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Resumen

La capacidad de los 4cidos humicos (AH) para bioestimular de manera directa el crecimiento
vegetal estd documentada en diferentes estudios. Sin embargo, el conocimiento sobre los
mecanismos implicados en estos efectos directos, es, hasta el momento, escaso y
fragmentario. En estudios anteriores, se demostro, con la aplicacion de un inhibidor sintético
de H,O, (DMTU) en Arabidopsis thaliana, que la accion de los acidos himicos sobre el
H,0,, desempeiia un papel fundamental en la accion promotora de los AH sobre el desarrollo
de raiz y parte aérea. Con el objetivo de proporcionar nuevos conocimientos al modelo actual,
sobre el modo de accion de los AH para bioestimular el crecimiento vegetal, nuestro estudio
profundizé en la implicacion del metabolismo de las especies reactivas de oxigeno como via
de accion. Para ello, se emplearon dos mutantes especificos en Arabidopsis Thaliana L.:
RbohC y RbohD. Los resultados muestran que la enzima codificada por el gen RbohC, juega
un papel crucial en el mecanismo de accion bioestimulante directo de los acidos humicos

sobre el crecimiento vegetal.
Palabras clave

Sustancias humicas, acidos humicos sedimentarios, crecimiento vegetal, enzima RbohC,

enzima RbohD, ROS (Reactive Oxygen Species).
Abreviaturas

ABA: acido abscisico / AH: acido hiimico / AHS: 4cido hiimico sedimentario / AF: acido
falvico / CKs: citoquininas / DMTU: dimetil tiourea / [AA: acido indol-3-acético / JA: acido
jasmoénico / MO: materia organica / ROS: Reactive Oxygen Species (especies reactivas de
oxigeno) / RBOH: Respiratory Burst Oxidase Homolog (homoélogas de oxidasa de explosion

respiratoria) / SA: 4cido salicilico / SH: sustancia himica



1. Introduccion

Las sustancias humicas (SH), sistemas moleculares complejos constituidos por
macromoléculas individuales y agregados moleculares, son uno de los principales
componentes que conforman la materia organica (MO) presente en el suelo y la MO disuelta.
(Stevenson 1994; Tipping 2002; Chen et al. 2004; Baigorri et al. 2007a; Baigorri et al.
2007b; Trevisan et al. 2011; Canellas & Olivares 2014; Olaetxea et al. 2018). Estas
sustancias, dada su compleja estructura molecular, poseen propiedades fisicoquimicas como
coloidales e hidrofilicas (Piccolo 2002). Las SH se pueden clasificar en funcion de su
solubilidad en agua dependiendo del pH, pudiendo distinguir asi tres fracciones: una soluble a
pH bésico pero insoluble a pH acido denominada 4cido humico (AH), otra soluble tanto a pH
basico como a pH dacido llamada acido fulvico (AF) y una tercera fraccion, la humina,
insoluble a cualquier pH (Stevenson 1994). No obstante, con esta metodologia no se puede
distinguir la MO humica de la MO no humica, si estas poseen propiedades de solubilidad
similares. Para reparar en el grado de humificacion de la MO y complementar dicha
clasificacion, existe otra metodologia que difiere entre: las SH formadas por medio de
transformaciones diferentes al proceso de compostaje natural (SH artificiales), las SH que
provienen de residuos frescos de animales o vegetales (SH frescas), las SH provenientes de
procesos de compostaje (SH compostadas), y las SH formadas en ambientes naturales
humificados de origen sedimentario terrestre o acuatico (SH sedimentarias) (Mora et al.
2014b). En el presente trabajo se utiliza un extracto de acido hiimico de origen sedimentario

proveniente de leonardita (AHS).

