células oclusivas o
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guarda. Cuando estas células estan completamente turgentes, el poro se abre y esto permite
la toma de COz, para el proceso de fotosintesis, y la pérdida de agua por evapotranspiracion
(Schliiter et al., 2003; Murray et al., 2016). Cuando las células guarda pierden turgencia, el
poro se cierra, lo cual tiene importancia durante, por ejemplo, periodos donde la
disponibilidad de agua en el suelo es reducida. La densidad estomatica, en la mayoria de las
especies vegetales, es superior sobre la superficie abaxial de la hoja, presumiblemente por el
rol de los estomas en evitar la pérdida de agua. El desarrollo estomatico es influenciado por
diferentes sefiales ambientales (Pillitteri y Torri, 2012).

La densidad estomatica (N° de estomas/mm?®) fue, aproximadamente, un 50%
superior en la cara abaxial de las hojas de plantas inoculadas y co-inoculadas que en las de
plantas control (p<<0.05) (Fig. 4.1.4.). Plantas co-inoculadas con WCS417r y SJ04

manifestaron el mayor incremento en la densidad estomatica, 145 estomas/mm? en relacion
a 92 estomas/mm? de plantas control).
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Fig. 4.1.4. Efecto de la inoculaciton y co-inoculacidn de cepas con capacidad de promover el
crecimiento vegetal sobre la densidad estomatica (N°/mm?) en plantas de M. piperita. Letras
distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).

El aumento del numero de estomas en hojas de plantas tratadas con rizobacterias
podria relacionarse con la produccion, por parte de las cepas inoculadas, de fitoreguladores
como GAs y [AAs. En relacion Saibo y col. (2003) reportaron que la aplicacion de GAs en
combinacion con IAAs, resulta en una sobreproduccion de estomas. Sin embargo, la
inhibicion de las sefiales de GAs, produce la eliminacion de los estomas en el hipocotilo
pero no afecta la produccion de estas estructuras en hojas (Bergmann, 2004).

Un aumento de la densidad estomatica podria permitirle a las plantas, en

condiciones de buena hidratacion, aumentar la conductancia para el intercambio gaseoso en
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la superficie de las hojas y evitar asi la limitacién fotosintética por un suministro subéptimo
de CO2 (Schliiter et al., 2003). Cuanto mas estomas por unidad de superficie hay, mas CO2
puede ser tomado y mas agua puede ser liberada (Berry ef al., 2010). No ha sido reportado

con anterioridad el efecto de la inoculacidon de rizobacterias sobre la densidad estomatica.

4.1.3. Efectos de la inoculacién v co-inoculacién de rizobacterias sobre el contenido de

monoterpenos en M. piperita

El tratamiento con rizobacterias estimul6 la produccion de monoterpenos en plantas
de M. piperita (p<0.05) (Fig. 4.1.5.); la magnitud de los incrementos registrados dependio de
la/las cepa/s inoculadas. La inoculacion de WCS417r en combinacién con SJ04 produjo el
mayor aumento en el rendimiento (ug de AE/g de peso fresco) total de AE; llegando a
valores de 27.04 pg/g de peso fresco en relacion a 4.63 Lg/g de peso fresco correspondiente
a plantas control (6 veces superior). Las plantas tratadas con la combinacion GB03 + SJ04
presentaron la misma tendencia; incrementandose el contenido de AE en estas plantas 5
veces, en comparacion a plantas control. En plantas inoculadas con las cepas WCS417r o
GBO3 el rendimiento fue de 16.33 y 20.38 pg/g de peso fresco, respectivamente; 4 veces,
aproximadamente, superior al valor obtenido de plantas no inoculadas. El contenido total de

monoterpenos fue triplicado en plantas tratadas con la cepa nativa SJ04.
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Fig. 4.1.5. Concentracién de AE en plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas con
cepas PGPR. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado
(p<0.05).
En adicion, el analisis cromatografico de los AE correspondientes a plantas

inoculadas y co-inoculadas, revelo una significativa variacion cuantitativa de los compuestos

mayoritarios del mismo (Fig. 4.1.6., Tabla 4.1.3.). Se observo principalmente un destacado
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incremento de los principales monoterpenos en plantas inoculadas con la combinacion
WCS417r + SJ04.

La concentracion de los monoterpenos limoneno, mentol y mentona fue, en general,
superior en plantas tratadas con rizobacterias que en plantas control (p<0.05) (Fig. 4.6.). Las
plantas tratadas con la combinacion WCS417r + §J04 presentaron el mayor incremento para
los tres monoterpenos (4, 6.5y 5.5 veces superior, respectivamente, que en plantas control).
En plantas inoculadas con la combinacion GB03 + SJ04 la concentracion de limoneno fue
2.5 veces mayor, que la correspondiente a plantas control (Fig. 4.6.). En plantas inoculadas
con una sola cepa PGPR, el mayor aumento en la concentracion de este monoterpeno, fue
registrado en plantas tratadas con P. simiae WCS417r. La inoculacion con GB03 o S§04 no
produjo un aumento significativo del contenido de limoneno (Fig. 4.1.6.).

La concentracion de mentol (Fig. 4.1.6) fue, aproximadamente, 5 veces superior a
la registrada en plantas control, en plantas tratadas con WCS417r, GB03 o co-inoculadas
con GB03 y SJ04 y 4 veces mayor en plantas inoculadas con la cepa nativa SJ04 (p<0.05).

La concentracion de mentona (Fig. 4.1.6) se cuadruplico en plantas tratadas con la
cepa GBO03 y fue 3 veces mayor en plantas co-inoculadas con GB03 y SJ04 o tratadas con
WCS417r (p<0.05); mientras que la concentracion de este monoterpeno se duplico en
plantas inoculadas con la cepa nativa SJ04, aunque este incremento no fue estadisticamente

significativo (p>0.05).
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Fig. 4.1.6. Concentraciéon de los monoterpenos limoneno, mentol y mentona en plantas de M. piperita
inoculadas y co-inoculadas con cepas PGPR. Lerras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test
estadistico utilizado (p<0.03).
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La concentracion del monoterpeno mayoritario, pulegona (Tabla 4.1.3.), presento
un incremento en todos los tratamientos de inoculacion y co-inoculacion, a excepcion del
tratamiento con la cepa nativa SJ04. En plantas de ambos tratamientos de co-inoculacion, el
contenido de este monoterpeno fue 5 veces superior que en plantas control. En plantas
inoculadas con una sola cepa PGPR, el maximo incremento fue registrado en plantas
tratadas con GBO3, en las cuales el contenido de pulegona fue 3.5 veces mayor que el de
plantas no tratadas. En plantas inoculadas con WCS417r el incremento fue levemente
menor.

La concentracion del monoterpeno aciclico, linalool (Tabla 4.1.3.), fue
significativamente superior en plantas tratadas con cepas PGPR (p<0.05), a excepcion de las
inoculadas con SJ04. Las plantas co-inoculadas con WCS417r y SJ04, acumularon 4 veces
mas este compuesto que plantas control. En plantas inoculadas con GB03, WCS417r o
tratadas con la combinacion GBO3 + SJ04 la concentracion de linalool fue 3 veces mayor,

que la correspondientes a plantas control.

Tabla 4.1.3. Concentracion (ug/g de peso fresco) de los monoterpenas
pulegona y linalool en plantas de M. piperita inoculadas y co-
inoculadas con rizobacterias.

Tratamiento Pulegona Linalool

Control 374+033a 0.114+002a
GB03 12.71 £ 1.07 bc 030+£0.025
WCS417r 1057 +2.08b 031£0.025
SJo4 810+ 093 ab 0.26 + 0.01 ab
SJ04 + WCS41Tr  1767+£292¢ 048+ 0.09¢
SJo4 + GB03 16.53+252¢ 0.32+0.06 6

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico

utilizado (p<0.03).

El aumento en el rendimiento total de AE en plantas inoculadas y co-inoculadas
con cepas PGPR no se debid a un incremento de la biomasa vegetal, dado que el
rendimiento es un valor que se obtiene de la relacion entre el volumen de AE extraido por
gramo de peso fresco. Por lo que se sugiere que esta respuesta puede deberse a una
estimulacion de la biosintesis de terpenos y/o al incremento del numero de tricomas
glandulares peltados. En ningin caso se registro una alteracion cualitativa de los compuestos
constituyentes del aceite, pero si un cambio cuantitativo significativo de los componentes

mayoritarios del mismo.
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Los AE cumplen importantes roles ecolégicos en plantas. El incremento en su
biosintesis proporciona una respuesta defensiva de la planta, a la colonizacion por
microorganismos, ya que varios componentes del AE de M. piperita poseen importantes
propiedades antimicrobianas, antifiingicas y/o insecticidas (Sangwan et al., 2001; Bakkali et
al., 2008). De forma similar, se ha observado un incremento en la sintesis de monoterpenos
como respuesta a la alimentacion de insectos herbivoros (Harrewijn ef al., 2001; Banchio ef
al., 2005), lo que le permite a la planta defenderse de futuros ataques. En general, la sintesis
de monoterpenos es inducida por distintos tipos de estreses tanto bidticos como abidticos
(Ramomoorthy et al., 2001).

Se ha demostrado que rizobacterias no patogénicas son capaces de estimular el
metabolismo secundario vegetal a través del mecanismo denominado resistencia sistémica
inducida (ISR) (van Loon y Glick., 2004). Determinados agentes bioldgicos son capaces de
actuar como disparadores de la sintesis de enzimas claves involucradas en la biosintesis de
metabolitos secundarios (Chen et al., 2000), que estan claramente relacionados con los
mecanismos defensivos de la planta contra patogenos, a pesar de ser inducidos por bacterias
no patogénicas.

La induccion de la sintesis de monoterpenos, por rizobacterias, en esta planta es
coincidente con estudios previos en otras especies aromaticas realizados en nuestro
laboratorio. La inoculacion de P. simiae WCS417r incremento6 el rendimiento total de AE
2,5 veces en O. majoricum, 24 veces en O. majorana 'y un 50% en 7. minuta (Banchio et al.,
2010; Cappellan et al., 2013). Los mVOCs emitidos por esta cepa bacteriana incrementaron
2 veces el contenido total de AE en plantas de M. piperita cultivadas in vitro (Santoro ef al.,
2011). El presente estudio muestra efectos diferentes de la inoculacion con B. subtilis GB03,
sobre la acumulacion de monoterpenos, ya que el tratamiento con esta cepa no tuvo efectos
sobre el contenido total de monoterpenos en plantulas de O. majorana uw O. majoricum
(Banchio et al., 2010). Sin embargo, la exposicion a mVOCs emitidos por B. subtilis GB03
incremento significativamente el rendimiento de AE en O. basilicum (albahaca) pero no en
plantulas de M. piperita (Banchio er al., 2009; Santoro er al, 2011). Un incremento
significativo en ¢l rendimiento de AE y en la concentracion de los monoterpenos terpineol,
mentona y mentol fue registrado en plantas de M. piperita inoculadas, in vitro, con cepas
nativas de P. putida (Santoro et al., 2015). Los efectos de las rizobacterias 6 de sus VOCs,

sobre la induccion de la sintesis de esta clase de metabolitos secundarios, variaron
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claramente dependiendo de la cepa bacteriana y la especie vegetal, sugiriendo que las
rizobacterias o sus metabolitos son reconocidas de manera especifica por la planta.

En similitud con los resultados obtenidos en este estudio, la inoculacion con cepas de
P. fluorescens y P. putida indujo la biosintesis de monoterpenos en la planta aromatica y
medicinal Salvia officinalis (Ghorbanpour et al., 2016). Ademas, ha sido reportado que la
inoculacion de hongos micorrizicos arbusculares (AM), también estimula la biosintesis de
esta clase de metabolitos secundarios en varias especies aromaticas. En relacion, en cultivos
de Mentha arvensis inoculados con Glomus fasciculatum se observé un significativo
incremento del contenido total de AE (Gupta ef al., 2002). En relacién, Copetta y col. (2006)
observaron cambios en la abundancia de pelos glandulares y en el rendimiento de AE, en
plantas de Ocimum basilicum tratadas con AM.

