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EXCRECION DE RIBOFLAVINA POR BACTERIAS ASOCIADAS A PLANTAS EN
VIDA LIBRE Y EN RIZOSFERA

RESUMEN

La riboflavina o vitamina B, es esencial para los organismos ya que las
flavocoenzimas derivadas de ella, FAD (Flavina Adenina Dinucledtido) y
FMN (Flavina Mononucledtido), son los cofactores mds versdtiles
qguimicamente y estdn implicadas en una gran cantidad de procesos
metabdlicos, sin embargo, se conoce poco acerca de su participacion en
las interacciones planta-bacteria. Mediante cromatografia de capa fina se
analizaron sobrenadantes de diferentes especies de bacterias y se
determiné su capacidad para utilizar diversas fuentes de carbono
(glucosa, manitol, metanol o sacarosa) y nitrégeno (&cido glutdmico,
nitrafo de amonio o prolina), en la sintesis y excrecién de riboflavina;
concentraciones de hierro mayores a 10 pM disminuyen la excrecion.
Comparando exudados de Arabidopsis thaliana, Medicago fruncatula,
Oryzae sativa y Oryzae indica inoculados contra no inoculados se observd
riboflavina sélo en el primer caso, 1o que sugiere que estd relacionada con

la interaccién entre estos organismos.



I. INTRODUCCION

I.1. Importancia de la riboflavina

Gran parte de las bacterias rizosféricas la sintetizan y mutantes que la
sobreproducen colonizan mds las raices, comparadas con la cepa
silvestre. El lumicromo, producto de la degradacion de la riboflavina,
incrementa la respiracion radicular y estimula el desarrollo de la planta;
ambos compuestos estimulan receptores de quorum sensing en bacterias

asociadas a plantas.

La riboflavina o vitamina By, juega un papel importante en el metabolismo
de los seres vivos ya que es el componente central de las flavocoenzimas
FAD (Flavina Adenina Dinucleotido) y FMN (Flavina Mononucleotido), que
participan en reacciones de la degradacion oxidativa del piruvato,
metabolismo de dcidos grasos, en metabolismo de aminodcidos y en el
transporte de electrones. Ademds, participa en procesos como
percepcion de la luz (Briggs et al, 1999; Salomon et al, 2001; Vogl et al.
2007), fotoreparacion de DNA, ciclos circadianos y luminiscencia
bacteriana (Fischer et al. 2004). Como muchas ofras vitaminas, es fotoldbil
y tiene la propiedad de fluorescer en luz uv. Los vertebrados carecen de
las enzimas para sintetizarla, pero plantas y microorganismos lo hacen a
partir de GIP vy ribulosa 5 fosfato. Su estructura consiste en una cadena

lateral ribitil igada a un anillo aromdatico de isoaloxacina (fig. 1).



H—C—0H
I-I—I!I:—I:IH
é-HEDH

Fig. 1. Estructura de la riboflavina
1.2. Ruta de sintesis de la riboflavina

Debido a la complejidad de algunas reacciones, la ruta de biosintesis de la
riboflavina permanece sin ser entendida completamente, sin embargo, ha
sido revisada repetidamente. A continuacidn se presentan los principales

pasos de esta via (fig. 2).

El primer paso de la ruta ocurre cuando el anillo imidazol del GTP se abre
hidroliticamente convirtiéendolo a  5-amino-é-ribitilamino-2,4(1H,  3H)-
pirimidinediona. Esta reaccion es catalizada por GTP ciclohidrolasa Il (ver |
fig. 2). El producto, 2,5-diamino-é-ribosilamino-4(3H)-pirimidinediona  5-
fosfato (ver 2 fig. 2) es convertido a 5-amino-é-ribosilamino-2,4(1H, 3H)-
pirimidinediona 5-fosfato (ver 3 fig. 2). La secuencia de estas reacciones
varia en diferentes organismos. En levaduras y hongos, la reduccion
precede a la deaminacidon. Mds especificamente, el primer intermediario
2,5-diamino-é-ribosilamino-4(3H)-pirimidinediona (ver 2 fig. 2), es reducido y
después deaminado. En eubacterias y plantas, la deaminacién precede a
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la reduccion de la cadena lateral. El fosfato 5 de 5-amino-é-ribitilamino-2,4-
(TH, 3H)-pirimidinediona 5 fosfato no puede servir como sustrato para 6,7-
dimetil-8-ribitil lumazin sintasa (ver VI fig. 2), por lo tanto, el compuesto
debe ser desfosforilado previo a su conversidon. Aun se desconoce cOmo es
liberado el residuo fosfato en 5-amino-é-ribitlamino-2,4(1H, 3H)-
pirimidinediona 5 fosfato. Sin embargo, es claro que la desfosforilacion es
obligatoria para que ocurra la reaccion catalizada por 6,7-dimetil-8-ribifil
lumazin sintasa (ver VI fig. 2), por la cual ocurre la condensacion de 5-
amino-é-ribitlamino-2,4(1H, 3H)-pirimidinediona desfosforilado con  3,4-
dihidroxi-2-butanona 4 fosfato (ver 8 fig. 2) que es obtenido por una
compleja secuencia de rearreglo y eliminacion a partir de ribulosa 5-
fosfato (ver 7 fig. 2) que implica la pérdida del carbono 4 mediante un
rearreglo inframolecular, aungue hasta el momento este proceso solo se
conoce parcialmente. El paso final en la biosintesis de riboflavina involucra
una dismutacion muy inususal. De manera mads precisa, dos moléculas de
6,7-dimetil-8-ribitil lumazina (ver 9 fig. 2) infercambien una unidad de 4
carbonos, de esta manera una de ellas se fransforma en riboflavina y la
otra en 5-amino-é-ribitilamino-2,4(1H, 3H)-pirimidinediona (ver 6 fig. 2). La
reaccion es catalizada por riboflavina sintasa (ver IX fig. 2). El segundo
producto de la dismutacion es reciclado en la ruta biosintética como
sustrato para la lumazin sintasa. El anillo xileno de la riboflavina es generado
a partir de dos equivalentes molares del carbohidrato precursor, 3,4-
dihidroxi-2-butanona-4-fosfato (ver 8 fig. 2). Dado que solamente una
unidad de cuatro carbonos puede ser condensada con 5-amino-6-
ribitilamino-2,4-(1H, 3H)-pirimidinediona (ver 6 fig. 2) por lumazin sintasa, la
reaccion estequiométrica requiere que la unidad de cuatro carbonos sea
expuesta dos veces a la accidén catalitica de lumazin sintasa. De esta
manera, la mitad de Ias moléculas GTP llevan a cabo la ruta completa

hasta riboflavina (ver 10 fig. 2) en su primer paso. La otra mitad debe pasar



por, al menos, un ciclo adicional de consumo/regeneracion bajo la
influencia catalitica de lumazin sintasa vy riboflavina sintasa. De hecho, una
fraccion de moléculas de pirimidina completard varios ciclos mds de
consumo/regeneracion antes de alcanzar el nivel de riboflavina (Bacher et
al., 2000; Fischer & Bacher, 2008). La riboflavina es fosforilada para dar lugar
a Flavina Mononucledétido (FMN) por riboflavina cinasa (ver X fig. 2) y FMN
subsecuentemente es convertido a Flavina adenina dinucledtido (FAD) por
FAD sintetasa (ver Xl fig. 2).