Estudios previos han demostrado como los AH, dadas su estructura y propiedades, son
capaces de bioestimular indirectamente el crecimiento vegetal, al mejorar la disponibilidad de
nutrientes en el suelo para las plantas (MacCarthy et al. 1990; Chen et al. 2004; Garcia-Mina
2006; Gerke 2010; Erro et al. 2012; Urrutia et al. 2014; Monda et al. 2017). Ademas, los AH
también son capaces de interactuar con las raices, con acciones sobre el metabolismo y la
fisiologia de las plantas, bioestimulando de manera directa el crecimiento vegetal (Canellas et
al. 2002; Quaggiotti et al. 2004; Muscolo et al. 2007; Olaetxea et al. 2015; Olaetxea et al.
2018). Algunos estudios realizados hasta la fecha, han tratado de relacionar esta
bioestimulacion directa con diversos acontecimientos a nivel AH-raiz, que desencadenan en
modificaciones bioquimicas y metabdlicas en la planta (Canellas ef al. 2002; Zandonadi et al.

2007; Mora et al. 2010; Trevisan et al. 2010a; Trevisan et al. 2010b; Zandonadi et al. 2010;



Canellas et al. 2011; Mora et al. 2012; Mora et al. 2014; Olaetxea et al. 2015). No obstante, a

dia de hoy, el debate sobre la definicion de estos acontecimientos primarios sigue abierto.

Con la informacién obtenida en dichos estudios sobre las vias involucradas en la
bioestimulacion de los AH, se decidio estudiar la influencia de las especies reactivas del
oxigeno (en adelante ROS por sus siglas en inglés) y su metabolismo como via de accion de
los AH. Existen grupos de investigacion que ya han dado los primeros pasos en relacionar
esta via con la aplicacion de AH en raiz, obteniendo con la aplicacion de AH de
vermicompost, aumentos significativos en los niveles radiculares de ROS, en la actividad y
expresion génica de las principales enzimas antioxidantes, y en el crecimiento y desarrollo de
la raiz (Garcia et al. 2016). La hipotesis de partida propuesta en nuestro estudio, radica en el
efecto de los AH como primer y principal mecanismo desencadenante en la bioestimulacion
directa del crecimiento vegetal. Para estudiar dicha hipdtesis, se llevd a cabo un primer
ensayo aplicando AH y empleando dimetil tiourea (DMTU), un inhibidor sintético de H,O..
Los resultados mostraron que el papel del H,O, era clave para la estimulacion de los AH.
Para afinar mas en el mecanismo de accion de los AH, se planteé emplear dos mutantes de
Arabidopsis thaliana en los cuales las funciones de un determinado gen implicado en la via

del ROS estuviesen inactivas.

Las enzimas que sintetizan ROS en las plantas en base a factores hormonales y ambientales,
se denominan NADPH oxidasas u homoélogas de oxidasa de explosion respiratoria (RBOH).
Hasta la fecha, en la familia de Arabidopsis existen 10 miembros de enzimas RBOH con
diferentes patrones de expresion, funciones en el desarrollo y respuestas al estrés. De entre
estos miembros, las enzimas RbohC, RbohD, RbohE y RbohF, son las que actiian a nivel
radicular. Al desarrollo y elongaciéon de la raiz primaria se le asocian la RbohC, la RbohD y
la RbohF. Al desarrollo y elongacion de las raices secundarias se le asocian la RbohD, la
RbohF y la RbohE. A la formacion y al desarrollo de pelos radicales se le asocia inicamente
la RbohC (Chapman et al. 2019). Mientras que las diferentes enzimas Rboh en raiz
comparten funciones, la enzima RbohC tiene un rol especifico que ninguna otra enzima
posee. Conociendo esto, se decidi6 realizar el estudio con mutantes de la enzima RbohC y

con mutantes de otra enzima que tuviese funciones en raiz (RbohD).



2. Objetivos generales

El principal objetivo del estudio consiste en investigar el mecanismo de accidon que mejora el
crecimiento de las plantas provocado por los dcidos humicos sedimentarios (AHS). Para ello,

se proponen las siguientes hipotesis:

L. Profundizar en los mecanismos de accion del acido hiimico como bioestimulante del
crecimiento vegetal.

II. Estudiar las vias de sefalizacion dependientes de las enzimas RbohC o RbohD, como
vias esenciales en el mecanismo de accion bioestimulante directo de los AHS en

plantas.

