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Resumen

Los Benzoxazinoides (Bx) son compuestos quimicos derivados de acidos hidroxamicos, conpro-
piedades aleloquimicas y antimicrobianas. En este estudio se reporta el efecto de Azopirillum bra-
silense sobre la produccidn de Bx en plantulas de trigo. El analisis por Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (CG/EM) de extractos de plantulas de cuatro dias de germi-
nacion, identificé a la benzoxazolinona 6-metoxi-2-benzoxazolinona (MBOA). El metabolito se acu-
muld mas en follaje que en raiz, en condiciones naturales. En follaje, su acumulacién fue mayor 24
h después de la inoculacién con A. brasilense, y en respuesta a la concentracion de indculo. El cre-
cimiento de la bacteria en presencia de MBOA disminuyo ligeramente su crecimiento. Se discute la
posible funcion de MBOA en relacién a su papel durante la interaccion de la bacteria con la plan-
tula de trigo.

Palabras clave: Benzoxazinoides, Aleloquimico, Cromatografia de gases, Cromatografia en placa
fina.

Abstract

Benzoxazinoids (Bx) are chemical compounds derived from hydroxamic acids with allelochemi-
cal and antimicrobial properties. In this study, the effect of Azospirillum brasilense on Bx produc-
tion inwheat seedlings is reported. The benzoxazolinone 6-methoxybenzoxazolin-2-one (MBOA)
was identified in extracts of seedlings, four days after germination, by GC/MS analysis. In natural
conditions, the metabolite was higher accumulated in foliage than in root. In foliage, their accu-
mulation increased 24 h after inoculation with A. brasilense, and in response to inoculum con-
centration. The grown of the bacterium in presence of MBOA slightly decreased its growth. The
probable function of MBOA in relation with its role during the interaction of the bacteria
withwheat saddling is discussed.
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Introduccion

Los estudios sobre cambios globales en el meta-
bolismo (metaboloma) son importantes para com-
prender los detalles moleculares de la interaccién en-
tre rizobacterias que promueven el crecimiento ve-
getal (RPCV) y las plantas (Alberton et al., 2020). Las
RPCV colonizan las raices de una gran diversidad de
plantas, y como resultado modulan sus rutas meta-
bdlicas (Ramamoorthy et al., 2001; Jourdan et al.,
2008). En consecuencia, modifican los perfiles del
metabolismo primario y secundario en las raices, los
brotes y en la savia del xilema (Osbourn et al., 2003;
Mishraet al., 2006; Walker et al., 2011; Chamam et
al., 2013; Rozier et al., 2016; Lade et al., 2018).

Azospirillum es una de las RPCV mas estudiadas
debido a su capacidad para mejorar la productividad
de diferentes especies vegetales de interés econo-
mico (Bashan et al., 2004). El establecimiento de
Azospirillum en las raices de las plantas es un paso
critico en la promocidn del crecimiento vegetal
(Okon y Kapulnik, 1986; Bashan et al., 2004). Esta ri-
zobacteria se localiza en la rizdsfera y coloniza la su-
perficie de las raices de las plantas, sin embargo, al-
gunas cepas tienen la capacidad para colonizar el in-
terior de la raiz (Patriquin et al., 1983; Baldani et al.,
1986; Dboabereiner et al., 1995). Asimismo, puede co-
lonizar diferentes zonas de la raiz, incluyendo las rai-
ces laterales y los pelos de la raiz (Vande-Broek et al.,
1993). Ademas, la inoculacién con Azospirillum altera
el metabolismo vegetal, resultando en cambios en la
produccién de metabolitos secundarios (Chamam et
al., 2013).

A. brasilense es la especie mas utilizada para me-
jorar el crecimiento vegetal, y la produccién de gra-
nos en cereales (Cassan et al., 2016). Por ejemplo, la
inoculacidn de A. brasilense en semillas de trigo in-
crementa la produccién de granos entre 6.1 %y 18 %
(Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia, 2009; Hungria et
al., 2010).

Los Benzoxazinoides (Bx) son metabolitos secun-
darios sintetizados por miembros de la familia Poa-
ceae, la cual incluye al trigo, el maizy el arroz. Ade-
mas, son considerados como moléculas de defensa.
Estos compuestos, modifican su concentracidn en
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respuesta a la inoculacién con cepas de Azospirillum
(Park et al., 2004; Walker et al., 2011).