Fue significativamente mayor el contenido total de AE y la concentracion de los
principales componentes del mismo en plantas co-inoculadas con P. simiae WCS417ry P.
putida SJ04, en comparacion a plantas tratadas con sola una de estas cepas; por lo que
podria sugerirse un efecto sinérgico entre ambas rizobacterias sobre la induccion de la
biosintesis de monoterpenos en la planta en estudio. Sin embargo, 1a concentracion de AE en
plantas inoculadas con SJ04 + GB03 fue muy similar a la de plantas tratadas solo con una de
estas rizobacterias. En este contexto Awasthi y col. (2011) determinaron que plantas de
Artemisia annua co-inoculadas con Glomus mosseae y una cepa de B. subtilis, tuvieron una
concentracion del sesquiterpeno artemisinina, entre 25.5 y 103.2% superior que las tratadas
con solo uno de estos microorganismos o que plantas control. Este sinergismo también ha
sido observado entre Glomus fasciculatum y una cepa de Pseudomonas sobre la biosintesis
de forskolina, un diterpeno, en Coleus forskohlii (Singh et al., 2013). En plantas de 7.
minuta el rendimiento total de AE y la concentracion de los principales componentes del
mismo, fue superior en plantas co-inoculadas con P. simiae WCS417r y A. brasilense Sp7,
que en plantas inoculadas con una de estas cepas (Cappellari er al., 2013). Varios reportes
indican que la combinacion de ciertas cepas microbianas muestran efectos sinérgicos (o al
menos comparables) sobre la proteccion y promocion del crecimiento, en comparacion a
cuando son inoculadas por separado (Barea et al., 2005).

Paralelamente el aumento producido en la densidad estomatica y en el contenido de
clorofila en plantas inoculadas puede ser reflejado en una mayor asimilacion de C, lo que
conduce a un incremento de la biosintesis de terpenoides, proceso que requiere de la fijacion

de C a través de la fotosintesis (Ghirardo et al., 2011). La biosintesis de terpenoides depende
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del metabolismo primario y de las vias oxidativas por la demanda de C y energia (Singh et
al., 1991). El metabolismo primario juega un rol crucial en la sintesis de terpenoides, ya que
los precursores de la via MEP (gliceraldehido-3-fosfato y piruvato) estan directamente
conectados a la glucélisis (Tissier, 2012). Aquellos factores que incrementan la produccion
de materia seca afectan la interaccion entre el metabolismo primario y secundario,
conduciendo a un incremento en la biosintesis de productos del metabolismo secundario
vegetal (Shulka ez al., 1992).

Ademas de incrementar la concentracion de los principales componentes del AE, el
tratamiento con cepas PGPR produjo cambios en los porcentajes relativos (%R) de los
mismos (p<0.05) (Fig. 4.1.7.)). EI %R para limoneno se incrementdé un 43%,
aproximadamente, en plantas inoculadas con una sola cepa PGPR, en comparacion a plantas
control y co-inoculadas (p<0.05). El %R de linalool en plantas inoculadas con SJ04,
WCS417r y co-inoculadas con estas dos cepas se duplico; mientras que en plantas tratadas
con GBO03 o co-inoculadas con esta cepa en combinacion con SJ04, este % fue similar al
correspondiente a plantas control.

El %R para mentona se incrementd significativamente en plantas tratadas con
WCS417r y en las inoculadas con esta cepa en combinacion con SJ04 (Fig. 4.1.7.) (p<0.05).
En plantas co-inoculadas con WCS417r y la cepa nativa SJ04 el %R correspondiente a
mentol fue duplicado. Esta misma tendencia se observo en plantas inoculadas con estas
cepas individualmente.

El %R para pulegona, el principal componente del AE, disminuyo de 73.82% en
plantas control a 64% en plantas tratadas con WCS417r o GB03 y a 67% en plantas co-
inoculadas con WCS417r y la cepa nativa SJ04 (Fig. 4.1.7.). Las plantas de los tratamientos
restantes no variaron significativamente, en relacion al %R de este monoterpeno, de plantas

control (p>0.05).
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Fig. 4.1.7. % relatives de los prmclpales componentes del AE de M. piperita en
plantas tratadas con cepas PGPR.

Resulta interesante que en respuesta a la inoculaciéon con rizobacterias, en algunos
tratamientos, el %R de pulegona disminuyo y el de mentol aumentod significativamente,
considerando que este ultimo es el monoterpeno que le da valor al AE de M. piperita. En
relacion a los resultados obtenidos en este estudio, la exposicion a VOCs emitidos por P.
simiae WCS417r incremento el %R de los monoterpenos pulegona y mentona, mientras que
disminuy¢ el correspondiente a mentol; sin embargo, el %R para este compuesto aumento en

respuesta a los VOCs emitidos por B. subtilis GB0O3 (Santoro et al., 2011).

4.1.3.1. Efecto de la inoculacién y co-inoculacion de rizobacterias sobre la densidad de

estructuras secretoras de AE

Tricomas glandulares peltados y capitados estuvieron presentes en ambas caras de
la hoja; siendo ambas estructuras, mas abundantes sobre la superficie abaxial de la misma
(Fig. 4.1.8.; Fig. 4.1.9; Fig. 4.1.10). El numero de tricomas glandulares peltados, fue mayor
en ambas caras, de hojas de plantas tratadas con rizobacterias (p<0.05). En la cara adaxial de
la hoja de plantas co-inoculadas y tratadas con una sola cepa PGPR el nimero/mm? de estas
estructuras secretoras de AE fue duplicado; mientras que en la cara abaxial se observo un

incremento del 70% aproximadamente.
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Fig. 4.1.8. Densidad de tricomas glandulares peltados en plantas de M. piperita inoculadas y co~
inoculadas con rizobacterias. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico
utilizado (p<0.05).

Sin embargo, el nimero de tricomas glandulares capitados, tanto en la cara adaxial
como abaxial de la hoja, no fue modificado por los diferentes tratamientos de inoculacion y

co-inoculacion (Fig. 4.1.9).
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Fig. 4.1.9. Densidad de tricomas glandulares capitados en plantas de M. piperita tratadas con
rizobacterias. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.035).
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Fig. 4.1.10. Microfotografias de la superficie foliar de plantas de M. piperita tratadas con rizobacterias. 1. Cara
adaxial 2. Cara abaxial. A: Control - B: B. subtilis GB03 - C: P. simiae WCS417r - D: P. putida SJ04 - E: P. simiae
WCS417r + P. putida SJ04 - G: B. subtilis GBO3 + P. putida SJ04,

Los resultados expuestos con anterioridad confirman que el aumento observado en
el contenido total de AE en plantas inoculadas con rizobacterias, se debe al incremento del
numero de tricomas glandulares peltados, el principal sitio de sintesis de los AE. En
relacion, se ha observado una fuerte correlacion positiva entre la densidad de tricomas
glandulares y el nivel acumulado de AE y otros metabolitos secundarios en plantas de O.
basilicum, Origanum sp., A. annua y M. arvensis (Zeng et al., 2013). La densidad de
tricomas glandulares es controlada por numerosos factores ambientales y hormonales
(Boughton ef al., 2005; Lange y Ahkami, 2013).

En similitud con los resultados obtenidos en este trabajo, ha sido reportado que la
moculacion de hongos micorrizicos incremento la densidad de tricomas glandulares sobre
ambas superficies de hojas de plantulas micropropagadas de O. vulgare (Morone Fortunato
y Avato, 2008). En adicion, en plantulas de O. basilicum colonizadas por tres diferentes
hongos AM se observo un significativo incremento del nimero de tricomas glandulares
peltados en la zona central y basal de la hoja (Copetta et al., 2006).

Como ha sido mencionado anteriormente, las rizobacterias pueden inducir el
mecanismo de ISR; este mecanismo involucra respuestas dependientes de JA y etileno (van
Loon ef al., 1998; van Loon, 2007). Por otra parte, se conoce que el JA esta involucrado en
la formacion de tricomas (Wasternack, 2014). Por lo que podria sugerirse que el aumento
observado en la densidad de tricomas glandulares peltados se debe a que las rizobacterias
inducen la activacion de respuestas de defensa que involucran aumentos en los niveles
endogenos de JA, lo cual tiene influencia sobre la ontogenia de mencionada clase de

estructuras secretoras de AE (Boughton er al., 2005).
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4.1.4. Efecto de la inoculacion v co-inoculacion de rizobacterias sobre la emision de
YOCs

La tasa de emision (ng emitidos/hs x g de peso fresco) de VOCs fue mayor en
plantas de M. piperita tratadas con microorganismos (p<0.05) (Fig. 4.1.11.). La co-
inoculacion de WCS417r y SJ04 triplico la emision de VOCs totales; llegando a valores de
920.05 ng emitidos/hs x g de peso fresco en relacion a 290.61 ng emitidos/hs x g de peso
fresco, correspondiente a plantas control. Las plantas inoculadas con las cepas WCS417r,

SJ04 0 GBO3 emitieron, aproximadamente, 2.5 veces mas VOCs, que plantas no tratadas.

Jdull
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ng de VOCs Emitidos/hs * g de Peso
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Fig. 4.1.11. Emisién de VOCs (ng/h * g de peso fresco) en plantas de M. piperita tratadas
con rizobacterias. Lerrus distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico
utilizado (p<0.05).

La emision de los monoterpenos mayoritarios mentona, mentol y pulegona, en
general, fue superior en plantas tratadas con cepas PGPR, que en plantas control (p<0.05)
(Fig. 4.1.12). En plantas inoculadas y co-inoculadas como en plantas control, el principal
monoterpeno emitido en la mezcla de VOCs fue mentona. En plantas tratadas con las cepas
GB03, WCS417r o en plantas co-inoculadas, la emision de este monoterpeno se incrementd,
aproximadamente, un 60%, en comparacion con plantas no inoculadas. La inoculaciéon con
SJ04 produjo un incremento, pero no significativo, de la emision de mencionado compuesto.

Después de mentona, el monoterpeno que se emitié en mayor cantidad fue pulegona
(Fig. 4.1.12). La emision de este monoterpeno en plantas inoculadas y co-inoculadas fue 2.5
veces superior, aproximadamente, que en plantas control.

La emision de mentol fue duplicada, en general, por el tratamiento con las distintas
rizobacterias; solo no se observaron diferencias significativas, con respecto al control en el

tratamiento con la cepa nativa SJ04; similar a lo expuesto para el monoterpeno mentona.
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Fig. 4.1.12 Emisién (ng emitidos/hs * g de peso fresco) de los monoterpenos mentona, mentol y pulegona de
plantas de M. piperita inoculadas y co-ineculadas con cepas PGPR. Lerras distintas indican diferencias
significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<.0.05).

El tratamiento con cepas PGPR produjo, ademas, cambios en los porcentajes relativos (%oR)
de los principales componentes emitidos en la mezcla de VOCs: mentona, mentol y pulegona
(p<0.05) (Fig. 4.1.13). El %R de mentona, en plantas tratadas con microorganismos fue de 6 a 10%,
en comparacion a plantas control en las cuales fue de un 3% aproximadamente (p<0.05).

En plantas co-inoculadas y en las tratadas con las cepas WCS417r o GBO3, el %R de mentol
fue significativamente mayor que el correspondiente a plantas control e inoculadas con la cepa nativa
SJ04 (p<0.05) (Fig. 4.1.13).

El %R de pulegona (Fig. 4.1.13) fue duplicado en plantas inoculadas con una sola cepa, en
comparacion a plantas control (p>0.05). En plantas co-inoculadas el %R correspondiente a este

monoterpeno fue significativamente superior que en plantas no tratadas.
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Fig. 4.1.13. % relativos de los principales monoterpenos emitidos por plantas de
M. piperita tratadas con cepas PGPR. Letras distintas indican diferencias significativas

de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05). 58
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La tasa de emision total relaciona la cantidad de monoterpenos emitidos con el contenido de

AE almacenado en estructuras foliares especializadas (VOC/AE %). Las plantas inoculadas y co-

inoculadas, a excepcion de las tratadas con la cepa nativa SJ04, tuvieron una tasa de emision total de

monoterpenos significativamente inferior a la correspondiente a plantas control (Fig. 4.1.14.).
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Fig. 4.1.14. Tasa de emisién total en plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas con
cepas PGPR. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado

P<0.05).

Las tasas de emision de los monoterpenos mentona y mentol fueron mas bajas en

plantas tratadas con microorganismos que en plantas control (Fig. 4.1.15). Las plantas co-

inoculadas e inoculadas con la cepa GBO3 tuvieron una tasa de emision de pulegona,

significativamente inferior a la de plantas control (p<0.05) (Fig. 4.1.15).
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Fig. 4.1.15. Tasa de emision de los monoterpenos mentona, mentol y pulegona en plantas de M. piperita
inoculadas y co-inoculadas con cepas PGPR. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico

utilizado (p<0.05).