Fig. 2. Ruta de sintesis de la riboflavina y flavocoenzimas. Enzimas: |:GTP
ciclohidrolasa II; II: 2,5-diamino-é-ribodilamino-4-(3H)-pirimidinona 5 fosfato
deaminasa; lll: 5-amino-é-ribosilamino-2,4-(1H, 3H)-pirimidinediona 5 fosfato
reductasa; IV: 2,5-diamino-é-ribodilamino-4-(3H)-pirimidinona 5 fosfato
reductasa; V: 2,5-diamino-é-ribitilamino-4-(3H)-pirimidinona 5  fosfato
deaminasa; VI: fosfatasa hipotética; VII: 3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato
sintasa; VIII: 6,7-dimetil-8-ribitil lumazin sintasa; IXriboflavina sintasa; X:
riboflavina cinasa; XI: FAD sintetasa. Intermediarios y precursores: 1: GIP; 2:
2,5-diamino-é-ribosilamino-4-(3)-pirimidinona 5 fosfato; 3.  5-amino-6-
ribosilamino-2,4-(1H, 3H)-pirimidinediona &5 fosfato; 4: 2,5-diamino-6-
ribitilamino-4-(3H)-pirimidinona 5 fosfato; 5: 5-amino-6-ribitilamino-2,4-(1H,
3H)-pirimidinediona 5 fosfato; 6: 5-amino-é-ribitilamino-2,4-(1H,  3H)-
pirimidinediona; 7: ribulosa 5 fosfato; 8: 3,4-dihidroxi-2-butanona 4 fosfato; 9:
6,7-dimetil-8-ribitil lumazina; 10: riboflavina; 11: FMN; 12: FAD (Fischer &
Bacher, 2008).






1.3. Interacciones entre plantas y bacterias rizosféricas

Simbiosis se refiere a cualquier asociacion que se establezca entre
organismos de distintas especies y de acuerdo al tipo de efecto que tienen
sobre éstos se puede dividir en tres tipos: comensalista, que es aquella en la
que uno de los participantes obtfiene un beneficio sin afectar al otro;
parasitica, en la cual uno de los implicados obtiene un beneficio
causdndole dano al ofro y mutualista, en la cual los involucrados obtienen
beneficios, directa o indirectamente. En cada tipo de interaccion influye

una gran cantidad de mecanismos en ambos organismos.

La rizbsfera se refiere a los milimetros que circundan las raices de las plantas
por lo que las bacterias que se encuentran asociadas a ella son conocidas
como rizobacterias. En esta zona ocurren complejos procesos bioldgicos
qgue involucran distinfos mecanismos de senalizacion concebidos como un
didlogo molecular (Cooper, 2007), dindmico y reciproco, entre plantas y

microorganismaos.

Los exudados son fodos los compuestos liberados por las plantas a fravés
de sus raices; representan una fuente de nutrientes para las bacterias que
se encuentran en la rizoésfera y activan genes microbianos responsables
del reconocimiento e iniciacidon de interacciones simbidticas (Sullivan,
2004). A su vez, las bacterias liberan moléculas que les permiten interactuar

con las plantas y con ofras bacterias de esa comunidad.



[.3.1. El papel de los exudados en las interacciones de plantas con

bacterias

Las raices exudan un amplio rango de compuestos como azicares,
vitaminas, compuestos solubles en agua, aminodcidos, enzimas vy
reguladores del crecimiento vegetal; ademds, incluyen productos de lisis
celular, paredes celulares, células de borde y gases como CO2 y etileno
(Sullivan, 2004). La liberacion de estos compuestos genera un gradiente de
concentracion gque influye en la presencia de poblaciones microbianas,
que incrementa en las regiones mds cercanas a las raices (Sullivan, 2004);
ademds, en los exudados se encuentran moléculas que inducen o
reprimen la activacion de genes bacterianos que estdn relacionados con

metabolismo o simbiosis.

Los isoflavonoides, compuestos exudados por las leguminosas, son
conocidos por activar los genes nod en bacterias rizosféricas. En ocasiones,
esta activacion ocurre de forma especie-especifica como en el caso de la
soya (Glycine max), y sus bacteria asociada Bradyrhizobium japonicum. La
soya libera daidzeina y genisteina, flavonoides que inducen los genes nod
de B. japonicum y que son necesarios para la formacion de nédulos donde
ocurre fijacion bioldgica de nitrédgeno, pero al mismo tiempo inhiben la
expresion de estos mismos genes en Sinorhizobium meliloti (Bais, 2006).
Ademds de inducir expresion de los genes nod, los flavonoides activan

genes de quimiotaxis (Bais, 2006).

En concentraciones entre 102 a 103, algunos aminodcidos liberados por
las raices como glutamina, freonina, serina y arginina afraen a
Pseudomonas lachrymans y Pseudomonas aeruginosa, bacterias que
también se asocian a plantas (Overbeek & Elsas, 1994). Exudados de trigo

(Triticum aestivum), maiz (Zea mays) y pasto (Lolium perenne), inducen



actividad B-galactosidasa en mutantes de P. aeruginosa que contienen

lacZ como gen reportero (Overbeek, 1995).

[.3.2. Moléculas de guorum sensing liberadas por las plantas

El Quorum Sensing es un mecanismo de senalizaciéon intercelular que
permite la comunicacién entre bacterias de la misma o de diferentes
especies. Para que este evento ocurra, las bacterias involucradas sintetizan
y excretan ciertas moléculas que se van acumulando en el medio hasta
que alcanzan un umbral para que las ofras bacterias reconozcan la
molécula como una senal. Esto induce la expresion de genes que pueden
estar implicados en virulencia, formacidén de biopeliculas o simbiosis. Las
plantas son capaces de secretar compuestos semejantes a senales de
Quorum sensing, lo que les permite manipular la expresion de genes en

bacterias que son regulados mediante este mecanismo (Rajamani, 2008).

El lumicromo, producto derivado de la riboflavina, es capaz de estimular al
receptor LasR de P. aeruginosa, el cual estd involucrado en eventos de
Quorum sensing. Este receptor reconoce N-3-oxo-dodecanoil homoserin
lactona, una molécula senal involucrada en eventos de quorum sensing
(Rajamani, 2008).



1.3.3. Moléculas liberadas por rizobacterias, involucradas en la interaccion

con plantas

El pensamiento predominante es que las plantas ejercen control sobre las
comunidades microbianas que se encuentran en la rizosfera, pero hoy en
dia algunos investigadores exploran la idea de que la comunidad
microbiana es la que conduce la estructura y dindmica de la comunidad
vegetal (Sullivan, 2004). Aunque este concepto no ha sido demostrado, es
indudable que las rizobacterias y las plantas interactuan dando forma a la
comunidad. Las bacterias influyen en el desarrollo en las plantas mediante
la liberacion de moléculas que funcionan como reguladores de
crecimiento vegetal, enfre los que se encuenfran citocininas, dacido
indolacético (Lidstrom & Chistoserdova, 2002) o factores de nodulacion
como lipoquito-oligosacdridos (Lopez-Lara, 1995) y en 2004 Phillips reportd
gue la exudacion de aminodcidos por las raices es influida por la presencia
de bacterias de la rizésfera. El eflujo de aminodcidos ocurre pasivamente
debido a una diferencia de concentracion entre el interior (10 mM) y
exterior (0.1-10 uM) de las células de la raiz, mientras que el influjo ocurre
mediante bombas de protones. La idea es que las plantas compiten con
las bacterias de la rizdsfera para recuperar los aminodcidos liberados, pero
en ausencia de microorganismos, el nivel de influjo de 16 aminodcidos
excede el de eflujo entre 5% y 545% en Medicago truncatula, alfalfa
(Medicago sativum), trigo (Triticum aestivum) y maiz (Zea mays). Ademds,
estas 4 especies vegetales son sensibles a compuestos de origen
microbiano que incrementan el eflujo de aminodcidos (Phillips et al., 2004).
El lumicromo, producto de degradacion de la riboflavina por la luz,
promueve el desarrollo de soya (Glycine max), sorgo y maiz (Zea mays)

cuando es anadido en concentraciones entre 5 y 50 nM (Dakora, 2204).
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Il. ANTECEDENTES

II.1. Participacion de la riboflavina en interacciones simbidticas

Se ha observado que la riboflavina sintetizada por bacterias estd
involucrada en interacciones simbidticas mutualistas enfre éstas y sus
hospederos eucariotas, aunque no se conoce con precision cudl es el

papel que juega en el proceso.