Los Bx son compuestos hydroxamicos que contie-
nen un grupo quimico hidroxilamino unido a un acido
carboxilico. Se han aislado de trigo y de maiz
(Wahlroos y Virtanen, 1959) y, ademas de su activi-
dad como compuestos de defensa, tienen activida-
des alelopaticas (compuestos quimicos que influyen
en el crecimiento, supervivencia o reproduccién de
otros organismos; Singh et al., 2009), fungicidas
(Martyniuk et al., 2006), insecticidas (Escobar et al.,
1999) y mutagénicas (Hashimoto y Shudo, 1996). Su
modo de accién se atribuye a la formacién de un en-
lace N-covalente con aminoacidos y acidos nucleicos
(Hashimoto y Shudo, 1996). Su produccion es alta du-
rante la germinacion, con concentraciones fungistati-
cas presentes en tejido de hoja, lo que sugiere que
estos compuestos contribuyen activamente a la de-
fensa durante la edad temprana de la plantula (Co-
paja et al., 1999). Ademas, su concentracidn también
se incrementa después del ataque por patégenosy
en respuesta a compuestos que estimulan la defensa,
por lo que son considerados como fitoalexinas (Oi-
kawa et al., 2001, 2004).

Los Bx agrupan a las benzoxazolinonas, tales
como la 6-metoxi-2-benzoxazolinona (MBOA); a los
acidos hidroxamicos, que incluyen a los compuestos
2,4-dihidroxi-1,4- benzoxazin-3-ona (DIBOA), 2,4-
dihydroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona (DIMBOA),
sus correspondientes glucésidos (DIBOA-Glu y DIM-
BOA-GIlu) y lactamicos tales como 2-hidroxi-1,4-ben-
zoxazin-3-ona (HBOA) (Hanhineva et al., 2011). Los
acidos hidroxamicos se acumulan en las plantas en
forma de B-glucdsidos. En los cereales, se encuen-
tran principalmente en la raiz y las hojas (Villagrasa
et al., 2006).

En trigo, la aglucona (forma quimica no glucosi-
lada) mas abundante es el DIMBOA (Nakagawa et al.,
1995) y cuando la raiz la exuda se convierte rapida-
mente en MBOA, la cual es mas resistente a la degra-
dacién (Macias et al., 2004). Actualmente se desco-
noce el efecto de la inoculacién de plantulas de trigo
con A. brasilense sobre la acumulacion de Bx.

En este estudio se analizé el efecto de diferentes
concentraciones de indculo y el tiempo deexposicion
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de A. brasilense sobre la produccién de Bx en plantu-
las de trigo, asi como su efecto sobre el crecimiento
de la rizobacteria.

Material y métodos

Para el estudio se utilizaron semillas de trigo (Tri-
ticum aestivum L.) del cultivar Nana F2007, donadas
por el Dr. Mario Gonzdlez Chavira, del Instituto Na-
cional delnvestigaciones Forestales, Agricolas y Pe-
cuarias (INIFAP), Campus Celaya, México.

La cepa de Azospirillum brasilense Sp245 (Baldani
et al., 1986) fue donada porla Dra. Gladys Alexandre,
de la Universidad de Tennessee, USA. La bacteria se
mantuvo enmedio Luria-Bertani (LB) con 10 g L de
triptona, 5 g L' de extracto de levadura, 5 g L de
NaCl, 0.186 g L™ de MgS04, 0.277 g L* de CaCl,y 15 g
L' de agar.

Para la preparacion del indculo, las bacterias se
crecieron en 50 mL de medio LB liquido durante 20 h
(fase exponencial), a 27°C, con agitacidn constante
[(100 revoluciones por minuto [rpm]) (Labnet 211DS,
Edison, NJ, U.S.A.). El cultivo se lavd dos veces con
una solucion de NaCl al 0.9 % y se centrifugd a 4300
rpm, durante 10 min (Terlab, Zapopan, Jal, México).
Las células se resuspendieron en 1 mL de buffer de
MgS0,4 0.01 M, y se ajustaron a la concentracion final
deseada por conteo de Unidades Formadoras de Co-
lonias (UFC) por mL.

El compuesto 6-methoxy-2-benzoxazolinone (Cat.
543541) se adquirié comercialmente de la empresa
Sigma-Aldrich (St. Lous, MO, U.S.A.).