59



Capitulo 1V: Resultados y I)iscusiﬁx

El tratamiento con rizobacterias incrementé tanto la produccion de AE como la
emision de compuestos volatiles, pero no proporcionalmente. La produccion de AE
aumento6, aproximadamente 6 veces, mientras que la emision de VOCs solo 3; esta es la
explicacion de la disminucién observada en la tasa de emisién de monoterpenos. Ha sido
demostrado que la produccion y la liberacion de VOCs son espacial y temporalmente
reguladas y dependen de factores bidticos y abiodticos (Holopainen y Gershenzon, 2010;
Dudareva et al., 2013).

Tanto en plantas control como inoculadas, la concentracion relativa (%R) de los
monoterpenos emitidos fue bastante diferente a la encontrada en el AE. La mezcla de
monoterpenos emitida contiene altas proporciones de mentona y bajas de pulegona; mientras
que el AE posee elevado contendido de pulegona y bajo de mentona. Particularmente, la
pulegona representa, aproximadamente, el 70% del AE, mientras que solo un 5% de los
VOCs. Estudios en otras especies vegetales también muestran que la composicion de
monoterpenos emitida puede ser diferente de la del AE (Gershenzon er al., 2000, Banchio et
al, 2005). Las membranas de los compartimentos de almacenamiento pueden ser
selectivamente mas permeables a determinados monoterpenos (Werker, 1999).

Hasta el momento, poco se conoce sobre el mecanismo de emision de los VOCs
desde las células vegetales; antes de pasar al ambiente, estos compuestos deben atravesar la
membrana plasmatica y la pared celular. Analisis comparativos de los compuestos emitidos
con los almacenados en los tejidos, revelan que la emision de VOCs no depende unicamente
de las propiedades de volatibilidad de estos compuestos (Durareva et al, 2013). Los
compuestos volatiles no polares difunden dentro de los compartimentos acuosos de forma
mas lenta, a pesar que se presume que los VOCs se mueven a través de cada barrera por
difusion pasiva. Sin embargo, Widhalm y col. (2015) proponen que los compuestos volatiles
deben cruzar multiples compartimentos celulares para ser, por ultimo, liberados al medio
ambiente y presumen que pueden existir mecanismos biologicos involucrados en el
movimiento de compuestos hidrofobicos que puede contribuir a la emision de volatiles, lo
cual reduciria las barreras que deben atravesar.

Hasta el momento no han sido reportados estudios sobre el efecto de la inoculacion
de cepas PGPR sobre la emision de VOCs; pero si se han realizado estudios de este tipo en
plantas aromaticas como también en otras especies vegetales con hongos micorrizicos
arbusculares (AM), cuyos resultados guardan similitud con los obtenidos en este estudio. En

plantas de Artemisia annua tratadas con Glomus spp. la emision total de isoprenoides fue
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ligeramente pero no significativamente superior en plantas micorrizas que en plantas control.
Ademas, las plantas tratadas con el hongo AM se caracterizaron por una elevada emision del
monoterpeno limoneno y de la cetona artemisia (Rapparini ez al., 2008). Panka y col., (2013)
reportaron que la presencia del hongo endofito Neotyphodium lolli influy6 fuertemente sobre
la emision de VOCs en tres genotipos diferentes de la graminea perenne Lolium perenne.

En respuesta al ataque de herbivoros, las plantas pueden sintetizar y liberar
complejas mezclas de VOCs que son cuali y cuantitativamente diferentes de las mezclas
emitidas por plantas intactas (Sun et al, 2014). Los compuestos emitidos pueden actuar
directa o indirectamente sobre el herbivoro, ya que pueden funcionar como repelentes o
atraer a los enemigos naturales de los mismos (van Schie et al.,, 2007, Girén-Calva et al.,
2014). A su vez los VOCs emitidos por la planta atacada pueden inducir mecanismos de
defensa en plantas vecinas no dafiadas (Baldwin, 2010).

Por lo que la emision de VOCs inducida por PGPR, puede proteger a la planta del
ataque de organismos herbivoros. En relacion, los VOCs emitidos por plantas de tomate
micorrizadas resultan mas atractivos para los parasitoides de afidos, que los volatiles
emitidos por plantas no inoculadas (Guerrieri ef al., 2004). Los microorganismos del suelo
como hongos AM o rizobacterias pueden afectar las interacciones de plantas con insectos a
varios niveles troficos (Pineda ef al., 2012). A su vez, el aumento en la emision de VOCs
inducido por cepas PGPR podria proteger a la planta de organismos fitopatégenos
considerando que los principales monoterpenos emitidos poseen propiedades

antimicrobianas y/o antifiingicas (Sangwan et al., 2001).

4.1.5. Efecto de la inoculacion y co-inoculacién de cepas PGPR sobre el contenido de

compuestos fendlicos

La concentracion de compuestos fenolicos en hoja fue superior en plantas tratadas
con microorganismos (p<0.05) (Fig. 4.1.16). La mayor concentracion de fenoles totales fue
observada en plantas inoculadas con WCS417r o SJ04; siendo la misma dos veces mayor
que la registrada para plantas control (p<0.05). Las plantas co-inoculadas como las tratadas
con GBO3 mostraron un incremento aproximado del 70%. El contenido de compuestos

fenolicos en raiz no fue afectado por el tratamiento con rizobacterias (p>0.05) (Fig. 4.1.17.).
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Fig. 4.1.16. Contenido de compuestos fenélicos en hojas de plantas de M. piperita
tratadas con cepas PGPR. Lenas distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test
estadistico utilizado (p<0.05).
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Fig, 4.1.17. Contenido de compuestos fenélicos en raices de plantas de M. piperita
tratadas con rizobacterias. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test
estadistico utilizado (p<0.05).

Los compuestos fenolicos son una de las principales clases de metabolitos
secundarnios vegetales. Algunos de ellos son sintetizados constitutivamente, mientras que la
sintesis de otros es inducida como parte de una respuesta defensiva de la planta (Nicholsony
Hammerschmidt, 1992).

En el presente trabajo, se determind que la concentracion de compuestos fendlicos
aumento significativamente en las hojas de plantas tratadas con microorganismos, pero no
en raiz. Por lo que podria sugerirse que la inoculacion de plantas con cepas PGPR
incrementa la biosintesis de compuestos fenolicos en la parte aérea del vegetal. De esta
manera se corrobora la hipétesis de que las rizobacterias son capaces de estimular el

metabolismo secundaro vegetal.
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Resultados similares a los reportados en este trabajo fueron observados en hojas de
betelvine (Piper betle), después del tratamiento con la cepa NBRI1213 de S. marcescens
(Lavania et al., 2006), en hojas de plantas de garbanzo inoculadas con dos cepas PGPR: P.
Sfluorescens Pf4 y P. aeruginosa (Singh et al., 2003) y en tallos de plantas de Fucalyptus
inoculadas con cepas pertenecientes al género Streptomyces (Salla ef al., 2014). En contraste
con los resultados obtenidos en este trabajo, en los dos primeros casos se reportd un
aumento del contenido de fenoles totales en las raices de plantas inoculadas; sin embargo, el
tratamiento de plantas de Fucalyptus con cepas nativas de Strepromyces, no imdujo un
aumento del contenido de compuestos fenolicos en las raices de la planta. En nuestro
laboratorio la inoculacion de suico (7Tagefes minuta) con rizobacterias incremento el
contenido de fenoles totales en la parte acrea de la planta (Cappellari et al., 2013). Los
hongos AM también pueden inducir la sintesis de compuestos fendlicos en plantas (Zeng et
al., 2013); en relacion, Panka y col. (2013) reportaron que la presencia del hongo endofito
Neotyphodium lolli increment6 el contenido de compuestos fenolicos en la parte aérea de
tres genotipos diferentes de la graminea perenne Lolium perenne.

Los compuestos fenolicos actuan como agentes protectores frente a patogenos debido
a las propiedades antifingicas de distintos flavonoides, relacionadas con los siguientes
mecanismos: cross-linking de enzimas microbianas, inhibicion de celulasas y pectinasas
fungicas, quelacion de metales necesarios para la actividad enzimatica; y/o formacién de una
estructura dura, cristalina como una barrera fisica contra el ataque de patdgenos, etc.
(Skadhauge er al., 1997). También son secretados como un mecanismo de defensa a
condiciones de estrés abiotico, tales como estrés hidrico, radiaciones UV, entre otros.

La sintesis de compuestos fenodlicos por la via de los fenilpropanoides es ¢l resultado
de un proceso de traduccion de seiiales que ocurre después del dario, ataque de patdogenos 6
herbivoros 6 elicitacion (Felton et al, 1999; Graham y Graham, 1996). Sin embargo, el
mecanismo exacto de alteracion de la concentracion de compuestos fenodlicos en plantas por

el tratamiento con rizobacterias no ha sido dilucidado completamente hasta el momento.

4.1.6. Efectos de la inoculacion y co-inoculacion de rizobacterias sobre la actividad de
Ia enzima PAL en plan M. piperi

La actividad enzimatica (ug de acido trans-cinamico/min./g de proteina) de PAL fue
mayor en plantas inoculadas y co-inoculadas con rizobacterias que en plantas control

(p<0.05) (Fig. 4.1.18)). La maxima actividad fue observada en plantas inoculadas con
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WCS417r o SJ04; siendo la misma cinco veces mayor que la registrada para plantas control
(p<0.05). En plantas co-inoculadas como en las tratadas con GBO03 la actividad de esta

enzima aumento tres veces.

7
M"Il

Fig. 4.1.18. Actividad de la enzima PAL en plantas de M. piperita inoculadas con
rizobacterias. Lerras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico

utilizado (p<0.05).

El tratamiento con rizobacterias aumento la actividad de la enzima PAL, lo cual
podria ser la causa del aumento de la produccion de compuestos fenolicos en hojas de M.
piperita. La actividad de la enzima PAL es estimulada en diferentes procesos del desarrollo
vegetal y, ademas, por una variedad de sefiales ambientales, incluyendo el ataque de
organismos patogenos, heridas tisulares, radiacion UV, exposicion a metales pesados, bajas
temperaturas y bajos niveles de nitrogeno, fosfato u otros iones (Zhang y Liu, 2015).

En similitud con los resultados expuestos anteriormente, Figueredo y col. (2014)
reportaron que la co-inoculacion de Bacillus sp. CHEPS y Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144

incremento la actividad de la enzima PAL en plantulas de mani (4rachis hypogaea).

4.1.7. Pruebas de antagonismo “in vitro” de las cepas co-inoculadas
4.1.7.1. Pruebas de inhibicion en placa

En las Figs. 4.1.19B y 4.1.20B puede observarse que no hubo inhibicion entre las
cepas SJ04 y WCS417r, en medio LB al cabo de 24 hs incubacion a 28°C. En la Fig.
4.1.20B, puede observarse un pequeiio halo de inhibicion alrededor de la colonia de la cepa
nativa SJ04, sin embargo, en la Fig. 4.1.19A no se observa inhibicion del crecimiento entre

esta cepa por GB03.
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g. 4.1.19. Prueba de inhibicién en placa en medio LB. A. Estria de B. subtilis GB03 (1) v en
forma perpendicular estria de P. putida SJ04 (2). B Estria de P. fluorescens WCS417r (3) y
perpendicularmente estria de P. putida SJ04 (2).

Fig. 4.1.20. Prueha de inhibicién en placa en medio LB A. B. subsilis GBO3 (1) cepa sembrada de
manera masiva y gotas de P. putida SI04 (2) B. P. fluorescens WCS417r (3) cepa sembrada de manera masiva
y gotas de P. putida SJ04 (2)

4.1.7.2. Ensayo de co-inoculacién en medio de cultivo

En la Fig. 4.1.21. puede observarse que SJ04, tuvo el mismo comportamiento

creciendo sola o en combinacion con WCS417r. Sin embargo, el crecimiento de WCS41

fue menor cuando esta cepa fue inoculada junto a SJ04,

Tr

65




Capitulo 1V: Resultados y I)iscusl't*

Fig. 4.1.21. Dinidmica de WCS417r y SJ04 creciendo en combinacion (C.1.) o
separadamente en medio LB.

Al analizar la Fig. 4.1.22. puede observarse que el crecimiento de SJ04, fue
significativamente menor cuando esta cepa fue inoculada junto a GB03. El crecimiento de

GBO03 también fue menor cuando esta cepa crecio junto a la cepa nativa SJ04.