[1.11.2. Participacion de la riboflavina en interacciones con plantas

La excrecion de riboflavina por la mayoria de |as rizobacterias sugiere que
esta molécula tiene un papel significativo en las interacciones entre
plantas y bacterias, por ejemplo, cepas de Sinorhizobium meliloti,
modificadas genéticamente para sobreproducirla colonizan mas las raices
de alfalfa (Medicago sativa), en comparacion con la cepa silvestre (Phillips
et al., 2002). También estd asociada con la efectividad de la simbiosis de
Rhizobium trifolii con trébol (Trifolium pratense y T. repens), ya que mutantes
auxoétrofos de riboflavina forman nédulos, pero en éstos no ocurre fijacion

de nitrégeno (Pankhurst et al., 1974).

La inoculacion de trébol (T. repens), con una variante de Pseudomonas
fluorescens mas Rhizobium leguminosarum bv. frifoli 24.1, auxdtrofas de
vitaminas del complejo B, resulté en un decremento en los pardmetros
simbidticos en comparacién con la inoculacion de la cepa silvestre de P.
fluorescens mdas R. leguminosarum bv. frifoli 24.1 (Marek-Kozaczuk vy
Skorupska, 2001).
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[1.1.3. Participacion de la riboflavina en interacciones con animales

Por muchos anos se ha reconocido que varios grupos de bacterias del
intestino sintefizan vitaminas que su hospedero eucarionte aprovecha.
Aungque las bacterias contienen una cantidad considerable de
flavocoenzimas, la sintesis de riboflavina puede exceder la cantidad
necesaria para esas profeinas (McCormick, 1989 en Phillips, 2001). En
Escherichia coli, la proporcion de riboflavina entre el interior y el exterior de
la célula varia entre 0.8 y 8.0, valor mucho mayor que para ofros
metabolitos como aminodcidos que es de 0.01 (Wilson y Pardee, 1962 en
Phillips, 2001). Posiblemente, este exceso de riboflavina beneficia a sus

hospederos humanos.

También se ha observado que roedores libres de bacterias requieren que
su alimento sea suplementado con vitaminas del grupo B en cantidades
mucho mayores que sus confrapartes que si poseen bacterias (Hooper,
2002). Esto sugiere que las bacterias proveen de vitaminas a sus

hospederos.

En 1999, Nakabachi e Ishikawa, reportaron que la bacteria endosimbionte
Buchnera provee de riboflavina a su hospedero, el &fido Acyrthosiphon
pisum. Se generaron dfidos aposimbidticos, es decir, sin bacterias
simbiontes y fueron alimentados con dietas sintéticas que estaban o no
adicionadas con riboflavina. Después de 27 dias, su peso corporal fue
comparado con el de d&fidos simbidticos, es decir, que si tenian bacterias
endosimbiontes. Se observd que los d&fidos simbidticos alimentados con
dietas sin riboflavina eran significativamente mdas pesados que los &fidos
simbidticos y dfidos aposimbidticos alimentados con dietas adicionadas

con la vitamina. Los dfidos aposimbidticos alimentados con dietas sin
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riboflavina no sobrevivieron. Estos resultados sugieren que los afidos son

provistos con suficiente riboflavina por sus bacterias endosimbiontes.

I1.2. Participacion de la riboflavina en la obtencion de hierro

El hierro es un factor limitante para el crecimiento de las bacterias que
viven en el suelo ya que la mayoria de las veces se encuentra en su forma
insoluble no reducida Fe3*, por lo que su obtencion involucra la reduccidon
a Fe?+ soluble mediante la accidon de enzimas reductasas; se ha propuesto
que las flavocoenzimas actian como donadoras de electrones en este
proceso (Crossley, 2007). La capacidad para adquirir hierro conftribuye en
el éxito de la colonizacion de bacterias patdégenas. En Helicobacter pylor,
patdgeno de humanos, aumenta la producciéon de riboflavina cuando la
disponibilidad de hierro es limitada (Worst, 1998), y en Campylobacter
jejuni, la sintesis es regulada por una caja FUR (del inglés Fe uptake

regulator), lo indica la relaciéon entre estas moléculas.
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lll. OBJETIVOS

Determinar si bacterias asociadas a plantas excretan riboflavina en vida

liore y enrizosfera vy si existen diferencias en relacion a estas condiciones.

Determinar si A. thaliana, Medicago fruncatula, Oryzae sativa y Oryzae

indica excretan riboflavina en sus exudados cuando no son inoculadas.

Conocer si la riboflavina excretada por las bacterias parficipa en la

interaccion con la planta.

IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

1. Determinar presencia de riboflavina en los exudados de A. thaliana,
M. truncatula, Oryzae indica, Oryzae sativa mediante cromatografia

de capa fina (del inglés Thin Layer Chromatography- TLC).

2. Obtener exudados de A. thaliana, M. truncatula, Oryzae indicaq,
Oryzae sativa e inocularlos y determinar diferencias con tratamientos

Nno inoculados.
3. Inocular directamente A. thaliana, M. truncatula, Oryzae indica,

Oryzae sativa para comparar con los tratamientos anteriores y

determinar diferencias.
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4. Cultivar a las bacterias en medios adicionados con distintos
compuestos de carbono y nitrogeno, con el fin de conocer su

capacidad para sintetizar riboflavina a partir de diferentes fuentes.

5. Cultivar a las bacterias en medios con diferentes concentraciones de
hierro para conocer el efecto de éste en la sintesis y excrecion de

riboflavina.

6. Cultivar a las bacterias en medios adicionados con reserpina, un
inhibidor de bombas de exirusion, para inferir posibles

transportadores de Ia riboflavina.

Seleccion de organismos
Plantas
Bacterias
Exudados Plantas Exudados
inoculados inoculadas no inoculados
directamente
\
|

Comparacion de tratamientos

Obtencion de sobrenadantes

Culfivo con distintas fuentes de N,y C

Cultivo en distinta sconcentraciones de Hierro

Cultivo con inhibidores de bombas de extrusion
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V. HIPOTESIS

Las bacterias son capaces de excretar riboflavina en vida libre y en
presencia de planta, pero existen diferencias entre estas condiciones
debidas a la influencia de la planta por la relacidon simbidtica que

mantienen estos organismos.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Bacterias utilizadas

Las especies bacterianas utilizadas se encuentran enlistadas abajo. Las
cepas de Bacillus, Lactobacterium, Lactococcus, Methylobacterium,
Paenibacillus, Rhizobium, Sinorhizobium, se cultivaron en cajas petri que
contenian PY (Peptona- extracto de levadura). Dicho medio contenia (por
litro): 5 g de peptona de caseina; 3 g de exiracto de levadura; 1 g de
CaCl22H.,0. En algunas ocasiones, las cepas de Mehtylobacterium se
cultivaron en medio Agar-peptona- Metanol, el cual contiene (por litro): 15

g de agar; 10 g de peptona; metanol 50 mM.

Las cepas de Lactobacterias y Lactococcus fueron provistas por la Dra.
Carmen Wacher del Departamento de Biotecnologia y Alimentos de
Facultad de Quimica, UNAM.