Germinacion de las semillas y tratamientos

Las semillas se lavaron con una solucién de dode-
cil sulfato de sodio (SDS) al 1 %, en agitacién durante
3 min. Posteriormente, se desinfectaron con una so-
lucién de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% durante
5 min, en agitacidn constante. Se lavaron 4 veces con
agua destilada estéril (ADE) y se germinaron en cajas
Petri, cubiertas con papel filtro humedecido con ADE,
durante un periodo de 3 a 4 dias, a 28°C, en obscuri-
dad.

Para los tratamientos, cinco plantulas de tres dias
de germinacion se transfirieron a matraces de 100
mL, conteniendo 10 mL de diferentes concentracio-
nes de inoculo (1 y 3x108 UFC/mL). El inéculo se pre-
pard diluyendo la cantidad deseada de bacterias en

ADE. Los controles se trataron de la misma forma, sin
la adicidn de bacterias. Las plantulas se colocaron en
los matraces de tal manera que solo las raices de las
plantas estuvieron en contacto con el inéculo. La in-
teraccidn de la raiz con la rizobacteria se incubé a di-
ferentes tiempos (24 y 48 h), y posteriormente se
realizo la extracciéon de Bx.

Extraccidon y analisis de Bx

Para la extraccidon de los Bx, el tejido vegetal se
macerd en un mortero con 1 mL de ADE. El macerado
se transfirié a un tubo de 1.5 mL, se agitd en vortex
durante 30 s, y se centrifugd a 12,000 rpm durante 5
minutos. El sobrenadante se transfirid a un tubo
nuevo. Se realizé una extraccion con dietil éter
[(C2Hs)20] (1:1 v/v) por agitacion durante 30 s. y se
centrifugd a 12,000 rpm, durante 5 minutos. Se retird
la fraccion organica de [(C;H5),0], se colocd en un
tubo de 1.5 mL y el solvente se evapord en un Ter-
momixer a 602C.

Para la identificacion de los compuestos, el ex-
tracto se disolvié en (C,Hs),0 y se sometid a un ana-
lisis por cromatografia de gases acoplado a espectro-
metria de masa (CG/EM) (Hewelett Packard 5890 Se-
ries I, Palo Alto, CA, U.S.A.). Se utilizd una columna
capilar de silica con 5 % de fenilmetil silicona
[(C7h80si)N] (HP-1, Hewlett Packard, Wilmington,
DE, U.S.A.). Las condiciones de corrida fueron: helio a
15 psig (libras por pulgada cuadrada de calibre), con
un programa de temperatura de 45°C (3 min) a
300°C (1 min)at 10°C/min. Los resultados se analiza-
ron en la libreria de espectros de masas del software
Xcalibur™ 2.2 de Thermo Scientific (Waltham, MA,
U.S.A.).

Para la identificacion de Bx por cromatografia en
placa fina (CPF), el extracto se re-suspendié en 50 pl
de acetato de etilo (C4HsO3) y se aplicd en una placa
fina. La cromatografia se desarrollé en un sistema de
solventes compuesto por 10 mL de metanol y 90 mL
de cloroformo (CHCls) (1:9 v/v). La placa se reveld
por aspersién con una mezcla de cloruro férrico
(FeCls) al 5% en etanol al 95%. Los Bx se localizaron
por la presencia de manchas de color azul violeta
(Baker and Smith, 1977).

Para la cuantificacién, se raspd cuidadosamente la
zona de ubicacién del MBOA en la placafina sin reve-
lary se eluyé con 1 mL de metanol (CH3OH). Se cen-
trifugd y el sobrenadante se analizéa 264 nm en un
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Figura 1. Analisis por cromatografia de gases (A), e identificacion del benzoxazinoide 6- metoxi-2-benzoxazolinona
(MBOA) por espectrometria de masas (B).

espectrofotdmetro, longitud de onda UV absorbida
por el compuesto (Nakagawa et al., 1995).