Fig. 4.1.22. Dinimica de GB03 y SJ04 creciendo en combinacion (C.L) o
separadamente en medio LB,

4.1.8. Seguimiento de las cepas bacterianas in as y co-ino

En la Fig. 4.1.23. puede observarse que el crecimiento de SJ04 fue similar tanto
cuando esta cepa fue inoculada sola o como cuando lo hizo en combinacién con WCS417r.
El recuento de WCS417r fue disminuyendo progresivamente desde el momento de la
moculacion hasta los 30 dias posteriores. La presencia de SJ04 no modific el crecimiento de

WCS417r.
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Fig. 4.1.23. Dinimica de WCS417r y SJ04 creciendo en combinacién (C.I.) o
separadamente en la rizésfera de plantas de M. piperita.

En la Fig. 4.1.24. puede observarse que SJ04 y GBO03, tuvieron el mismo
comportamiento creciendo solas o en combinacion. El N° de UFC, de estas cepas, presente

en la planta a los 30 dias fue mayor que el N° de UFC inoculadas.

Fig. 4.1.24. Dinamica de GB03 y SJ04 creciendo en combinacion (C.1) o
separadamente en la rizosfera de plantas de M. piperita.

Las cepas GB03 y SJ04, inoculadas solas o en combinacion, siguen presentes en la
nizosfera de M. piperita después de 30 dias de ser inoculadas. Sin embargo, el N° de UFC de
la cepa WCS417r disminuye progresivamente desde el momento de la inoculacion, hasta
desaparecer a los 30 dias. Este resultado no es atribuible a la cepa nativa SJ04, ya que lo
mismo se observo cuando esta cepa fue inoculada sola. Una posible explicacion podria ser

que la cepa WCS417r no logra adaptarse a los exudados radicales de M. piperita.
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El conocimiento de los mecanismos de adaptacion de las plantas es de interés desde
un punto de vista ecofisiologico, pero estos mecanismos también constituyen un punto de
partida importante para mejorar la produccion vegetal, incluyendo la optimizacién de la
produccion de metabolitos secundarios.

La utilizacion de hongos y bacterias como inoculantes es una alternativa
biotecnoldgica eficiente para estimular el metabolismo secundario de las plantas, y puede
también conducir a informacion pertinente sobre ciertos procesos de adaptacion que son
poco conocidos actualmente. Se ha encontrado que la inoculacion de determinadas cepas
PGPR produce un incremento en la biomasa y una induccion sistémica de las vias
biosinteticas de monoterpenos y compuestos fenodlicos, lo que sugiere que la inoculacion con
rizobacterias puede aumentar significativamente la productividad y reducir la cantidad de

fertilizante requerida para cultivos de plantas aromaticas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.2. SECCION II: INTERACCION PLANTA AROMATICA-PGPR-MeJA

4.2.1. Efecto de la inoculacidon con rizobacterias v la aplicacion exdgena de MelJA

sobre diferentes pariametros del crecimiento vegetal

La aplicacion exogena de MeJA produjo una inhibicion del crecimiento, en plantas
de M. piperita (Fig. 4.2.1., Tabla 4.2.1.). El efecto de inhibicion generado por esta
fitohormona fue mas evidente a los 14 que a los 7 dias posteriores a su aplicacion. La
inhibicion del crecimiento vegetal, después del tratamiento con JA o sus derivados, ha sido
reportado en muchas especies vegetales, bajo diferentes condiciones de cultivo (Baldwin ef
al, 1998; Zhang y Turner, 2008; Krzyzanowska et al, 2012; Heinrich et al, 2013;
Shahzad et al., 2015; Shyu y Brutnell, 2015).

La magnitud de los cambios registrados, en los diferentes parametros de
crecimiento evaluados, dependid de la concentraciéon de MeJA aplicada (Fig. 4.2.1., Tabla
4.2.1.). Las plantas tratadas con MeJA 4 mM, exhibieron el menor desarrollo, tanto a los 7
como a los 14 dias posteriores a su aplicacion. En relacion, el peso fresco de la parte aérea
de estas plantas, fue un 30% menor, aproximadamente, que el correspondiente a plantas
control (p<0.05), a los 14 dias posteriores a la aplicacion de MeJA. En tanto que las
concentraciones 1 y 2 mM, si bien produjeron una significativa reduccion del crecimiento
vegetal, lo hicieron en un menor grado que la concentracion 4 mM. Plantas no inoculadas
esprayadas con MeJA 1 o 2 mM presentaron una disminucion del 15%, aproximadamente,
en el peso fresco de la parte aérea, a los 7 dias posteriores a la aplicacion de mencionada
fitohormona, en comparacion a plantas control (p<0.05).

Plantas esprayadas con MeJA, previamente inoculadas con rizobacterias, tuvieron
un crecimiento similar o menor que plantas control, dependiendo de la concentracion de
MeJA aplicada. Lo que sugiere que los mecanismos desencadenados por las PGPR, que
conducen a un mayor desarrollo vegetal, fueron suprimidos por el posterior tratamiento
con el derivado metilado del JA. El crecimiento y desarrollo vegetal y las respuestas al
estrés son procesos comandados por diversas vias hormonales y éstas, a menudo, tienen
“cross-talk” antagénicos o sinérgicos entre ellas (Grant y Jones, 2009; Depuydt y Hardtke,
2011).
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Fig. 4.2.1. Diferencia del peso fresco del tallo de plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas con cepas PGPR y/v tratadas con MeJA con el correspondiente a plantas

control.
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En relacién, varios estudios lograron determinar que la sintesis de JA antagoniza
con la biosintesis y acumulacion de GAs conduciendo a un retraso en el desarrollo vegetal
(Yang et al., 2012; Shahzad et al, 2015). Heinrich y col. (2013) demostraron que las
sefales desencadenadas por JA reprimen la biosintesis de GAs por inhibir la transcripcion
de varios genes que codifican para enzimas claves de la ruta biosintetica de mencionados
fitoreguladores en Nicotiana attenuata. Ademas de tener un “cross-talk” antagonico con
GAs, el JA, podria interferir negativamente con otras hormonas que participan en la
regulacion del crecimiento como IAAs, BRs y citoquininas, inhibiendo asi el desarrollo
vegetal. Ademas, ha sido reportado el efecto negativo del JA sobre la progresion del ciclo
celular en cultivo de células y particularmente sobre la mitosis (Noir et al., 2013).

El crecimiento vegetal requiere de la remodelacion de la pared celular primana
(Benatti et al, 2012). Analisis de microarrays de cultivos de células de Arabidopsis
tratados con MeJA mostraron una represion de la expresion de genes implicados en la
biosintesis y remodelacion de la pared celular primaria, como aquellos que codifican para
las enzimas celulosa sintasa y pectina liasa (Pauwels ez al, 2008). Lo expuesto
anteriormente, sugiere que la inhibicion del crecimiento observada después del tratamiento
con MeJA puede deberse, entre otros factores, a la inhibicion de 1a elongacion celular.

El incremento en los niveles de JAs ocurre en las plantas a causa de diferentes tipos
de estreses bidticos y abidticos como dafic mecanico, alimentacion por herbivoros,
infeccion por patogenos necrotroficos, etc. (Wasternack, 2007, Wu y Baldwin, 2010). Este
incremento, generalmente, se asocia con un aumento en las defensas, pero también con una
disminucion del crecimiento vegetal (Heinrich er a/., 2013). En relacion, plantas de
Arabidopsis que sobreprodujeron JA, presentaron un tamafio reducido pero una mayor
resistencia a insectos herbivoros y hongos (Bonaventure et al., 2007, Hyun ez al., 2008).
Un estudio realizado en plantas de Nicotiana attenuata demuestra que el ataque de larvas
de Manduca sexta conduce a un aumento de los niveles JA, lo que desencadena la sintesis
de compuestos de defensa, pero disminuye la expresion de un grupo de genes que
codifican para proteinas involucradas en el proceso de fotosintesis; lo que produce una
disminucion de la tasa fotosintética y, en consecuencia, del crecimiento vegetal (Mitra y
Baldwin, 2013). Por lo expuesto anteriormente, podria sugerirse que, el crecimiento

vegetal se detiene cuando la prioridad de la planta es la defensa.
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Tabla 4.2.1. Longitud del tallo (cm), N° de hojas y ramificaciones en plantas de M. piperita tratadas con cepas PGPR y/o MeJA.

7 Dias
1933+ 2.04d
23x204e
2033 +£2.04 de
21.67+204de
20.20+2.04 de
235+204e
1533 +2.04 bc
17.80 + 1.58 ed
1833 +204 cd
1433+204 b
15+2.04 be
17£204¢
14.67+2.04 b
17.33 4+ 2.04 ¢d
19.33+2.04d
1450+ 1.77b
12.67+2.04 ab
16.50+250 ¢
18 +£2.04 cd
17£204c¢
17.67+204 cd
14+:204b
16+£2.04c

14 Dias
2950+ 1.84 cd
3211+185d

41+321e
3267+285d

35+404d
4033+ 666 €
29.25+0.95 cd
31,50+ 233 cd
3133+ 1.86 cd
3125+095cd
2667+120¢
2433+233 be
22.67+1.86 ab
1940+223a
2275+ 1.11 ab
21.80 +2.63 ab
21.50+ 1.55 ab
19.75+2.06a
2350+ 1505
2375+210b
2475+ 287 be
2525+ 1.89 be

201224

7 Dias
9.07+0.85 cd
9+085cd
8.10+085¢

8.63+085¢cd

9.17+£0.85cd
10+1.04d
633+£085b
6.10+£0.66 b
819+085¢cd
563+085ab
6.17+0.66b
783+085¢
750+085¢
7.17 £ 0.85 be
6.77+0.85 be
525+0.74 ab
450+085a
617+085h
603+085bh
6.03+085h
467+085a
403+085a
6.57+0.85 be

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).

14 Dias
9.47+0.33 ab
1263+1.02¢
1233 +£055¢
1210£1.16 ¢
13.13+£1.06¢

1360x1d
9.20+040ab
1290+ 042 ¢
1027+ 1:76 ab
9.68 +0.92 ab
118+089%
1323+ 046 ed
883+028a
1163+095b
1285+087¢
13.08 088 ¢
1172+ 0895
11.68+098 b
8.72+021 a
10.65 + 0.86 ab
11.05+089b
11.1+08%95
867+08%a

7 Dias
1+05a
233+£05a
1.67+05a
133+05a
2+05a
1+05a
1+05a
2405a
2+05a
1+05a
1.67+05a
1.33+05a
1+05a
1.33£05a
1.33%05a
1£05a
1+05a
1£05a
1.33+05a
1.67£05a
1£05a
2+05a
133+05a

14 Dias
317+0.17 be
3.67+0.67 be
400+153¢
333+088 be
37+0.17bc
433+033¢
3.25+£025bc
325+025bc
433+033¢
450+065¢
400+153¢
325+025bc

2+041 ab
275+063 b
225+025ab

2+0.71 ab
3.17+0.17 be
325+ 048 be
125+025a
350+ 065 be
250+050b
275+£063 b
3.17+0.17 be
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4.2.2. Efecto de la aplicacion exigena de MeJA sobre el contenido v la composicion
del AE de plantas de M. piperita inoculadas con rizobacterias.

La aplicacion exdgena de MeJA provoco un significativo incremento en la

produccion de monoterpenos en plantas de M. piperita (Fig. 4.2.2.). El rendimiento (ng de
AE/g de peso fresco) total de AE en plantas no inoculadas tratadas con MeJA fue
significativamente superior que en plantas control (p<0.05) (Fig. 4.2.2.); la magnitud del
incremento en el contenido total de AE dependio de la dosis de MeJA aplicada. En
relacion, el rendimiento de AE, fue superior en plantas tratadas con la mayor
concentracion: 4 mM; tanto a los 7 como a los 14 dias posteriores al tratamiento.
Incrementandose 5 veces, aproximadamente, el contenido de AE en estas plantas, en
relacion a plantas control (p<0.05). Las concentraciones de AE registradas en plantas no
inoculadas expuestas a las concentraciones 1 y 2 mM de MeJA, fueron similares a las
observadas en plantas solo tratadas con rizobacterias.

La concentracion de monoterpenos, en general, fue mayor a los 7 que, a los 14 dias,
posteriores al tratamiento con MeJA; por lo que podria sugerirse que el derivado metilado
del JA desencadena la activacion de respuestas de defensa en la planta en estudio, que
involucran la estimulacion de la biosintesis de terpenoides, las cuales van disminuyendo
progresivamente. La aplicacion exogena de MelA no produjo una alteracion cualitativa de
los compuestos constituyentes del aceite, pero si un cambio cuantitativo importante de los
componentes mayoritarios del mismo (Fig. 4.2.2.; Fig. 4.2.3.; Fig. 4.2.4.). En relacion el
contenido de los monoterpenos mayoritarios: limoneno, linalool, mentona, mentol y
pulegona fue, en general, superior en plantas tratadas con MeJA, en comparacion a plantas
control (p<0.05).