Tabla 1. Cepas utilizadas

Especie Origen

Bacillus sp. CCGE 2311 Enddfito de maiz
Bacillus thuringensis JM1TA Endodfito de maiz
Lactococcus lactis SnC23 Muestra de pozol
Lactobacterium plantarum L39 Aislada de clavel
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Methylobacterium extorquens aml

Riz6sfera de arroz

Methylobacterium fujisawense

Riz6sfera de arroz

Methylobacterium medicae SKL10

Endofito de M. truncatula

Methylobacterium mesophilicum

Aislada de soya

Methylobacterium oryzae

Rizosfera de arroz

Methylobacterium radiotolerans

Aislada de Oryzae sativa

Paenibacillus sp. JM11-A

Endofito de maiz

Rhizobium etli Ch24-10

Endofito de maiz

Rhizobium tropici CIAT 899

Aislada de frijol

Sinorhizobium meliloti 1021

Aislada de alfalfa
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VI.2. Plantas utilizadas y esterilizacion de semillas
Especies vegetales utilizadas:

Arabidopsis thaliana

Medicago fruncatula

Oryzae indica IRRI

Oryzae sativa japonica

Phaseolus vulgaris (Negro Jamapa)

/ea mays

Arabidopsis thaliana.

. Colocar en agua estéril durante 15 minutos para hidratarlas

Dejar sedimentar. Vortexear rdpidamente. Retirar agua

Colocar en etanol 70% durante 1 minuto. Retirar etanol y vortexear

Colocar en cloralex 50% durante 8 minutos. Retirar cloro
Enjuagar 5 veces con agua esterilizada
Enjuagar en tiosulfato de sodio al 2% 2 veces

Enjuagar en agua esterilizada 2 veces

Frijol, Maiz, Oryzae indica y Oryzae sativa.

Para Oryzae spp. se debe retirar previomente la sarcotesta.

. Colocar en etanol durante 1 minuto. Retirar etanol

Colocar en cloro 25% durante 25 minutos. Retirar cloro

Si es necesario, refirar con pinzas estériles las semillas amarillas
Enjuagar con agua estéril 5 veces

Enjuagar con tiosulfato de sodio al 2%.

Enjuagar con agua estéril 2 veces
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Medicago truncatula.

. Colocar en H2SO4 concentrado durante 8 minutos. Escurrir

0 e N o kDN

Enjuagar 5 veces

Colocar en cloro concenfrado durante 2 minutos

Enjuagar en agua estéril 5 veces

Colocar en agua estéril y dejar en agitacion durante 60 minutos
Colocar en cloro 10% durante 30 segundos

Enjuagar con agua estéril 5 veces

Enjuagar con tiosulfato de sodio al 2%.

Enjuagar con agua estéril 3 veces

VI.3. Inoculacion directa de plantas

Una vez estériles, las semillas se colocaron en cajas petri que contenian
medio agar-agua y se incubaron a 29°C en oscuridad durante 4 dias. Los
germinados se colocaron en condiciones hidropdnicas con 5 ml de
solucién nutritiva para plantas Fahraeus. Una vez en este medio, las plantas
fueron inoculadas con las cepas enlistadas en la tabla 2 a una densidad
Optica de 0.5 (600 nm). Se colocaron en oscuridad a 29 °C durante 24h.
Transcurrido este tiempo se retiraron las plantas y la soluciéon fue filtrada

CcComo se menciona anteriormente.

Tabla2. Cepas inoculadas en dos especies de plantas.

Medicago truncatula Oryzae indica

M. extorquens Bacillus sp. CCGE 2311
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M. fujisawense Bacillus thuringensis JM1-A
M. medicae M. mesophilicum

M. mesophilicum M. oryzae

M. oryzae Paenibacillus JIM11-A

M. radiotolerans R. etli CE3 pd-

R. etli Ch24-10 R. etli Ch24-10

R. tropici CIAT 899 Sinorhizobium meliloti 1021

VI1.4. Obtencion e inoculacion de exudados

Para obtener los exudados, semillas de las especies vegetales enlistadas
previamente, se esterilizaron y colocaron en cajas pefri que contenian
medio agar-agua (7g agar/litro) e incubadas durante 4 dias a 29 °C en
oscuridad. Una vez germinadas se colocaron en condiciones hidropodnicas
durante 24h en 5ml solucién nutritiva para plantas Fahraeus que contiene
(por litro): CaClz 10 ml; Fe 0.5, 1 & 2 pl/ml; KH2PO4 5ml; MgSO4 10 ml; NaHPO4
sml; Trazas (HaBOz; MnSOy4; ZnSO4; CuSO4 HoMos) T ml. Transcurrido este
tiempo se retiraron las plantas para obtener solo los exudados. Para evitar
cualquier tipo de contaminaciéon, la solucidn se filtré con MILLEX®GP
(MILLIPORE) de 0.22 um y en caso de ser necesario, almacenada en frio
enfre 4-8 °C.
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Para conocer el efecto de distinfos antibidticos en la excrecion de
riboflavina en plantas de Phaseolus vulgaris y Zea mays, germinados de
éstas se colocaron en condiciones hidropdnicas en 5 ml de solucidn
Fahraeus con los siguientes fratamientos: rifampicina 10 mg/L; ampicilina
30 mg/L ¢ rifampicina+ ampicilina 10 mg/L y 30 mg/L, respectivamente.

Finalmente, se filiraron como se menciona en secciones anteriores.

Exudados de Medicago truncatula y O. indica se inocularon a una
densidad 6ptica de 0.3 (600 nm) con las cepas enlistadas en la tabla 2.
Posteriormente, se colocaron en condiciones de oscuridad, en agitacion a
29°C durante 24h. Una vez transcurrido este fiempo, se centrifugaron y

filtraron como se menciona en anteriormente.

VI.5. Cultivo de bacterias

VI.5.1. En medios con distintas fuentes de nitrdgeno

Para evaluar la capacidad de las bacterias para producir y excretar
riboflavina utilizando distintas fuentes de nitrégeno, se cultivaron a 29°C en
agitaciéon y condiciones de oscuridad durante 24h a una densidad optica
de 0.3 (600 nm). Como medio de cultivo se usaron 5ml de solucion
Fahraeus adicionada con sacarosa al 0.2% y alguno de los siguientes

compuestos:

Acido glutdmico 0.178 uM
Nitfrato de amonio 0.1 mM
Prolina 0.26 uM
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Las muestras se centrifugaron a 6000 rom durante 15 minutos a 4°C y se

filtraron como se menciona anteriormente.

VI.5.2. En medios con distintas fuentes de carbono

Para evaluar la capacidad de las bacterias para producir y excretar
riboflavina utilizando distintas fuentes de carbono, se cultivaron a 29°C en
agitacion y en condiciones de oscuridad durante 24 horas, en 5 ml de
soluciéon Fahraeus adicionada con prolina 0.26 uM (30 ug/ml) como fuente
de nitrédgeno y alguno de los siguientes compuestos como fuente de

carbono:

Manitol 30ug/ml
Metanol 50mM
Glucosa 30ug/ml

Transcurridas 24h las muestras se centrifugaron vy filtraron como se

menciona anteriormente.

VI.5.3. En medios con distintas concentraciones de hierro

Con el fin de conocer la influencia del hiero en la excrecion de
riboflavina, bacterias de Sinorhizobium meliloti 'y Methylobacterium
mesophilicum  se cultivaron a 29°C en agitacidn y condiciones de

oscuridad durante 24h. El medio utilizado fue 5 ml de solucidn Fahraeus
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adicionada con prolina como fuente de nitrdgeno y sacarosa como
fuente de carbono. Se realizaron distintos tratamientos con las siguientes
concenfraciones de hierro: sin Fe; 1.0265 uM; 2.0413 uM 6 10.2065 uM.