Para analizar la liberacion por hidrdlisis de MBOA
del precursor glucosilado, el macerado acuoso inicial
se incubo a diferentes tiempos (0, 1 y 1.5 h) para per-
mitir la hidrélisis y posteriormente se realizd su ex-
traccion.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron tres veces,
con una n =3 por lote. Los datos se reportan como
la media de cada lote experimental. Los analisis del
efecto del MBOA sobre el crecimiento de la bacteria
fueron realizados con una n = 10. Los datos se repor-
tan con media + DE en cada lote. A estos se les
realizd un analisis de varianza (ANOVA) (p = 0.05),
utilizando el programa STATISTICA 13.3
(http://www.statsoft.com) (StatSoft, Inc., OK, U.S.A).
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Resultados

Identificacidn de Bx

Un extracto inicial se sometié a analisis por
CG/EM. Un pico con un tiempo de retencion de 11.41
min (Figura 1A), se identificd como la benzoxazo-
linona 6-metoxi-2-benzoxazolinona (MBOA) (Figura
1B). Sin embargo, por razones desconocidas, no se
identificaron otros Bx reportados para la planta.

Localizaciéon y produccion MBOA

Se analizé la acumulacion natural de MBOA por
cromatografia en placa fina en dos tejidos de la plan-
tula: raiz y follaje. Se observé la acumulacién del me-
tabolito en ambos tejidos, sin embargo, por la inten-
sidad de la zona revelada en la placa, la cantidad fue
diferente en los dos tejidos. Su acumulacién fue ma-
yor en el tejido de follaje, en relacion a la raiz (Figura
2A).
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MBOA -

Raiz

Follaje

Figura 2. Produccion de MBOA en diferentes tejidos de plantulas de trigo (A) y después de la incubacién del extracto
acuoso a diferentes tiempos (B). El andlisis se realizé por cromatografia en placa fina.

Los Bx se acumulan formando complejos con glu-
cosa, los cuales son solubles en agua. En respuesta a
la infeccion, la glucosa se separa por hidrdlisis enzi-
matica y se libera la aglucona (Walker et al., 2010).
Se analizd la acumulacion de MBOA por hidrdlisis del
precursor glucosilado. El analisis por CPF mostré que
la cantidad de MBOA se incrementd en raiz y follaje,
en relacion con el tiempo de incubacién del extracto
(hidrdlisis; Figura 2B). Lo anterior sugiere que su acu-
mulacién estd relacionada con la liberacién de la glu-
cona de la forma glucosilada en relacion con el
tiempo de hidrdlisis.

A. brasilense estimula la acumulacién de MBOA
Para analizar la acumulacion de MBOA en res-
puesta a la inoculacidn con A. brasilense, las plantu-
las de trigo se inocularon, y se incubaron a diferentes

tiempos (24 y 48 h).

La acumulacién de MBOA disminuyd en la raiz,
pero incrementod en follaje 24 h después dela inocu-
lacién. Se observd la misma tendencia en su acumu-
lacién en la raiz 48 h después de la inoculacién (Figu-
ras 3A-C).
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La concentracidén de bacteria incrementa la acu-
mulacién de MBOA

Se realizd un experimento para analizar el efecto
de la concentracién de indculo sobre la acumula-
cién de MBOA con dos concentraciones de bacteria,
1y 3 x10° UFC/mL. En ambos tejidos, raiz y follaje, se
observo un incremento en la acumulacion de MBOA,
y el incremento correlaciond con la concentracion de
inéculo. La concentracién mas alta de bacteria acu-
muld la mayor cantidad del metabolito (Figuras 4A,
B).

Efecto del MBOA sobre el crecimiento de A. bra-
silense

Se realizd un experimento para analizar el efecto
de la adicion exdgena del MBOA, sobre el creci-
miento de A. brasilense. Para el ensayo se adquirié el
compuesto quimico comercial, y se adiciond al medio
de crecimiento de la bacteria en diferentes concen-
traciones (0, 25 y 50 pg/mL). Después de 24h de in-
cubacidn del cultivo, se cuantifico el crecimiento de
la bacteria por espectrofotometria. Con la concentra-
cién mas baja se observé un ligero incremento en el
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Figura 3. Efecto de la inoculacion de A. brasilense sobre la produccion de MBOA en plantulas de trigo. A. Analisis
por cromatografia en placa fina. B. Cuantificacion porespectrofotometria. Ab = Azospirillum brasilense.