La concentracion de los principales monoterpenos y el contenido total de AE fue
significativamente superior en plantas inoculadas o co-inoculadas y esprayadas con MeJA
2 mM. En relacion, plantas inoculadas con la cepa WCS417r y tratadas con MeJA 2 mM,
tuvieron a los 7 dias posteriores al tratamiento con mencionada fitohormona, un
rendimiento de AE 8 veces superior que el correspondiente a plantas control (p<0.05). Lo
que podria sugerir que a esta concentracion, el derivado metilado del JA en combinacion
con las rizobacterias tienen un efecto sinérgico sobre la biosintesis de terpenoides. Plantas
tratadas con microorganismos y expuestas a MeJA 1 o 4 mM tuvieron un contenido total

de AE inferior a plantas inoculadas no sometidas al tratamiento con el derivado metilado
del JA.
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Fig. 4.2.2. Concentracién de AE en plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas y tratadas con MeJA 1, 2 6 4 mM. Letras distintas indican diferencias significativas de
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Capitulo 1V: Resultados y Discusi*

El JA, sus derivados y precursores estan involucrados en la inducciéon de respuestas
de defensa en plantas, principalmente contra herbivoros y patégenos necrotroficos (Karban
y Baldwin, 1997; Hu ez al., 2013; Kautz et al., 2014; Tian et al., 2014; Yang y Xie, 2015).
Rosahl y Feussner (2005) demostraron que los JAs regulan la expresion de varios genes
involucrados en las respuestas de defensa. Estas hormonas juegan un rol central en la
regulacion de la biosintesis de varios metabolitos secundarios como alcaloides,
terpenoides, fitoalexinas, cumarinas, antocianinas, entre otros (Howe, 2001; Maes et al.,
2011; Dutta y Khurana, 2015; Wasternack y Song, 2016).

En similitud con los resultados obtenidos en el presente estudio, Hudgins y col.
(2004) reportaron que la aplicacion exogena de JA 100 mM, indujo la acumulacion de
resinas terpenoides en la superficie de tallos de coniferas. En contraposicion a lo expuesto
en este frabajo, el tratamiento con JA no produjo un aumento significativo en la produccion
de terpenoides en hojas de Fucalyptus, las cuales contenian abundante numero de
cavidades secretorias (Henery ez al., 2008).

El tratamiento con JA o con su derivado volatil, MeJA, también induce la emision
de VOCs en plantas (Rodriguez-Saona, 2001; Glas er al, 2012). En relacion, tanto la
emision de linalool como el contenido de este monoterpeno en tricomas glandulares de
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum), aumentaron después de la aplicacion de JA 1
mM. El tratamiento con mencionada fitohormona, también incrementd los niveles de
transcripcion del gen LeMTSI, el cual codifica para una linalool sintasa localizada en
tricomas de plantas de tomate (van Schie et al., 2007).

Pocos estudios, sobre los efectos de la aplicacion exdgena de JAs sobre la
produccion de metabolitos secundarios en plantas aromaticas y medicinales, han sido
reportados. Ztotek y col. (2016) reportaron que el tratamiento con JA incremento
significativamente el contenido de AE y de los monoterpenos linalool, eugenol y limoneno
en la planta aromatica y medicinal Ocimum basilicum (albahaca). Lo anteriormente
expresado y los resultados obtenidos en este trabajo, indican que la biosintesis de
terpenoides, en plantas aromaticas y otras especies vegetales, puede ser inducida por el

tratamiento con JA o su derivado metilado, MeJA.
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Tubla 4.2.2. Concentracién de los monoterpenos: limoneno, linalool y menfona en plantas de M. piperita inoculadas y/e tratadas con

MeJA 1,2 vy 4 mM.

Control

WCS417r

WCS417r + SJ04

MeJA 1 mM
GBO03 + MeJA | mM
WOCS417r + MelJA t mM
SJ04 -+ MedA 1 mM
WCS41Tr + SJ04 + MeJA 1 mM

 GBO3 +SJ04 + MeJA 1 mM

MedA 2 mM
GBU3 + MeJA 2 mM
WCS417r + MeJA 2 mM
JO4 + MeJA 2 mM
WOS417r + SJ04 + MeJA 2 mM
GBO3 + 5J04 + MeJA 2 mM
MeJA 4 mM
GBO3 + MeJA 4 mM
 WCSAITr+ MeJA 4mM
__SJo4+ MeJA 4 mM
WCS417r + SJ04 + MeJA 4 mM
GBO03 + SJ04 + MeJA 4 mM

Linalool

7 Dias

0.144+001a
0.56 £ 0.08 be
042+ 0.01 bc
035+0015
0.77+014¢
0.47 £ 0,08 bc
061+£002¢
0.23 +0.04 ab
0.3540.07b
032+007h

‘0.25+0.07 ab

023 +003 ab
1+0.15d
079+0.15¢
0.84+021c¢c
11242017 e
1.14£025¢
103£008d
094+0.10d
0.21 £ 0.08 ab
0.23 £0.02 ab
020+ 0.02 ub
0.14£003a
031£0045b

14 Dias

0.15+001 a
035+£0.10¢
038+005¢
037£004c¢
031+0.05b
0174003 a
0.52+0.05 bc
031£00668
031+0.06h
033+004ab
0.34+0.03 ab
0.15+0.02 ab
083+007cd
052+ 001 be
1.01+0.154d
094+ 0.06 d
092+0.08d
0.62+0,04 5
0.77+00%cd
048 +0.01 ab
042+0.15ab
038£005ab
042+ 0.06 ab
027 +0.03 ab

Limoneno
7 Dias 14 Dias
0.15+001a 0.19+0054a
067+0.10d 0240045
0.15+001 a 0.19+001 a
068+009d 0,35+ 0,01 be
0.77+009d 0.27+£0035
0.77+003 d 0240015
070+ 0.03d 023+0035
040+005¢ 028+£0035
037+004c 021+006ab
025+:0035 027£0055
024+006b 025+0055h
0.18+001la 0.21 £0.06 ab
0.78+0.03d 048 £0.02¢
0.68+009d 093£0.17d
1.11 +0.10e 090+0.14d
064+010d 046+003 ¢
103+0.114a 0.63+0.08 cd
099+£004e 074+015¢d
040+£005¢ 055+001c¢
022+0045 0.33+0.02 be
027+0.095 042+008¢
023£0015H 028 £006h
025003 b 025+005h
026+0.06b 03040045

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).

Mentona
7 Dias 14 Dias
0.17+0.03 a 031+003a
097+008¢ 034£006a
056+0.135b 045+0055
1.34£0.15¢ 0560096
139+0.16¢ 0.74+0.08¢
1.16£027 ¢ 0.74£0.03 ¢
0.43 £0.08 ab 042+006b
0.18+003 a 031+007a
044+ 0.13 ab 0.50+015b
0.51 %013 ab 044+010b
031+012a 039+0.07b
038+0.11 ab 033+003a
1.42£0.14¢ 059+0.10b
1.75+£0.17 cd 1.50£0.19¢
254+045¢ 2.18+0.26d
1954017 cd 1.80£020¢
230+023d 1.74+0.13¢
232+£0.14d 212+£0254d
0.97+0.15 bc 0400055
027£007a 040£004 6
0.42+0.12 ab 032+008a
020+004a 044+ 0085
022+004a 054+0045b
021£003a 024+003 a




Capitulo 1V: Resultados y Dis'cusi*

4.2.2.1. Efecto del tratamiento con MeJA sobre la densidad de tricomas glandulares
peltados v capitados en plantas de M. piperite inoculadas con rizobacterias.

El aumento en el contenido total de AE, registrado en plantas expuestas a MeJA,

fue correlacionado con un incremento en la densidad de tricomas glandulares peltados, en
ambas epidermis de la hoja. El nimero de mencionadas estructuras secretoras de AE, fue
en general, significativamente mayor en plantas esprayadas con MeJA previamente
tratadas con rizobacterias, que en aquellas expuestas a solo uno de los tratamientos. Por lo
que podria considerarse que, la inoculacion de rizobacterias y la aplicacion exogena de
MelA, tienen un efecto sinérgico sobre la ontogenia de tricomas glandulares peltados en
plantas de M. piperita. Los tricomas glandulares son considerados biofabricas que
producen productos quimicos de interés; el aumento de la densidad de estas estructuras es
una forma adecuada de mejorar la produccion de metabolitos secundarios (Yan er af.,
2016).

Si bien el aumento en la densidad de este tipo estructuras secretoras de AE, fue
observado tanto a los 7 como a los 14 dias posteriores a la aplicacion de MeJA; el mayor
incremento fue registrado a los 7 dias, en ambas caras de la hoja. A este tiempo, en la
superficie adaxial de hojas de plantas tratadas con MeJA 4 mM e inoculadas con
rizobacterias, se observo la mayor densidad de estas estructuras; en las mismas el nimero
de tricomas/mm? fue 2.5 veces superior que en plantas control (p<0.05). La cara adaxial de
hojas de plantas inoculadas y tratadas con MeJA 1 0 2 mM, en general, tuvieron la misma
densidad (N°/mm?) de estas estructuras (Fig. 4.2.5.). Sin embargo, a los 14 dias, la
superficie adaxial de hojas expuestas a MeJA 2 6 4 mM, presenté un mimero de tricomas
glandulares peltados, significativamente superior al de plantas tratadas con MeJA 1 mM o
no tratadas con esta fitohormona (p<0.05) (Fig. 4.2.5.).

En tanto en la cara abaxial, se observo a los 7 dias posteriores a la aplicacion, que
plantas tratadas con MeJA 1 0 2 mM exhibieron el mismo numero de tricomas glandulares
peltados (Fig. 4.2.6.). Mientras que a los 14 dias las plantas tratadas con la concentraciéon 1
mM presentaron una densidad de tricomas glandulares peltados superior que las expuestas
a MeJA 2 mM (Fig. 4.2.6.). En ambos tiempos, en la cara abaxial de la hoja de plantas
inoculadas con rizobacterias y esprayadas con MeJA 4 mM, se observo el mayor nimero

de esta clase de estructuras secretoras de AE.
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Fig. 4.2.5. Densidad (N°/mm?) de tricomas glandulares peltados sobre la cara adaxial de hojas de plantas de M. piperita inoculadas con rizobacterias y/o tratadas con MeJA 1,2 o
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Capitulo 1V: Resultados y Dis"cusi*

El nimero de tricomas glandulares capitados en las caras adaxial y abaxial de la
hoja, tanto a los 7 como a los 14 dias, solo fue modificado positivamente por el tratamiento
con MeJA 4 mM (p<0.05) (Tabla 4.2.3.). La aplicacion exdgena de MeJA, en las tres
concentraciones testeadas, produjo en general, un incremento de la densidad de tricomas
glandulares capitados, en la cara adaxial a los 7 dias posteriores al tratamiento (p<0.05).

En concordancia con los resultados obtenidos en este trabajo, ha sido reportado que
la aplicacion exogena de MeJA 7.5 mM produjo un incremento en la densidad de tricomas
glandulares sobre la cara adaxial de hojas nuevas de plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum). Sin embargo, el nimero de tricomas sobre la cara adaxial de las hojas de esta
planta fue mayor a los 14 que a los 7 dias posteriores al tratamiento (Boughton et al,
2005). Traw y Bergelson (2003) reportaron que el tratamiento con JA condujo a un
significativo incremento de la densidad de tricomas en plantas de Arabidopsis y no
encontraron diferencias del efecto de las concentraciones 0.1 y 1 mM, de mencionada
fitohormona, sobre la densidad de estas estructuras. La participacion del JA y sus
derivados en la regulacion de la formacion de estructuras secretoras de AE, se hace mas
evidente al considerar que plantas mutantes de tomate que presentan defectos en la
expresion de los componentes de la biosintesis de JAs, presentaron un niimero de tricomas
significativamente reducido (Li ez al., 2003; Bosch et al., 2014;).

Pocos estudios sobre los efectos de la aplicacion exogena de JAs sobre la ontogenia
de estructuras secretoras de AE, en plantas aromaticas y medicinales han sido reportados.
Maes y col., (2011) observaron, en similitud con los resultados obtenidos en este estudio,
que el tratamiento de Artemisia annua con JA promovid la formacion de tricomas
glandulares y activo la expresion de determinados genes que condujeron a un incremento

en la acumulacion de sesquiterpenos como artemisinina.
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Fig. 4.2.6. Densidad (N°/mm?) de tricomas glandulares peltados sobre la cara abaxial de hojas de plantas de M. piperita inoculadas con rizobacterias y/o tratadas con MeJA 1,2 6 4
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#gsnos:zq A sopoynsay ;41 opnprdn)



Fig. 4.2.3. Densidad (N°/mm?’) de tricomas glandulares capitados sobre las caras adaxial y abaxial de hojas de plantas de M. piperita
inoculadas con rizobacterias y/o tratadas con MeJA 1, 2 0 4 mM.