Para obtener los sobrenadantes, las muestras se centrifugaron vy filtraron

como se menciona anteriormente y almacenadas en frio entre 4-8°C.

VI.5.4. En medio con inhibidores de bombas de extrusion

Se cultivaron bacterias de M. mesophilicum y Sinorhizobium meliloti en 5 ml
de solucion Fahraeus adicionada con reserpina disuelta en cloroformo en
alguna de las siguientes concentraciones: 0 yg/ml; 1 ug/ml; 2 yg/ml; 5
hg/ml; 20 ug/ml y  cloroformo 20ul/ml, éste Ultimo para descartar

resultados falsos positivos.

V1.6. Asimilacion de riboflavina excretada por M. mesophilicum

Para saber si ofras bacterias toman la riboflavina excretada por M.
mesophilicum, esta cepa fue cultivada en solucion nufritiva Fahraeus
adicionada con prolina y sacarosa como fuentes de nitrogeno y carbono,
respectivamente. Se colocaron en condiciones de oscuridad y agitacion
a 29°C durante 24h. Se obtuvieron sobrenadantes como se menciona en

secciones anteriores y se inocularon con las siguientes cepas:
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Bacillus sp. CCGE 2311
Lactococcus lactis SnC23
Lactobacterium plantarum L39
Paenibacillus sp. JM11-A
Rhizobium etli Ch24-10

Una vez inoculados, se colocaron nuevamente en condiciones de
oscuridad y agitacion a 29°C durante 24h. Transcurrido este tiempo,

centrifugaron y filtraron como se menciona anteriormente.

VI.7. Cromatografia en capa fina (TLC- Thin Layer Chromatography)

Una placa de TLC es una ldmina de vidrio cubierta con una capa fina de
un compuesto absorbente como silica o aluminio. Una pequena cantidad
de la muestra que se quiere analizar es colocada cerca del final de la
placa. Posteriormente, la placa es colocada denfro de una cdmara que
confiene una mezcla de solventes. Estos, al enfrar en contacto con la
silica, suben lentamente por la placa por accidén capilar arrastrando vy

separando los componentes de la muestra (fig.3).

Una vez obtenidos los sobrenadantes y exudados, se prepararon pard
cromatografia en capa fina (TLC), eluyéndolos con columnas sep pack®
cartridge (MILLPORE), que se encuentran unidas a una jeringa de 100 ml y
un soporte (fig. 3). Estos cartuchos funcionan como un filtro que permite
limpiar la muestra de los compuestos no deseados. El protocolo empleado

comprende |os siguientes pasos:
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Pasar 10 ml de metanol a fravés del cartucho sep pack

Pasar 10 ml de agua filtrada estéril a través del cartucho (2 veces)
Descargar la muestra (sobrenadante o exudado) a través del cartucho
Pasar 10 ml de agua filtrada estéril

Eluir la muestra en 1.5 ml de metanol

Posteriormente, los eluidos se evaporaron por centrifugacion en vacio con
concentrator 5301®  (Eppendorf) y  almacenados a -20 °C  para

concentrarlos.
Este procedimiento fue realizado en condiciones de oscuridad.

Para llevar a cabo la cromatografia en capa fina se utilizaron placas TLC
plate- silica gel de J.T. BAKER Inc. de 20x20 cm con poros de 250 um. los
eluidos previamente evaporados, se resuspendieron en 20 ul de metanol
para cargarlas en la placa que posteriormente se colocd en una cdmara
para cromatografia con un sistemma de solventes compuesto por
cloroformo (17.5): metanol (12.5): agua (1.5) durante 40 a 60 minutos en
condiciones de oscuridad. Transcurrido este tiempo, se retird para secarla y

finalmente, se observd en 2UV™ transilluminator UVP a 365 nm.

Se prepard un stock de Riboflavina (SIGMA, Aldrich) disuelta en metanol

para usarlo como control en cada placa de TLC.

25



| A 1
— = Jeringa de
100 ml
———= muestra :>
Cartucho Cartucho
[:] —= sep pack ——> sep pack
. Eluido de
la muestra
7 soporte Tubo
=
de colecta
Cdmara de TLC
Placa de TLC
1
|
| | -
f ' |
/ \ L ! ] i
\ i
\ // |
/ //
/ W Y [
!'/ . . ,/ ‘
v Muestra estdndar  Sistema de solventes / I‘
Muestra problema v
P Compuestos  pmyestra esténdar
de la muestra

problema

Fig. 3. Preparacion de muestras y cromatografia en capa fina. I: Limpieza de las

muestras con cartuchos sep pack; II: fratamiento de las muestras en TLC.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VIl.1. Presencia de riboflavina en exudados de diferentes especies

Se cree que cuando las plantas establecen interacciones con baterias les

proporcionan nutrientes como vitaminas y aminoacidos (Phillips et al.,

2004), sin embargo, solo dos de las seis especies analizadas en este estudio

excretan riboflavina en sus exudados, frijol (Phaseolus vulgaris), y maiz (Zea

mays), mientras que las cuatro restantes, A. thaliana, M. truncatula, O.

indica y O. sativa no lo hacen (fig. 4).

Tabla 3. Presencia de riboflavina en exudados de plantas. Presente: +;

ausente: -.

Especie

Excrecion

Arabidopsis thaliana

Medicago truncatula

Oryzae indica IRRI

Oryzae sativa japonica

Phaseolus vulgaris

Zea mays
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Fig. 4. Exudados de 1: Medicago truncatula; 2: Medicago truncatula
inoculados con células muertas de Methylobacterium medicae; 3: Oryzae
indica; 4: Oryzae sativa; 5. Zea mays (maiz); 6: Phaseolus vulgaris (frijol);
control riboflavina 0.01%. La flecha roja indica la altura de la riboflavina en
la placa.

Estos resultados sugieren que A. thaliana, M. truncatula, O. indica y O.

sativa no proveen riboflavina a las bacterias, a pesar de asociarse a ellas.
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VIl. 2. Presencia de riboflavina en exudados de plantas cultivadas en

medio adicionado con antibiéticos

La mayoria de las plantas se encuentran asociadas a bacterias; aun en
semillas esterilizadas de frijol se hallan bacterias endd&fitas, es decir, aquellas
que se encuentran dentro de los tejidos de las plantas (Lopez-Lopez,

resultados no publicados).

Con el fin de inhibir los endodfitos para saber si aportan la vitamina de los
exudados, se cultivd Z. mays y P. vulgaris en medio adicionado con
antibidtico. No se aprecié una disminucion en la intensidad de la banda de
riboflavina de los tratamientos respecto al control sin antibiético (fig. 5). Es
posible que la cantidad de riboflavina sintetizada por los enddfitos sea
poca en comparacion con la sintetizada por la planta y que éstos no la

aporten a los exudados.

Por otro lado, las bacterias que colonizan e interior de las plantas suelen ser
resistentes a muchos compuestos y esto ocasionaria que no fueran

afectadas por los antibidticos utilizados.
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Fig. 5. Presencia de riboflavina en exudados de maiz y frijol cultivadas con
antibidticos.1: maiz -rifampicina; 2: maiz - rifampicina + ampicilina; 3: maiz +
ampicilina; 4: maiz sin antibiético; 5: frijol-rifampicina +ampicilina; 6:frijol-
rifampicina +ampicilina; 7: frijol-rifampicina; 8: frijol sin antibidético; 9: control
riboflavina. La flecha indica la altura de la de riboflavina en la placa.
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VI11.3. Presencia de riboflavina en plantas y exudados inoculados

Plantas inoculadas directamente

Hay riboflavina en exudados de A. thaliana M. truncatula, O. indica, O.

sativa inoculadas directamente (ver tabla 4 y figs. 6, 7 y 8).