Para ello, se han empleado dos mutantes de Arabidopsis thaliana, en los cuales se han
inactivado las funciones de dos genes de enzimas implicadas en el metabolismo de ROS,
RbohC y RbohD. Durante el estudio, se aplican sustancias humicas sin purificar (con su
fraccion fulvica) de origen sedimentario y extraidas de leonardita (AHS), que han sido
ampliamente caracterizadas en estudios previos (Aguirre et al. 2009; Mora ef al. 2010; Mora

et al. 2012; Mora et al. 2014; Olaetxea et al. 2015).

La accion de las AHS sobre el rendimiento de cultivo se asume que involucra otros
mecanismos indirectos complementarios que no se contemplan en este estudio. De hecho,
aquellos mecanismos asociados a la mejora de la disponibilidad de nutrientes, producto de la
interaccion de las AHS con los componentes del suelo, generalmente son mas relevantes que
los resultantes de la interaccion directa de los AHS con las raices de las plantas (Chen et al.

2004; Olaetxea et al. 2018).



3. Material y métodos

3.1. Diseno experimental

El ensayo realizado en este estudio se llevo a cabo en hidroponia, utilizando tres ecotipos en
Arabidopsis Thaliana L.: el ecotipo salvaje (wild-type) y dos transgénicos (RbohC y RbohD).
Se distinguieron seis grupos de plantas en funcion del tipo de planta y su tratamiento. Un
primer grupo de plantas sin mutacion ni bioestimulante a modo de plantas control, un
segundo grupo de plantas sin mutacion tratadas con AHS, un tercer grupo de plantas con las
funciones del gen que codifica la RbohC inactivas y sin AHS, un cuarto grupo de plantas con
AHS y con las funciones del gen que codifica la RbohC inactivas, un quinto grupo de plantas
sin AHS y con las funciones del gen que codifica la RbohD inactivas y un ultimo grupo de

plantas con AHS y con las funciones del gen que codifica la RbohD inactivas.

La dosis de AHS con la que se realizaron todos los tratamientos durante el ensayo fue de 100
ppm de C. Para la aplicacion de los 100 ppm de C de AHS sin purificar (con un 42% de C) se

ajusta la dosis para un volumen final de 1,4 L de solucidén nutritiva.

Durante el ensayo se realizaron dos cosechas: una a los dos y otra a los nueve dias de haber
tratado con AHS. Cabe mencionar que las mediciones de clorofila se tomaron entre ambas

cosechas, a los cuatro y a los ocho dias de haber realizado los tratamientos con AHS.

3.2. Preparacion de la siembra

Para cada grupo de plantas se emplean 5 repeticiones (5 tuppers) por cosecha. De esta forma,
el ensayo constd de 60 tuppers, con 34 conos de crecimiento por cada tupper. Se prepar6 el
agar como medio para las semillas y se dosificd con jeringas en cada uno de los conos de
agar. Se esterilizaron los tres tipos de semillas con lejia diluida durante un minuto, se lavaron
los restos de lejia y se conservaron en frio durante una noche. Al dia siguiente, se deposito
una semilla por cada cono de agar, se rellenaron todos los tupper con agua destilada y se
llevaron a la camara de crecimiento, donde se programaron unas condiciones de luz (10 horas
de luz y 14 horas de noche), humedad (75% de humedad) y temperatura (21°C durante el dia

y 18°C durante la noche) dptimas para la germinacion y el crecimiento de las plantas.



3.3. Preparacion y aplicacion de la solucion nutritiva

Pasados 10 dias desde la siembra, se retiraron aquellos conos de crecimiento donde la semilla

no logré germinar. Ese mismo dia, se prepararon los 5 stocks necesarios para realizar la

solucion nutritiva (Tabla 1).

- Tabla con la composicion de la solucion nutritiva

Tabla 1. Pesos de soluto y volimenes de stock empleados en la elaboracion de la solucion nutritiva.