7 Dias 14 Dias 7 Dias 14 Dias
231+024b 219+0285 7.23 +0.40 be 598+043b
2.10+0.31 ab 1.09+027a 6.70+05b 4.75+0.49 ab
1.54+0284a 091+020a 6.42+025b 6.86 + 0.66 be
1.97+0.26 ab 1.31£1.07ab 630+054 b 7.04+076¢
270+045b 222+0.74 ab 10.86 + 0.68 d 6.33+0.66 bc

120£0224a 214+032b 869+071¢ 746+1.19¢
| 321+055¢ 068+0.22a 6.97+0.67b 538+050b
320+058 ¢ 083+021a 948 +0.91 cd 601 +067b

250+0425 095+0264 694+033 b 4.39+0.66 ab

231£0385h 1.89 +0.36 ab 703043 b 4+06la

1.61+0.32ab 1.48+0.33 ab 846+072¢ 6.61+0.58 be

1.92+0.33 ab 243£041b 7.3240.50 be 6.41+0.79 be

325+064c 1.62+0.27 ab 987+056d 7144077 ¢

245+051h 097+0264 9.59+098 ed 578 +045b

2.01+0.36 ab 1.57+0.21 ab 6.10+0.58 ab 561+£047b

208+042ab 1354027 ab 516+072a 414+052a

129+0.154 1.76 £ 0.47 ab 6.16 £0.58 ab 785049 ¢

3144030 ¢ 1.86 +0.29 ab 8.50+0.50¢ 9.26+0.83 ed

440+125d 1.32+0.42 ab 8.68+1.01c¢ 787+0.76¢

463+091d 228+033b 10.05+0.72d 852+125¢d

333+039¢ 2.70+046 ¢ 1468+2.15¢ 1468+2.15¢

6.17+163d 391+055d 1556 195f 1033+£099d

3+055¢ 246+043 b 7.76 1,20 be 6.75+ 0,86 be
1.80 + 0.40 ab 233+0485b 1195+079d 11.04+094d
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Capitulo IV: Resultados y Diccusit*

4.2.3. Efecto de la inoculacion de cepas PGPR v la aplicacion de exdgena de MeJA

sobre el contenido de compuestos fenglicos en plantas de M. piperita.

En el presente trabajo, la concentracion de compuestos fendlicos fue
significativamente mayor en hojas de plantas tratadas con MeJA, previamente inoculadas
con cepas PGPR. Los tratamientos por separado, también, produjeron un notable aumento
de la biosintesis de esta clase de metabolitos secundarios. En general, el contenido de
compuestos fenolicos fue mayor a los 14 que a los 7 dias posteriores a la aplicacion de
mencionada fitohormona.

La mayor concentracion de fenoles totales, a los dos tiempos evaluados, fue
observada en plantas inoculadas con rizobacterias y tratadas con MeJA 4 mM; siendo esta
3.5 veces superior que la registrada en plantas control (p<0.05). A los 7 dias posteriores al
tratamiento, se observo que las concentraciones 1 y 2 mM, en general, tuvieron un efecto
similar sobre la acumulacién de compuestos fendlicos en hoja, siendo esta
significativamente superior que la correspondiente a plantas control. Sin embargo, a los 14
dias se observo una respuesta dosis dependiente.

Por lo expuesto anteriormente podria sugerirse que tanto la inoculacidn con
rizobacterias como el tratamiento con MeJA incrementan la biosintesis de compuestos
fenolicos en la parte aérea M. piperita. Ademas, podria advertirse que la combinacion de
ambos tratamientos tiene un efecto sinérgico sobre la produccion de esta clase de
metabolitos secundarios. Lo que haria concluir que las rizobacterias son capaces de
incrementar la produccion de compuestos fenolicos a través de la activacion de vias de
traduccion de sefiales que involucran la participacion del JA y/o sus derivados. En relacion,
se conoce que estas fitohormonas pueden actuar como moléculas seiial “dirigiendo” una
gran variedad de respuestas de defensa, incluyendo la sintesis de nuevos compuestos
fenolicos (Beckers y Spoel, 2006; Ruiz-Garcia e al., 2013).

En similitud con los resultados obtenidos en este estudio, Krzyzanowska y col.,
{2012) reportaron que la acumulacion del compuesto fendlico acido rosmarinico fue
incrementada, en suspensiones celulares de M. piperita, tras el tratamiento con MelJA.
Ademas, se conoce que el derivado metilado del JA es capaz de regular la actividad de las
enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL) y 4-hidroxifenilpiruvato reductasa (HPR), enzimas
cruciales de la ruta biosintetica de los fenilpropanoides (Yamamura ez al., 2001; Matsuno ef
al., 2002). En relacion, en plantas de albaca, la actividad de la enzima PAL aumento

significativamente después del tratamiento con MeJA (Koca y Karaman, 2014).
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Fig. 4.2.7. Concentracion de compuestos fenolicos en hojas de plantas de M. piperita inoculadas con rizobacterias v/o tratadas con MeJA 1, 2 o 4 mM. Letras distintas indican
diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).
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Capitulo IV: Resultados y I)ivcusir*

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3. SECCION 1I: INTERACCION PLANTA AROMATICA-PGPR-SA

4.3.1. Efectos de la inoculacion con rizobacterias v la aplicacion exégena de SA sobre

el crecimiento de plantas de M. piperita

La aplicacién exogena de SA, no afectd negativamente el crecimiento de plantas de
M. piperita, en comparacion al tratamiento con MeJA (Fig. 4.3.1., Tabla 4.3.1.). En
relacion, plantas no inoculadas tratadas con SA 1 o 2 mM presentaron un peso fresco
superior que plantas control (p<0.05), tanto a los 7 como a los 14 dias posteriores al
tratamiento. La aplicacion de mencionada fitohormona no influyo sobre los mecanismos
desencadenados por las PGPR, que conducen a un mayor desarrollo vegetal, a los dos
tiempos evaluados. Sin embargo, plantas inoculadas con rizobacterias y tratadas con SA no
tuvieron un mayor desarrollo que las que solo fueron tratadas con cepas PGPR (p>0.05).

Varios estudios reportaron que el SA o su derivado metilado, MeSA, afectan
positivamente el desarrollo vegetal. En relacion, Gutiérrez-Coronado y col. (1998)
reportaron que el tratamiento con SA estimuld el desarrollo de plantas de soja (Glicine
max), a los 7 dias posteriores al tratamiento. Sandoval-Yepiz (2004) observo el mismo
efecto de la aplicacion de esta fitohormona en la planta aromatica y medicinal Tagetes
erecta. En plantas de arroz (Oryza sativa) se registrd un significativo incremento en el peso
del tallo y de la raiz, después del previo tratamiento de las semillas, con MeSA (Kalaivani
etal, 2016).

El incremento registrado en los diferentes parametros de crecimiento evaluados
después del tratamiento con SA pueden atribuirse a cambios en el estado hormonal de la
planta (Shakirova ef al., 2003; Abreu y Munne-Bosch, 2009) o a una mejora en diversos
procesos fisiologicos como fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatica y toma de
nutrientes (Stevens ef al., 2006; Vazirimehr ef al., 2014). En relacion, Faried y col. (2016)
reportaron que el tratamiento con SA 0.5 mM aumento el contenido de clorofila y la
actividad fotosintética en plantas de maiz, lo cual se refleja en un mayor desarrollo vegetal.
Ademas, ha sido reportado que, el SA inhibe la biosintesis de etileno y aumenta la
actividad del sistema antioxidante vegetal, modificando la actividad de enzimas
antioxidantes preexistentes o alterando la expresion de sus genes (Ghasemi Pirbalouti ez

al., 2014).

86



Capitulo 1V: Resultados y Discusi/‘
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Fig. 4.3.1. Diferencia del peso fresco del tallo de plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas con cepas
PGPR y/o tratadas con SA con ¢l correspondiente a plantas control.
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Tabla 4.3.2. Longitud del tallo (cm), N° de hojas y ramificaciones en plantas de M. piperita tratadas con cepas PGPR y/o SA.

2;.75 £0484
23.17+358a

“AS0ETI5ab"

21.00+24%a
23.00+175a
28.00+0,93 b
20504 0,87 a
2417+ 0,65 ab
27.0042.07b
27.00+1,67h
2033£4984a
19.83+320a
2075111 a
| 2375+1,18a

23=H9l¢
%75:1:281%1
2225+ 1,60a

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).
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14 Dias
2525+ 1.70a
36.00+2.00b

“I9D0ELTI

4250+ 144¢
29334291 ab
376742195
2525+171a
2550+ 1,71 a
23.00+ 2284
2733+240a
23002284
2433+233a
2525+ 170a
2525+ 1 89 a
250020584
2475+ 18%a

28004082 b

2500+£277a

5384025 .g
740£0325

6.52 035 ab

710+0.62b

6.88 + 049 ab

75240705
792+0.64 b
76640496
835+053h

6.73+0.88 ab
6.66+0.80 ab
715%075b

7.94;,3:.034 a
8.90£0.17 ab

1233£0555

925+ 130ab

1123+ 1.11ab
10.93 £0.63 ab
10.06 + 0.68 ab

1133+ 082 ab
1027+ 1.76 ab.

9.78 +0.80 ab
12680545
1325+ 1.01 b
10.18+ 1.06 ab
11.90+ 1205

1143+08%ab

360x075a

4,00+ 0.86 ab

433061 ab
360+£075a
386+063a
4.83+048b
320+£0494
483+031h
460+0.75b
420+058b

333+ 145 a
433+099b
400058 b
4000585

746051 b

9.70+0.72 ab

42040805

450+ 1.32bc

3,90:9:1054
307-.!:067¢

5_.00-:505;58 e
3.’3% +1.45 ab
260 +040a
3000254
260+050a
440+1.08 be
417£1.05h

250+029a
23@:& 0494

3.75+075ab

3.80+086ab
225+048a
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4.3.2. Efecto de 1a aplicacion exdgena de SA sobre el contenido v la composicion del

AE de plantas de M. piperita inoculadas con rizobacterias
El contenido total de AE fue mayor en plantas tratadas con SA que en plantas

control, tanto a los 7 como a los 14 posteriores al tratamiento; sin embargo, el incremento
registrado a los 7 dias, no fue estadisticamente significativo (p>0.05) (Fig. 4.3.2.). A los 14
dias, plantas no inoculadas tratadas con SA 1 o 2 mM tuvieron una concentracion de
monoterpenos dos veces mayor que plantas control (p<0.05). La aplicacion exdgena de SA
no modifico, en general, el contenido de AE en plantas inoculadas con rizobacterias, a los
dos tiempos evaluados. Por lo que se descarta un posible sinergismo entre las rizobacterias
y el SA sobre la induccion de la biosintesis de AE.

El SA y el MeJA no tuvieron el mismo efecto sobre la biosintesis de terpenoides en
M. piperita; la respuesta generada después del tratamiento con SA fue significativamente
menor que la producida por el derivado metilado del JA, aplicado a las mismas
concentraciones. La aplicacion exogena de SA, al igual que la de MeJA, no produjo una
alteracion cualitativa de los compuestos constituyentes del aceite.

El SA juega un rol clave en las respuestas de defensa frente a patdgenos biotroficos
y hemibiotroficos (Hara ef al., 2012; Ramirez-Estrada et al., 2016) y modula la actividad
de determinadas enzimas que catalizan reacciones en las rutas biosinteticas de ciertas
clases de metabolitos secundarios (Dong ef al., 2010). La aplicacion exdgena de SA sobre
la superficie de la una planta es capaz de inducir una respueta de defensa similar a la
desencadenada en la SAR (Wang ef al,, 2005). A pesar de que no se conoce con exactitud
el mecanismo mediado por SA en relacion a la defensa en plantas, el rol central de esta
fitohormona en la defensa vegetal, esta universalmente aceptado (Anand ez al., 2008).