Tabla 4. Presencia de riboflavina en plantas inoculadas. Presente: e;
ausente: °; no analizado: /.

Cepa M. truncatula | O. indica | O. sativa | A. thaliana
M.extorguens aml - / / /
M. fujisawense - / /
M. medicae SKL10 - / / /
M. mesophilicum - / / -
M. Oryzae - - - /
M. radiotolerans - / / /
R. etli Ch24-10 - - / /
R. tropici CIAT 899 - / / /
S. meliloti 1021 - - / /

Sin indculo
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Fig. 6. Riboflavina en exudados de O. indica y O. sativa inoculadas
directamente. (Izquierda) 1: O. indica inoculada con M. oryzae; 2: exudados
de O. indica no inoculados; 3: riboflavina 5ng/ml. (Derecha) 1: O. sativa
inoculada; 2: exudados de O. sativa no inoculados; 3: riboflavina 5ng/ml.

Fig. 7. Plantas de M. truncatula inoculadas con 1: R. tropici CIAT 899 put A;
2: sin inocular; 3: R. etli Ch24-10-; 4: R. tropici CIAT 899; 5: R. etli Ch24-10; 6:
control de riboflavina 0.1 %. La flecha indica la altura de la riboflavina en la

placa.
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Fig. 8. Plantas de M. truncatula inoculadas. 1: riboflavina 10 ng/mil;
inoculadas con: 2: M. extorquens; 3: M. fujisawense; 4: M. medicae; 5: M.
mesophilicum; 6: M. Oryzae; 7: M. radiotolerans; 8 y 9: R. etli Ch24-10; 10:
Planta sin inocular. La flecha indica el nivel de riboflavina en la placa.

Exudados inoculados

En los exudados de las plantas se pueden encontrar mdas de 100000
metabolitos (Salomon, 2004), lo que representa una fuente de azdcares y
aminodcidos para las bacterias; fodas las bacterias cultivadas en
exudados de O. indica excretaron riboflavina, con excepcion de
Paenibacillus sp. JM11-A (fig. 11), lo que apunta a que las bacterias
hallaron los nutrientes necesarios para su desarrollo en los exudados. Sin
embargo, cuando M. extorquens, M. fujisawense, M. medicae, M. oryzae se
cultivaron en exudados de M. fruncatula disminuyeron notablemente la

excrecion en comparacion con las demads especies (fig. 9).
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Exudados de M. ftfruncatula

inoculados con células muertas de M.

mesophilicum no presentaron riboflavina (fig. 4), lo que muestra que las

bacterias efectivamente la excretan y descarta la posibilidad de que sea

un producto de lisis celular

Tabla 5. Excrecidon de riboflavina en exudados. e: excreta; o: no excreta; /:

no analizado.

Cepa M. truncatula | O. indica | O. sativa A. thaliana
Bacillus sp. CCGE 2311 / . / /
B. thuringensis JM1A / . / /
L. lactis SnC23 / / / /
L. plantarum L39 / / / /
M.extorquens am . / / /
M. fujisawense . / / /
M. medicae SKL10 . / / /
M. mesophilicum . / / .
M. Oryzae . . . /
M. radiotolerans . / / /
Paenibacillus sp. JIM11-A / ° / /
R. etli Ch24-10 . i / /
R. tropici CIAT 899 . / / /
S. meliloti 1021 . . / /
Sin indculo ° © ° °
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Fig. 9. Exudados de M. truncatula inoculados. 1: riboflavina 10 ng/ml; 2: M.
extorquens; 3: M. fujisawense; 4. M. medicae; 5. M. mesophilicum; 6: M.
oryzae; 7: M. radiotolerans; 8 y 9: R. etli Ch24-10; 10: exudados sin inocular.

Fig. 10. Exudados de M. fruncatula inoculados.1: sin indculo; 2: inoculados
con M. mesophilicum. La flecha indica el nivel de riboflavina en la placa.
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Fig. 11. Exudados de O. indica inoculados. 1: control de riboflavina Tug/mi;
2. exudados sin inocular; exudados inoculados con: 3; M. mesophilicum; 4:
R. etli Ch24-10; 5: S. meliloti 1021; 6: Bacillus thuringensis JMI1-A; 7.
Paenibacillus sp. JM11-A; 8: Bacillus sp. CCGE 2311; 9: sin indculo; 10: R. etli
CE3 pd-; 11: riboflavina 5uM.

A. thaliana, M. truncatula, O. indica y O. sativa no excretan riboflavina en
sus exudados cuando no estdn inoculadas, lo que indica que al
establecer interacciones con bacterias el aporte de la vitamina es
realizado por estas Ultimas. Bacterias de la microbiota intestinal como E.
coli, sintetizan riboflavina en niveles que sobrepasan 10s necesarios para su
sobrevivencia y el excedente lo proporcionan a su hospedero (Phillips et
al., 2002), de la misma manera, las bacterias podrian sintetizar mads
riboflavina de la que necesitan para proveer a las plantas y recibir un

beneficio de forma indirecta.
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Todas las bacterias examinadas en presencia de M. truncatula excretan
riboflavina y las diferencias que se observan en los casos de M. extorquens,
M. fujisawense, M. medicae, M. oryzae cuando son cultivadas en exudados
revela que, a pesar de que encuentran los nutrientes requeridos para
desarrollarse, es necesario que la planta esté presente para inducir la
excrecion de riboflavina (fig. 12). M. truncatula podria estar exudando un
inductor para la sintesis y excrecion de la vitamina, ya que al establecer
interacciones, es comuUn que las plantas excreten moléculas que son
reconocidas por las bacterias y esto de lugar a procesos como la
colonizacion de las raices para la formacion de nddulos fijadores de
nitrdgeno (Bais, et al., 2006). También podria ocasionarlo de manera
indirecta induciendo la excrecion, esto da lugar a que las bacterias
excreten mads y esta riboflavina activa receptores de quorum sensing
(Rajamani et al., 2008), activando genes relacionados con procesos de
este tipo, algunos de los cuales se conocen por estar relacionados con

simbiosis, por ejemplo la colonizacion (Sanchez-Contreras et al., 2007).
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Fig. 12. Ariba: 1: riboflavina 10 ng/ml; exudados de M. truncatula
inoculados con: 2: M. extorquens; 3: M. fujisawense; 4. M. medicae; 5. M.
mesophilicum; 6: M. oryzae; 7. M. radiotolerans; 8 y 9. R. etli Ch24-10; 10:
Exudados sin inocular. Abajo: 1: riboflavina 10 ng/ml; plantas de M.
fruncatula inoculadas con: 2: M. extorquens; 3. M. fujisawense; 4. M.
medicae; 5: M. mesophilicum; é6: M. oryzae; 7. M. radiotolerans; 8 y 9: R. etli
Ch24-10; 10: conftrol sin inocular. La flecha indica las bandas de riboflavina.
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VIl.4. Presencia de riboflavina en sobrenadantes de bacterias cultivadas en

medio minimo

En los ensayos de excrecidon de riboflavina en medio minimo se observd
que todas las bacterias excretaron riboflavina siendo Bacillus sp. CCGE

2311 la que excretd mas (ver tabla 4 y fig. 20).