Stock (Peso de soluto SN (Volumen de Stock
Nombre del Stock Contenido por cada 2 L de agua (g | por cada 50 L de agua
soluto /L agua)) (mL Stock / L agua))
STOCK Macros MgS04.7H20 184,86 100
STOCK KH2PO4 KH2PO4 68,04 100
KNO3 126,38
STOCK Nitratos 100
Ca(NO3)2.4H20 354,22
STOCK Fe Fe HBED 24.8 100
KCl1 7,46
MnSO4.H20 3,38
CuS04.5H20 0,74
STOCK Micros 50
ZnS0O4.7H20 1,16
H3BO3 6,18
(NH4)6Mo07024 0,18
pH final de la SN = 6 (Si es necesario, corregir pH con NaOH 1M)

3.4. Cambios de solucion nutritiva y homogeneizacion

7 dias después de la aplicacion de la solucidon nutritiva, se homogeneizaron por primera vez

los tuppers. Esta homogeneizacion consistid en reducir a 18 el nimero total de plantas por

tupper, eliminando aquellos individuos que manifestasen un crecimiento menor o mayor al

considerado como medio. Una vez homogeneizados todos los tuppers, se les cambid la
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solucion nutritiva. La preparacion y aplicacion de la nueva solucion nutritiva, se realizé del

mismo modo que en la primera ocasion (Apartado 3.3.).

Pasados 7 dias desde el primer cambio de solucidn nutritiva, se realizé un segundo cambio de
solucion y una segunda homogeneizacion (Figura 1). Esta homogeneizacion no consistié en
realizar descartes, sino en redistribuir a los individuos hasta ese momento presentes por todos
los tuppers en base al tamano, de manera que hubiese el mismo niimero de plantas pequeias,

medianas y grandes en cada tupper.

Figura 1. Tuppers con aireacion después del segundo cambio de solucion nutritiva y la segunda

homogeneizacion.

3.5. Tratamiento con acido humico

Tres dias después de la segunda homogeneizacion, se considerd que las plantas ya habian
adquirido el tamafio 6ptimo para recibir los tratamientos, y se aplicaron 100 ppm de C de los

AHS en los tuppers correspondientes.
3.6. Cosechas

La primera cosecha se realizé pasados dos dias de la aplicacion del acido humico, y la
segunda a los nueve dias. En ambas, se cosecharon 30 tuppers en total, 5 por cada grupo. Una
vez cosechado el material, se realizo el peso en fresco, tanto de la raiz como de la parte aérea

de cada tupper.

En la primera cosecha se conservd en un congelador a -80°C, por un lado, todo el material

radicular para analizar la concentracion endégena de H,O, mediante una técnica fluorimétrica
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y, por otro lado, se congeld también todo el material de la parte aérea para un andlisis de las
citoquinas presentes en dichas muestras. En la segunda cosecha, se procedi6 de igual manera
con las muestras de parte aérea, no obstante, con el material radicular cosechado y congelado,
se decidio realizar una cuantificacion hormonal en lugar de una cuantificacion de la

concentracion de H,O, en raiz.

3.7. Analisis WinRHIZO

En la segunda cosecha del ensayo se fotografiaron las raices de 18 individuos (3 por cada uno
de los 6 tratamientos), y con estas imagenes se realizd un analisis WinRHIZO. WinRHIZO es
un sistema de andlisis de imagenes, disefiado para realizar mediciones de las raices de las
plantas. Puede hacer analisis morfologicos (longitud, area, volumen...), topoldgicos,
arquitectonicos y de color. El producto final despliega un histograma con la distribucion de la
longitud de las raices, informacion cuantitativa sobre el area y el volumen que ocupan las
raices, su didmetro, y el nimero de 4pices, bifurcaciones y cruces presentes en las raices
(Bouma et al. 2000; Régent Instrument Inc 2001; Pang ef al. 2011; Tracy et al. 2012). Estos
atributos estructurales y funcionales son importantes para evaluar la cantidad y la calidad de
las raices de los cultivos, porque determinan en gran medida la capacidad de absorcion de
agua y nutrientes, y la competencia entre las plantas vecinas. WinRHIZO® ha sido evaluado
en sistemas modelo que garantizan la veracidad de los resultados cuantitativos producidos

(Pang et al. 2011; Gutiérrez-Soto et al. 2014).