crecimiento de la bacteria (aprox. 2 %) y con la con-
centracién mas alta el crecimiento mostré una noto-
ria disminucidon (18%) (Figura 5). Los resultados su-
gieren que el MBOA puede afectar el crecimiento de
A. brasilense dependiendo de la concentracion utili-
zada.
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Se ha reportado que la concentracion de Bx es
mas alta en plantulas jovenes, de pocos dias de ger-
minacion y decrece gradualmente con la edad. Este
perfil de acumulacién sugiere que estan involucrados
en la defensa en edades tempranas de las plantas
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Figura 4. Efecto de la concentracion de indculo sobre la produccién de MBOA. A. Andlisispor cromatografia en placa
fina en diferentes tejidos. B. Cuantificacion por espectrofotometria.
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Figura 5. Crecimiento de A. brasilense en diferentes concentraciones de MBOA. Los datos representan la media + DE.
Las letras sobre las barras indican las diferencias entre los tratamientos de acuerdo al analisis de ANOVA (P = 0.05).

(Masayuki et al., 2021), lo que les permitiria crecer
en una condicién mas sana.

En este estudio, se identificd a la benzoxazinona
6-metoxi-2-benzoxazolinona (MBOA), un benzoxazi-
noide producido por plantulas de trigo. Este es un
derivado mas téxico que su precursor, el 4-O-
methyl-DIMBOA-GIc (HDMBOA) y resulta de la degra-
dacidn de esta glucona (Mazayuki et al., 2021).

Existen pocos reportes del efecto de rizobacterias
sobre la produccidn de Bx en cereales. Un estudio
describe la variacion en la produccién de Bx en maiz
inoculado con Azospirillum (Walker et al., 2012). En
nuestro estudio se reporta que la inoculacién de
plantulas de trigo con A. brasilense incrementa la
produccién de MBOA en el follaje, pero no en la raiz.
Probablemente como resultado de la estimulacién de
la Resistencia Sistémica Inducida (RSI), un fenomeno
de estimulacion de compuestos de defensa en la
planta promovido por rizobacterias. Este tipo de re-
sistencia se manifiesta en zonas alejadas del sitio de
colonizacién por la rizobacteria (van Loon et al.,
1998). Ademds, el incremento fue dependiente de la
concentracion del indculo, como lo mostré la intensi-
dad del compuesto analizado por CPF. La contribu-
cion del incremento de MBOA en follaje a la resisten-
cia de la plantula de trigo es desconocida hasta
ahora.

El MBOA, al igual que otros benzoxazinoides, es
secretado por las raices de los cereales hacia la rizés-
fera, lo cual altera a las comunidades bacterianas y
fungicas asociadas a la raiz, disminuyendo el creci-
miento vegetal, incrementado las defensas de la
planta,y suprimiendo la herbivoria. Lo anterior revela
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una funcion importante del MBOA, en la funcién de
la microbiota asociada a la raiz (Hu et al., 2018).

En adicidn, se ha reportado que el DIMBOA, el
principal benzoxazinoide exudado por la raiz de plan-
tulas de maiz, estimula la atraccion de la rizobacteria
benéfica Pseudomonas putida KT2440 hacia la raiz,
sugiriendo su importancia para el reclutamiento de
microorganismos benéficos por la planta (Neal et al.,
2012).

Si bien los Bx tienen propiedades antimicrobianas,
las bacterias benéficas parecen tolerar su produccién
por la planta. Lo anterior se demostrd en un ensayo
del crecimiento in vitro de bacteria P. putida KT2440
en presencia de diferentes concentraciones de DIM-
BOA. La bacteria crecié de manera similar al control a
una concentracion de DIMBOA de 0.5 mM. En con-
traste, el crecimiento de Agrobacterium tumefaciens,
otra bacteria de suelo, se afectd incluso a concen-
traciones menores. Al parecer la tolerancia se debid
a la capacidad para degradar el metabolito (Neal et
al., 2012). Si bien no existen reportes en la literatura
sobre el efecto de Bx en A. brasilense, es probable
que, al igual que en otras bacterias benéficas, tenga
la capacidad de tolerar ciertas concentraciones pro-
ducidas por la planta de trigo, lo cual podria favore-
cer la colonizacién de la raiz. Se requieren mas estu-
dios para analizar esta posibilidad. Estos resultados
contribuyen a comprender el mecanismo para esta-
blecer una relacién benéfica planta-rizobacteria.

Conclusiones

La inoculacion de la rizobacteria benéfica A. brasi-
lense estimula la acumulacion de MBOA en pldntulas
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de trigo. La rizobacteria es tolerante a diferentes
concentraciones del compuesto.
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