Tabla 4. Excrecion de riboflavina en solucion Fahraeus. La intensidad de la
banda de riboflavina se representa, de mayor a menor, con los siguientes

simbolos: Il < m < 0 /: No excreta

Cepa Excrecion | Cepa Excrecion
Bacillus sp. CCGE 2311 M. medicae SKL10 -
H

B. thuringensis IM1-A - M. mesophilicum -

L. lactis SnC23 m M. Oryzae -

L. plantarum L39 - M. radiotolerans -

M. extorquens aml m Paenibacillus sp. |/

JM11-A
M. fujisawense m R. etli Ch24-10 -
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La capacidad de sintetizar riboflavina es comun entre los microorganismos, sin
embargo, poco se sabe sobre los mecanismos para excretarla; posiblemente
Paenibacillus JM11-A carece de los transportadores necesarios o la cantidad

gue sintetiza es muy poca para ser detectada.

Los enddfitos son mas competentes para colonizar a las plantas; la capacidad
de Bacillus sp. CCGE 2311 de excretar visiblemente mas riboflavina que el resto
de las bacterias evaluadas (fig. 20), explica la ventaja en este sentido y porqué
fue aislado como endodfito y respalda la relacion de esta vitamina en dicho

proceso.

VII.5. Presencia de riboflavina en sobrenadantes de bacterias cultivadas en

medio con distintas fuentes de carbono y nitrégeno

Existen diferencias entre las cepas en relacion a su capacidad para utilizar

las fuentes de carbono y nitrégeno.

Aunque la mayoria utiliza las tres fuentes de nitrdgeno hay diferencias en la
intensidad de las bandas de riboflavina lo que sugiere que las cepas
aprovechan mejor unas que otras (ver tabla 5), en algunos casos no se
observo la vitamina como en M. extorquens cultivada con acido glutamico
0 M. oryzae cultivada con nitrato de amonio (figs. 13 y 14). Si la bacteria no
puede metabolizar el compuesto esto se convierte en un factor limitante
para su crecimiento, lo que explica una baja en la poblacién y como

resultado menos riboflavina excretada al medio.

Las 5 especies de Methylobacterium analizadas son capaces de utilizar y
excretar riboflavina con las 3 fuentes de carbono: glucosa, manitol y

metanol, pero las bandas de M. medicae las mas intensas, o que indica
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gue aprovecha igual todos los compuestos probados; en otros casos,

aprovechan mejor una de las fuentes como ocurre con M. mesophilicum

+glucosa y M. radiotolerans +metanol.

R. etli, Bacillus, Paenibacillus y Sinorhizobium fueron probadas solo en

medios adicionados con glucosa (ver tabla 5 y fig. 15).

Tabla 5. Excrecion en medios con diferentes fuentes de nitrégeno y
carbono. =: Utiliza el compuesto; o: no utiliza el compuesto; /: condicion no

analizada.
Cepa Acido Nitrato de | Prolina | Glucosa | Manitol | Metanol
glutamico amonio
Bacillus sp. CCGE 2311 / / - - / /
B. thuringensis IM1A / / - - / /
L. lactis SnC23 / / - - / /
L. plantarum L39 / / - - / /
M. extorquens aml o - - - / /
M. fujisawense . - - - . -
M. medicae SKL10 - - - - - -
M. mesophilicum . - - - . -
M. oryzae o o - - - -
M. radiotolerans o - - - - -
Paenibacillus sp. IM11-A / / - - / /
R. etli Ch24-10 - - - - / /
S. meliloti 1021 / / - - / /
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Fig. 13. Cultivos con diferentes fuentes de nitrdgeno. 1: riboflavina 5ng/ml; 2: M.
extorquens +a. glutamico; 3: M. extorquens +n. amonio; 4: M. extorquens +prolina ; 5:
M. fujisawense +a. glutamico; 6: M. fujisawense +n. amonio; 7: M. fujisawense +Prolina;
8: M. medicae +a. glutamico; 9: M. medicae +n. amonio; 10: M. medicae +Prolina; 11:
M. mesophilicum +a. glutamico; 12: M. mesophilicum +n. amonio; 13: M. mesophilicum
+Prolina; 14: Control sin inocular; 15: Riboflavina 2.5ng/ml

Fig. 14. Cultivos con diferentes fuentes de nitrégeno. 1: riboflavina 5ng/ml; 2: M. oryzae
+a. glutamico; 3: M. oryzae +n. amonio; 4: M. oryzae +Prolina; 5: M. radiotolerans +a.
glutamico; 6: M. radiotolerans+ n. amonio; 7: M. radiotolerans +Prolina; 8 y 11: Ch 24-
10 +4&. glutamico; 9y 12: Ch 24-10+n. amonio; 10 y 13: Ch24-10 +Prolina; 14: Control sin
inocular; 15: riboflavina 5ng/ml.
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13 | 14 | 15 16

Fig. 15. Especies de Methylobacterium cultivadas en diferentes fuentes de
carbono. 1: control de riboflavina 1%; 2: M. fujisawense + glucosa; 3: M.
fujisawense + manitol; 4: M. fujisawense + metanol; 5: M. medicae + glucosa, 6:
M. medicae + manitol; 7: M. medicae + metanol; 8: M. mesophilicum +
glucosa; 9: M. mesophilicum + manitol; 10: M. mesophilicum + metanol; 11: M.
oryzae + glucosa; 12: M. oryzae + manitol; 13: M. oryzae + metanol; 14: M.
radiotolerans + glucosa; 15: M. radiotolerans + manitol; 16: M. radiotolerans +
metanol; 17; control de riboflavina 0.01 %.

El suelo es un sistema muy complejo en el cual muchos nutrientes se
encuentran en sus formas no reducidas o en complejos que las bacterias con
incapaces de asimilar por lo que la capacidad que muestran para sintetizar y
excretar riboflavina utilizando distintas fuentes de carbono y nitrégeno refleja

la diversidad metabdlica que poseen estos organismos.
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VII.6. Efecto del hierro en la excrecion de riboflavina

Patégenos como H. pylori y C. jejuni, quienes necesitan hierro para la
colonizacion del intestino de mamiferos y aves, adquieren dicho metal por
la accion de enzimas que reducen Fe3* insoluble a Fe?* soluble usando
flavinas como donadoras de electrones (Velayudhan et al., 2000; Crossley
et al.,, 2007). Debido a esto, la sintesis de riboflavina disminuye cuando
aumenta la concentracion de hierro, como ocurre con M. mesophilicum
(fig. 17). Bacterias que establecen tipos distintos de simbiosis poseen
mecanismos semejantes para interactuar con sus hospederos, por lo que,
igual que H. pylori y C. jejuni, la riboflavina que excreta M. mesophilicum
ademas de otras funciones, participa en la adquisicion de hierro para la

colonizacion.

Fig. 16. M. mesophilicum en
diferentes concentraciones de
hierro. 1: Sin Fe; 2: Fe 1.0265 uM; 3:
2.0413 pM; 4: 10.2065 pM; 5:
riboflavina 10 ng/ml. La flecha
indica la altura de la riboflavina
en la placa.
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VII.7. Efecto de la reserpina en la excrecion de riboflavina

Aungue no se conocen con precision los mecanismos mediante los cuales
las bacterias excretan riboflavina, en otros organismos se ha demostrado la
participacion de transportadores transmembranales de la familia ABC
(Herwaarden, et al., 2007), los cuales tienen un amplio rango de sustratos y
pueden ser abolidos con inhibidores de bombas de extrusiéon. En el caso de
M. mesophilicum sélo se observa una ligera disminucion cuando es

cultivada con un inhibidor de este tipo, reserpina (fig. 18).