SAR se caracteriza por ser de amplio espectro, es decir, que confiere resistencia no
solo al patégeno que la ha activado, sino también a ofros organismos fitopatogenos. Se ha
comprobado que la SAR es una resistencia duradera (activa durante dias o semanas) en
condiciones tanto naturales como de laboratorio, 1o que la hace muy atractiva desde un
punto de vista agronomico. La activacion de SAR esta acompafiada de un incremento
endogeno, local y sistémico, de SA. Esta acumulacion de SA activa una serie de proteinas
reguladoras y factores transcripciones que controlan la expresion de genes de defensa que
codifican, por ejemplo, para proteinas PR (Any Mou, 2011).

La induccion de SAR ocurre en dos etapas, en la primera la planta reconoce el

patogeno e induce respuestas locales de defensa a través de cascadas de sefializaciéon que con
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llevan a la acumulacion intracelular de SA. Esta acumulacion induce el aumento de los
niveles de especies reactivas del 02 (ROS) y la expresion de genes relacionados a la
patogenicidad (RP). Esta respuesta local promueve la segunda etapa de SAR, la induccién
de resistencia en el tejido sistémico alejado del punto de infeccion. Se cree que el SAMe,
algunas quinasas y NO, entre otros, pueden tener un papel relevante como seiiales inductoras
de la resistencia sistémica. En la SAR hay una estrecha relacion entre SA, JA, IAAs y ET
(Gao et al., 2014).

pg de Accites Esenciales/g de Peso Fresco
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-ed‘ 4‘5“
@ 7 Dias @14 Dias
Fig. 4.3.2. Concentracion de AE en plantas de M. piperita inoculadas y co~inoculadas y tratadas con SA t o
2mM. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p=0,03)

En relacion a los resultados presentados en este estudio, el tratamiento de Cistus
Creticus subsp. creticus con SA 5 mM aumento la expresion de dos genes, CsDxs2 y
CsHMGR, que codifican para enzimas que catalizan las primeras reacciones de las vias del
metil-eritritol- fosfato y del mevalonato, respectivamente. Ambas vias estan involucradas en
la biosintesis de mono, di y sesquiterpenos. El tratamiento con MeJA 100 uM también
increment6 la transcripcion del gen CsDxs2. Por lo que podria sugerirse que tanto el MeJA
como el SA son capaces de inducir la expresion de genes que codifican para enzimas de las
dos rutas biosinteticas de terpenoides (Pateraki y Kanellis, 2010). Zhang y col. (2013)
reportaron que el tratamiento de soja (Glicine max) con SA 1 mM, indujo la transcripcion de
un gen, recientemente identificado, que codifica para una monoterpeno sintasa.

Es limitado el nimero de estudios sobre los efectos de la aplicacion foliar de SA
sobre la acumulacion de terpenoides en plantas aromaticas y medicinales. Zheljazkov y

Astatkieb (2010), reportaron que el tratamuento de M. spicata con SA causo un incremento

90




Capitulo 1V: Resultados y Discusiz*

en el contenido de los monoterpenos 1,8-cineol y PB-caryophyllene. El SA, también
increment6 rendimiento de AE y la concentracion de los monoterpenos a-thujene, carvacrol
y o-pineno pero disminuyo el contenido de timol y B-caryophyllene, en plantas de tomillo
(Thymus daenensis) (Ghasemi Pirbalouti er al., 2014). El aumento en el contenido de AE en
plantas tratadas con SA puede atribuirse a una mejora en la absorcion de nutrientes, a un
aumento en la densidad de estructuras secretoras (Idrees ez al., 2010).

Si bien el efecto producido por el SA, sobre la biosintesis de terpenoides en la
planta en estudio, es menor que la provocada por el MeJA, existen evidencias que de que el

SA juega un rol clave en la regulacion de las rutas biosinteticas de terpenoides.
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Fig. 4.3.3. Concentracion de mentol en plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas y tratadas con
SA 1 0 2 mM. [Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado
(p<0,05).
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Fig. 4.3.4. Concentracion de pulegona en plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas y tratadas con
SA 1 o 2 mM. Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado

(p<0,05).
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Tabla 4.3.2. Concentracion de los monoterpenos: limoneno, linalool y mentona en plantas de M. piperita inoculadas y/o tratadas con SA 1y

2 mM.

Tratamiento

Contro

GRBO3

WCS417r

SJo4

WOSH417r + SJ04

GBO3 + S5.J04

SA 1T mM

GBO3+SA1TmM

WCS417r+8SA 1 mM

WCS417r +8J04 + SA 1 mM
GB0O3 +8J04+SA 1 mM

WOCSH17r +SJ04 +SA 2 mM

SJO4+SA 1 mM

GBO3+SA2ZmM
WOS417r+SA 2 mM
SJ4 +SA 2 mM

GBO3 +SJ04 +SA 2 mM

Limoneno
7 Dias 14 Dias
047+0.13 a 0.71+00%a
0.74£012ab 1.12£0.04 b
0.62+0.11 ab 1.35+0.10b
0.72x0.07 ab 1.74£0.05 ¢
1.16+006 b 1.61+0.175
1.17+£022 b 1.52+022 be
1.09+0.185 082+0.104a
138+ 008¢ 144:010b
066+0.17a 1200125
099+0.185h 1210178
059+0.17a 1.34+0.00b
1.38+0.14¢ 1.51 £0.11 be
1.01+£020b 1.13+0.10 4
1.14+003 b 1.59+0.21 be
1.06+0.17b 1.57+0.13 be
1.18+0.08 5 1.07+£0.16 b
1.08+0245b 1.83+0.13¢
1.14£0.18 5 1.75+£0.11 ¢

Linalool

7 Dias
005+00ta
013+0015b
0.17+0.035
0.15£0.025
0.14+0025b
0160024
0.05+001 a
021+£001 ¢
0.19+0025
0,12+001 5
0.17+0015
012+£001 5
010+ 0015
0.18+009h
0.15+002b
0.14+0.105
0.18+0.025
016001 b

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<.0.03).

14 Dias
015+0054a
0200055
029+0.07 ¢
0220075

0.17 £ 0.08 ab
0.15£0.01 ab
0.18+0.04 ab
0.18 £0.03 ab
0260065
027+00558
0.15+0.05 ab
021 +0065b
028+0025
033+£017d
020+0.14 ab
026+009¢
0.23+0.08 b
024+£0.15h

Mentona

7 Dias
0.69+0104a
1.26+0.08 b
1.73+026¢
1460165
1.66£0.29¢
1.79+0.06 ¢
1.35+0.095b
134007 b

044+0.13ab
1.71£035¢
1.06+0.16 b
1.55+0.15 b
1.40+£0.095
1.50+£022b
131+0455H
1.53+0.06b
1.48+0.15h
1.56+021 6

14 Dias
061+009a
138+016h
1.65+0.13b
1670105
142+£009b
1.75+0.14 b
1.00+0.04 ab
147+0.14b6
152+0.10b
1.33+0.14 5
1.24+0.05b
1.55+£0.1958
1.10+0.03 ab
137+0.16b6
1.57£0.11b
1510075
1.64+£0.10b
2.12+025d
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4.3.2.1. Efecto del tratamiento con SA sobre la densidad de tricomas glandulares

peltados v capitadoes en plantas de M. piperita inoculadas con rizobacterias.

El niimero de tricomas glandulares peltados, fue significativamente mayor en hojas

de plantas esprayadas con SA. Por lo que podria considerarse que mencionada fitohormona
también se encuentra involucrada en la regulacion de la formacion de tricomas glandulares
peltados en plantas de M. piperita.

Si bien el aumento en la densidad de este tipo estructuras secretoras de AE, fue
observado tanto a los 7 como a los 14 dias posteriores a la aplicacion de SA; el mayor
incremento fue registrado a los 7 dias, en ambas caras de la hoja. A este tiempo, en la
superficie adaxial de hojas de plantas tratadas con SA 2 mM e inoculadas con
rizobacterias, se observo la mayor densidad de estas estructuras; en las mismas el nimero
de tricomas/mm? fue 2.5 veces superior que en plantas control (p<0.05).

Efectos del tratamiento con SA sobre la densidad de tricomas ha sido poco
reportado. Sin embargo y en contraposicion a los resultados reportados en este trabajo,
plantas de Arabidopsis expuestas a SA exogeno presentaron un nimero de tricomas menor

sobre la cara adaxial que plantas control (Traw y Bergelson, 2003).

H W & W o 9 =

N° de Tricomas Glandulares
Peltados/mm?

@ 7 Dias @14 Dias

Fig. 4.3.5. Densidad (N°/mm2) de tricomas glandulares peltados sobre la cara adaxial de hojas de plantas
de M. piperita inoculadas con rizobacterias y/o tratadas con SA 1 o 2. Letras distintas indican diferencias
significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.05).
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Fig. 4.3.6. Densidad (N°/mm2) de tricomas glandulares peltados sobre la cara abaxial de hojas de plantas
de M. piperita inoculadas con rizobacterias y/o tratadas con SA 1 o 2 mM. Letras distintas indican
diferencias significativas de acuerdo ol test estadistico utilizado (p<0.05).
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Tabla. 4.3.3. Densidad (N°/mm?) de tricomas glandulares capitados sobre las caras adaxial y abaxial de hojas de plantas de M. piperita

inoculadas con rizobacterias y/o tratadas con SA 1 o 2 mM.

7 Dias
251+023a
2.10+£031a
1.55+ 027 a
2080284
4824072
268+054a
3.54+0.47 ab
24540324
22240334
20140554
24210764
292+£048a
5.25+0.88 ¢
6.10+033d
5.52+0.94 ¢
091+0494
251+054b
21440424

14 Dias
2.20 +0.26 ab
286+0.17 ab

09140204

1.75+041a
2.22+0.74 ab
2.19+0.32 ab
2.14 +0.74 ab
4.63+0805b
7.08+0.79 ¢

438+0.58b

5.19+0.66 b

530+081h
6.82 + 1.00 be
455+082b

883+067d

8.83+067d
519+ 065b

4.14+0.66 b

Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test estadistico utilizado (p<0.03).

7 Dias
10.05 + 0.66 ¢
670+ 051 b
8.74 + 0.80 be
571+£095b
8.95 + 0.49 bc
6.65+0295
638+0.74 b
558+056h
089+0244
584+056h
745+ 134 be
1.06 +039a
1209+ 124 ¢
438+ 1465
772+063 b
231+0.19a
2.99+0.88a

1157+ 1.58 ¢

14 Dias
387+0.16a
454+0.13b
442+0.15b
442+017b
4.69+022b
4944023 b
5.43 £ 0.27 be
455+027b
5.11+0.51bc
6.58+036¢
446+031b
6.03 = 0.66 ¢
5.84+021bc
494+020b
1096+ 1.07d
501+052b
7:60 £ 0.77 cd
4810495
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4.3.3. Efecto de la inoculacion de cepas PGPR v 1a aplicacion de exogena de SA sobre

el contenido de compuestos fenélicos en plantas de M. piperita.

En el presente trabajo, la concentracion de compuestos fenolicos fue, en general,
significativamente mayor en hojas de plantas tratadas con SA, previamente inoculadas con
cepas PGPR. Los tratamientos por separado, también, produjeron un notable aumento de la
biosintesis de esta clase de metabolitos secundarios. En general, el contenido de
compuestos fenolicos fue mayor a los 14 que a los 7 dias posteriores a la aplicacion de
mencionada fitohormona.

La mayor concentracion de fenoles totales, a los dos tiempos evaluados, fue
observada en plantas inoculadas con rizobacterias y tratadas con SA 2 mM; siendo esta dos
veces superior que la registrada en plantas control (p<0.05). Se observo que la
concentracion de compuestos fendlicos en hojas fue levemente superior en plantas solo
tratadas con SA que en plantas inoculadas.

Por lo expuesto anteriormente podria sugerirse que tanto la inoculacion con
rizobacterias como el tratamiento con SA incrementan la biosintesis de compuestos
fenolicos en hojas de M. piperita. Ademas, podria advertirse que la combinacion de ambos
tratamientos tiene un efecto sinérgico sobre la produccion de esta clase de metabolitos
secundarios. Lo que haria concluir que las rizobacterias son capaces de incrementar la
produccion de compuestos fenodlicos a través de la activacion de vias de traduccion de
sefiales que involucran la participacion del JAy SA.