Fig. 18. M. mesophiicum cultivada en medios con reserpina. 1:
sobrenadante de M. mesophilicum; 2: reserpina 1ug/mil sin in6culo; 3: M.
mesophilicum + reserpina 1 pg/ml; 4: M. mesophilicum + reserpina 2ug/mi; 5:
M. mesophilicum + reserpina 5 pg/ml; 6: M. mesophilicum + reserpina 20
pl/ml; 7: M. mesophilicum + cloroformo 20 pl/ml; 8: riboflavina 10 ng/ml. La
flecha indica la altura de la riboflavina en la placa.
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De la misma manera, la disminucion en la excreciéon en S. meliloti, no esta

en proporcion a la concentracion de reserpina.

Fig. 19. S. meliloti cultivada en medios con reserpina. 1: sobrenadante de S.
meliloti; 2: S. meliloti + reserpina 1ug/ml; 3: S. meliloti + reserpina 2 pg/ml; 4:
S. meliloti + reserpina 5 pg/ml; 5: S. meliloti + reserpina 20 ug/ml; 6: reserpina
5ug/ml; 7: S. meliloti + cloroformo 20 pl/ml

Cuando sélo se adicion6 cloroformo se observd la misma disminucidon que
cuando las bacterias se cultivan con reserpina sugiriendo que es el
solvente el que afecta la excrecion de riboflavina en concentraciones
mayores a 2 ug/ml. Otra causa puede ser que la reserpina solo inhibe
algunos de los transportadores, pero otros siguen funcionando, aunque la

cantidad total de la vitamina excretada es menor; esto implica que los
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transportadores de la vitamina no son de un solo tipo y por lo tanto,

tampoco son especificos.

VI11.8. Asimilacion de riboflavina excretada por M. mesophilicum

Es comun que cuando las bacterias tienen una fuente exdégena de algun
nutriente interrumpen la sintesis de éste para ahorrar energia; L. lactis, al
percibir que existe riboflavina en el medio, detiene la excrecion y consume
la disponible, debido a lo cual no hay riboflavina cuando L. lactis es

cultivada en sobrenadantes de M. mesophilicum.

Cuando Bacillus sp. CCGE 2311 y L. plantarum son cultivadas en
sobrenadantes de M. mesophilicum la intensidad de la banda es la misma
qgue la de los que no se inocularon (carriles 1, 2, 3 y 5 en fig. 20), este
resultado muestra que no consumen la riboflavina excretada por M.

mesophilicum.

Bacillus sp. CCGE 2311, ademas de no consumir la riboflavina de M.
mesophilicum, excreta mas cuando no es cultivada en sobrenadantes, lo
que refleja que detiene la excrecion. En comportamientos regulados por
guorum sensing, al percibir que son suficientes, las bacterias suspenden la
sintesis de las moléculas sefal e inician procesos como colonizacion y
virulencia,; si la riboflavina funciona como una sefal de este tipo es posible
que Bacillus sp. CCGE 2311 detenga la sintesis porque ha percibido la

excretada por M. mesophilicum.
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Fig. 20. Bacterias cultivadas en sobrenadantes de M. mesophilicum. 1 y 2:
sobrenadantes M. mesophilicum; 3: L. plantarum en sobrenadantes de M.
mesophilicum; 4: sobrenadantes L. plantarum; 5: Bacillus sp. CCGE 2311 en
sobrenadantes de M. mesophilicum; 6: sobrenadantes Bacillus sp. CCGE; 7: L.
lactis en sobrenadantes de M. mesophilicum; 8: sobrenadantes L. lactis; 9:
riboflavina 5 ng/ml. La flecha indica la altura de la riboflavina en la placa.
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VI11.9. Determinacion del compuesto mediante el factor de retencion

La cromatografia en capa fina, ademas de permitir determinar cuantos
compuestos contiene una muestra, es un procedimiento util para confirmar
la identidad de éstos en base a su factor de retencion, el cual se define
como la distancia que recorre sobre la placa dividida entre la distancia
gue recorre el solvente (fig. 21); este valor es comparado con el factor de
retencion de un estandar que es analizada en la misma placa bajo las
mismas condiciones que la muestra problema. Si los valores de los factores
de retencion son los mismos se puede decir que se trata del mismo

compuesto.
El valor se determina segun la siguiente férmula:

Ri= distancia que recorre el compuesto / distancia que recorre el solvente

Posicion final de los solventes| <

5, Posicion final del compuesto

L ]
4

Disloncia ecorida por | Distancia reconida por
los salventes el compuesto
| ! Origen del compuesfo
Origen de los solventes e

Fig. 21. Distancias recorridas por muestras y solventes en una placa de TLC.

El valor del factor de retencion del estandar de riboflavina y de las

muestras fue igual en todos los ensayos de TLC.
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VIIl. CONCLUSIONES

El compuesto amarillo fluorescente observado en las placas de TLC es
riboflavina, dado que el valor del factor de retencion del estdndar y de

éste fue igual en todos los ensayos.

Las plantas de las especies A. thaliana, M. truncatula, O. indica y O. sativa
no excretan riboflavina cuando no estan inoculadas, por lo tanto, es
posible que no al establecer interacciones con bacterias la vitamina de los

exudados sea aportada por estas ultimas.

Los exudados de M. truncatula, a pesar de ser una fuente de nutrientes
gue permite el desarrollo de las bacterias, no inducen la excrecion de
riboflavina en bacterias de las especies M. extorquens, M. fujisawense, M.

medicae, M. oryzae.

La presencia de M. truncatula induce la sintesis y excrecion de riboflavina

en las especies evaluadas de Methylobacterium.

Las bacterias poseen una amplia capacidad metabdlica ya que sintetizan

y excretan riboflavina utilizando distintas fuentes de carbono y nitrégeno.

El hierro es un factor determinante para el metabolismo de riboflavina, ya
gue se observa que a mayor concentracion de éste en el medio, menor

excrecion de riboflavina por las bacterias.

La reserpina no detiene totalmente la excrecion de riboflavina, lo que
sugiere que existen otros tipos de transportadores que la conducen fuera
de la bacteria, ademas de los que son inhabilitados por inhibidores de

bombas de extrusion.
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Bacterias que establecen tipos distintos de simbiosis poseen mecanismos
semejantes para interactuar con sus hospederos; la riboflavina que excreta
M. mesophilicum podria participar en la colonizacibn como ocurre con
patdégenos como Helicobacter pylori y Campylobacter jejuni. La excrecion
de riboflavina podria estar proporcionando beneficios a Bacillus sp. CCGE

2311 para la colonizacién y funcionar como una sefial de quorum sensing.

Hacen falta mas analisis para comprobar el papel que juega la riboflavina

en la interaccion planta- bacteria.
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IX. PERSPECTIVAS

La cromatografia en capa fina es un método que permite la identificacion
de sustancias, sin embargo, para respaldar mejor los resultados
presentados en este estudio se debe analizar el compuesto por técnicas

mas sensibles como HPLC o espectrometria de masas.

La cromatografia en capa fina no permite la cuantificacion de las
muestras, por lo que se debe emplear algun otro método que permita

realizarla.

La generacion de mutantes incapaces de sintetizar o excretar riboflavina
permitira analizar si efectivamente la sintesis y excrecion de esta vitamina
infuye en la relacibn con la planta, ya sea en procesos coOmo
colonizacion, promocion de crecimiento o indirectamente mediante la

interaccién con otras bacterias.

Marcar la riboflavina sintetizada por las bacterias con un isétopo radiactivo

permitira saber si ésta es ingresada a las plantas.

Realizar pruebas con bacterias sobreproductoras de riboflavina para

conocer su efecto en la competencia para colonizar las plantas.
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