En relacion a los resultados obtenidos Gadzovska y col., (2012) reportaron que el
tratamiento con SA incrementé el contenido de compuestos fenolicos y la actividad de las
enzimas PAL y chalcona sintasa en cultivos celulares de Hypericum perforatum, una
planta aromatica. En plantas de maiz, tratadas con SA, también se observo, un significativo

incremento en el contenido de compuestos fenolicos (Latif ef al., 2015).
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Fig. 4.3.7. Contenido de compuestos fenolicos en hojas de plantas de M. piperita inoculadas y co-inoculadas
con cepas PGPR y/o tratadas con SA, Letras distintas indican diferencias significativas de acuerdo al test

estadistico utilizado (p<0,05).
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5. CONCLUSIONES

5.1. SECCION I: INTERACCION PLANTA ARQOMATICA - PGPR

'8l La inoculacion de las cepas PGPR P. simiae WCS417r, P. putida 8104, B. subtilis GB03 o
la co-inoculacion de B. subtilis GBO3 y P. putida SJ04 o de P. simiae WCS417ry P. putida

SJ04 produce un efecto positivo sobre el crecimiento y desarrollo de plantas de M. piperita.
I En la planta estudiada, la magnitud de los incrementos en los diferentes parametros de
crecimiento, varia dependiendo la cepa inoculada o la combinacion de rizobacterias co-
inoculadas.

%/ La inoculacion conjunta de WCS417r y SJ04 o de GBO03 y SJ04 no tuvo efectos sinérgicos
sobre la promocioén del desarrollo vegetal.

"M El tratamiento con rizobacterias produce un incremento de la concentracion de clorofila
total y de las clorofilas “a”y “b”.

U8l Las hojas de plantas inoculadas y co-inoculadas presentaron un nimero de estomas
superior que las de plantas control.

'l La inoculacién y co-inoculacion de plantas de M. piperita con cepas PGPR produce un
aumento en el contenido total de AE, en la concentracion de los compuestos mayoritarios y en
el niimero de estructuras secretoras de los mismos.

I La co-inoculacion de P. simiae WCS417ry P. putida SJ04 tuvo efectos sinérgicos sobre la
biosintesis de monoterpenos.

Il El efecto en la promocion del crecimiento y en el rendimiento total de AE por una
determinada cepa o por los metabolitos emitidos por la misma, no presenta el mismo efecto o
el mismo grado de respuesta en M. piperita 'y en otras plantas aromaticas, determinando que la
respuesta es especie-especifica.

'W/La inoculacién y co-inoculacion de rizobacterias incrementd la emisiéon total de
monoterpenos e indujo un aumento en la tasa de emision de mentona, mentol y pulegona.

Il Las PGPR inoculadas modulan la actividad de la enzima fenil alanina amonio liasa (PAL),
lo que en consecuencia, produce un aumento del contenido de fenoles totales en la parte aérea
de la planta en estudio.

I El incremento en el contenido total de AE, en la concentraciéon y emision de determinados
monoterpenos y de fenoles totales, en adicion al aumento de la actividad de la enzima PAL,
reflejan la capacidad de estas bacterias de inducir mecanismos de defensa en plantas de M.
piperita.

N B. subtilis GBO3 y P. putida S]04 pueden co-existir en la rizésfera de plantas de M.

piperita. El N° de UFC inoculadas de estas cepas se mantiene constante hasta los 30 dias
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posteriores a la inoculacién. En contraste, P. simige WCS417r aparentemente no logra
adaptarse a los exudados radicales de esta especie aromatica, por lo que el N° de UFC de esta
cepa comienza a descender progresivamente desde el momento de la inoculacion hasta los 30
dias posteriores.

Ml La inoculacion de plantas aromaticas con rizobacterias es una alternativa biotecnoldgica
interesante, ya que permite incrementar la produccion de biomasa y de diversos metabolitos

secundarios de importancia, sin efectos negativos para el medio ambiente.
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Tabla 5.1. Resumén de los efectos de las PGPR sobre diferentes pardametros ¢n plantas de M. piperita.

5.2. SECCION II: INTERACCION PLANTA AROMATICA-PGPR-MeJA

¥l El MeJ A produce una inhibicion del crecimiento vegetal y contrarresta los mecanismos de
promocion del crecimiento desencadenados por la inoculacion de cepas PGPR, en plantas de
M. piperita.

¥l La aplicacion exodgena de MeJA produce un aumento en el contenido de AE y en la
concentracion de los monoterpenos mayoritarios en plantas de M. piperita. Por lo que el
derivado metilado del JA desencadena la activacion de respuestas de defensa en la planta en
estudio, que involucran la estimulacion de la biosintesis de terpenoides.

I8 La aplicacion exogena de MeJA produce un aumento en la densidad de tricomas
glandulares peltados en plantas de M. piperita.

"8l El MeJA también indujo la sintesis de compuestos fenélicos, otro importante grupo de
metabolitos secundarios.

Ml Los cambios registrados en la densidad de tricomas glandulares, contenido de compuestos
fendlicos y monoterpenos en plantas inoculadas con rizobacterias y tratadas con MelJA,
sugieren que las bacterias del suelo en combinacion con el derivado metilado de JA, aplicado
a determinadas concentraciones, producen un efecto sinérgico sobre la ontogenia de tricomas
glandulares y la biosintesis de metabolitos secundarios derivados de diferentes vias

metabolicas.
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8/ Si bien la aplicacién exogena de MeJA en combinacion con la inoculacién de rizobacterias

incrementa significativamente la sintesis de productos del metabolismo secundario; el
derivado metilado del JA inhibe el crecimiento vegetal. Por lo cual la inoculacion de
rizobacterias y el posterior tratamiento con MeJA, no resulta una estrategia biotecnolégica

interesante.

gl IRy 0 =% AE Mentol Tricomas Fenoles
Control 3 n {!
~ PGPR » déd Qoo EE 55
MeJAlm ¢ ¢ aaa TE e
MelA 1 mM + PGPR ¢ a FrE a3
MeJA 2 mM 49 & [@ ]| BEE 515
MeJA 2 mM + PGPR EENENN|=|s/a/«0mm | | | aad
MedA 4 mM dddd OO EEE SIS
 MeJA 4 mM + PGPR ¢ 2 EEEE -

Tabla 5.2. Resumén de los efectos de la inoculacién con rizobacterias y el tratamiento con MeJA sobre diferentes
parametros en plantas de M. piperita.

5.3. SECCION III: INTERACCION PLANTA AROMATI!;A—PGPRﬁA

I El SA produce un aumento del crecimiento vegetal y no afecta los mecanismos de
promocion del crecimiento desencadenados por la inoculacion de cepas PGPR, en plantas de
M. piperita.

I No existe un sinergismo entre mencionada fitohormona y las PGPR en la induccion de la
promocion del crecimiento vegetal en la planta en estudio.

W El SA y el MeJA tienen diferentes efectos sobre las vias de traduccion de sefales que
regulan el crecimiento vegetal.

U8 El tratamiento con SA estimula la biosintesis de AE en M. piperita, pero en un grado
menor que el derivado metilado del JA.

I/ No existe un sinergismo entre las rizobacterias y el SA en la induccion de la sintesis de
terpenoides, en la planta en estudio.

IHL EL SA, al igual que el MeJA, esta involucrado en la ontogenia de tricomas glandulares
peltados en M. piperita.

W La sintesis de compuestos fenolicos es inducida por el tratamiento con SA.

I El tratamiento conjunto de inoculacion con cepas PGPR y aplicacion exogena de SA no
resulta una estrategia biotecnologica interesante, ya que no se observa un sinergismo entre
ambos tratamientos sobre la promocion del crecimiento vegetal y la biosintesis de metabolitos

secundarios en la planta aromatica en estudio.
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Tabla 5.3. Resumén de los efectos de la invculacion con rizobacterias y el tratamiento con SA sobre diferentes
parametros en plantas de M. piperita.

A
/A"

5.4. INTEGRACION

Con el objetivo de realizar un resumen de la informacion presentada en el presente
trabajo, presentamos un Analisis Clister, conocido comunmente como Analisis de
Conglomerados, ya que es una técnica estadistica multivariante que nos permite clasificar
objetos formando grupos/conglomerados (cluster) que sean lo mas homogéneos posible
dentro de si mismos y heterogéneos entre si.

Para realizar dicho analisis se seleccionaron solo las variables mas relevantes que
caracterizaron los distintos tratamientos evaluados (contenido total de AE, contenido total de
terpenos mayoritarios, contenido de fenoles totales, peso fresco de la parte aérea, longitud del
tallo, nimero de tricomas peltados y capitados cara abaxial y adaxial).

Al analizar el dendograma podemos concluir que:

Wl Los tratamientos de inoculacién y co-inoculacion se diferenciaron claramente del control y
del resto de los tratamientos evaluados. A su vez, presentaron mucha homogeneidad entre
ellos, ya que se agruparon a baja distancia.

Il Interesante: los tratamientos con hormonas se agruparon diferencialmente: un grupo o
cluster estuvo formado por las plantas tratadas con MeJA, mientras que el otro grupo lo
formaron las plantas expuestas a SA. En ambos casos esto fue independiente de la inoculacion
o co-inoculacion bacteriana realizada previamente.

Il Plantas solo tratadas con rizobacterias se diferenciaron de las que ademas fueron
expuestas a SA o MeJA exdgeno. A su vez el comportamiento fue diferencial dependiendo de
la hormona aplicada: MeJA ejerce un tipo de efecto y SA otro; por eso se forman cluster
diferentes.

Considerando los datos presentados a lo largo del presente manuscrito, como
aplicacion biotecnoldgica podriamos sugerir que la inoculacion con cepas PGPR seria el
tratamiento recomendado para mejorar el cultivo de la planta aromatica en estudio, tanto la

produccion de sus metabolitos secundarios como de biomasa.
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Cabe destacar que los resultados expuestos en el presente manuscrito corresponden a

ensayos realizados bajo condiciones ambientales controladas, es necesario realizar ensayos a

campo para corroborar estos resultados y asi en un futuro transferir estos conocimientos a los
productores de plantas aromaticas.

Promedio (Average Mnkage)
Orstencis (Eucloes
inoculadas + SA

Co-inoculadas + SA

SA — |
inoculadas + MeJA ——

|
MeJA

|
Co-inoculadas + MeJA

——
Control
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Co-noculadas —k

000

05 25
Fig. 5.1. Anilisis de conglomerados
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Anexo I: Medios de Cultivo y Soluciones de Ti raba#

ANEXO I: MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES DE TRABAJO

Medio para riego
Medio Hoagland (Hoagland y Arnon, 1938)

CaCl2 IM I ml
KCl 1M 1 ml
MgSO4 IM 400 pl
KH2PO4 IM 200 ul
FeCl3 IM 200 pl
KNOs IM 500 ul

Solucion de Micronutrientes 200 pl
Agua Destilada c.s.p. 1000 ml

Solucion de Micronutrientes

H3BOs 283 mg
MnClz 181 mg
ZnCl2 0 ZnSOs 11 mg
CuSO4 5 mg
Na2S04 2.5mg

Agua Destilada  c.s.p. 100 ml

Medio de cultivo para microorganismos
Medio Luria Bertani (I.B) (Luria y Burrous, 1955)

NaCl 5g

Extracto de L.evadura 5g

Tripteina 10 g

Agua Destilada c.s.p. 1000 ml
Agar 15g
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Buffer de extraccion de proteinas (PAL)

KH2PO4 68¢g
K2HPO4 87¢
EDTA 037¢

Agua Destilada 1000 ml

Solucion de L-fenilalanina 6 uM - Tris HC1 0.5 M (PAL
Buffer Tris HCI pH: 8: Tris Base 6.057 g

L-Fenilalanina 0.05 mg (en 50 ml de buffer Tris-HCI)
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Anexo II: Curvas de Calibracic*

ANEXO II: CURVAS DE CALIBRACION

& Curva de calibracion dcido gilico (Fenoles Totales)
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Anexo III: Determinacion de la Resistencia o Susceptibilidad a Antibio'tic*

ANEXO I11: DETERMINACION DE LA RESISTENCIA O S EPTIBILIDAD
ANTIBIOTICOS

I Medio LB suplementado con cloranfenicol (cm) 100 ug/ml: crece P. putida SJ04 pero no
B. subtilis GB03.

Fig. III. 1. Medio LB suplementado con Cm 100 pg/ml.

N Medio LB suplementado con polimixina (pol) 15 ug/ml: crece B. subtilis GBO3 pero se
ve inhibido el desarrollo de P. putida S104.

Fig. I11.2. Medio LB suplementado con Pol 15 pg/ml.
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Anexo III: Determinacion de la Resistencia o Suscepftibilidad a Antibio’tic*

M Medio LB suplementado con cloranfenicol (Cm) 120 ug/ml: se observa crecimiento de

P. putida SJ04 pero no de P. simiae WCS417r.

Fig. IIl.3. Medio LB suplementado con Cm 120
pg/ml

W Medio LB suplementado con kanamicina (Km) 150 ug/ml: crece P. simiae WCS417r

pero no P. putida SJ04.
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