3.8. Cuantificacion de H,0,

3.8.1. Extraccion de H,0, en planta utilizando buffer de fosfato

Se realiz6 la molienda de las muestras congeladas haciendo uso de un mortero y un pilon de
ceramica. Una vez molidas, se pesaron 100 mg de cada muestra en tubos eppendorf de 2mL,
y se volvieron a conservar a -80°C en el congelador. Para evitar la degradacion del H,O, de
las muestras durante los procesos de molida y pesada, todo el material empleado se mantuvo

en contacto con nitrégeno liquido.

Se prepararon 250 mL de buffer de fosfato, con fosfato disédico y fosfato monosodico:
- Na,HPO,: 6,931 g/0,250 L
- NaH,PO,: 0,881 g/ 0,250 L
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Se afiadieron 500 pL de este buffer fosfato a cada una de las muestras congeladas, y se
agitaron en vortex durante 30 segundos. Una vez realizada la mezcla con el buffer, se
agitaron todas las muestras durante 30 minutos a 9.000 rpm en un agitador a temperatura
ambiente y, posteriormente, se centrifugaron durante 5 minutos a 10.000 rpm, también a

temperatura ambiente (Figura 2).

Figura 2. Agitador y centrifugadora empleados en la extraccion de H,O, de las muestras de raiz.

Se transfirio el sobrenadante a un tubo eppendorf de 2 mL nuevo. Para evitar la degradacion

del H,0,, el sobrenadante se mantuvo en hielo hasta la cuantificacion de las muestras.

3.8.2. Puesta a punto de la cuantificacion por fluorescencia

Se puso a punto una metodologia de detecciéon de H,O, por fluorescencia. Para ello, se
prepararon los estandares de la recta de calibrado, diluyendo distintos volimenes de una
solucion madre de H,O, en el mismo buffer fosfato utilizado para la extraccion, en tubos
eppendorf de 2 mL. La solucién madre de H,O, se prepar6 a una concentracion 1 mM en 100

mL de buffer de fosfato (Tabla 2).
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- Tabla de la elaboracion de la recta de calibrado

Tabla 2. Volimenes y concentraciones empleadas para la elaboracion de las muestras estandar de la recta de

calibrado.
Stock estandar- Volumen Solucion madre de Concentracion
Buffer de fosfato
total (2 mL) H,0, (uL) muestra final (uM)

2 uM 4 1 mL + 996 pL 0,1

20 pM 40 1 mL + 960 pL 1

50 pM 100 1 mL + 900 puL 2,5

100 pM 200 1 mL + 800 puL 5

Una vez listas las muestras de la recta de calibrado, se preparo el reactivo Ampliflu y la
enzima HRP. El reactivo Ampliflu, una sonda altamente sensible y estable para el H,O,, es
nuestro mejor sustrato fluorogénico para la peroxidasa. En presencia de peroxidasa de rdbano
(HRP), el reactivo Ampliflu reacciona en una estequiometria de 1:1 con el H,O, para
producir resorufina altamente fluorescente (Figura 3) (Chakraborty ef al. 2016). Por tanto, la
intensidad de fluorescencia de una muestra, es proporcional a la cantidad de resorufina

producida, y por consiguiente, a la cantidad de H,O, de dicha muestra.

@EU

c-cn3

HRP @U

Amplex Red Resorufin

Figura 3. Conversion del Amplex Red (Ampliflu) en Resorufina. Fuente: Quantitation of Hydrogen Peroxide

using the Synergy HT™.

Para pesar los solutos Ampliflu y HRP, se hizo uso de una balanza de precision (Figura 4).
- Ampliflu 10 mM: 0,5 mg/ 192 pL de DMSO.
- HRP 10 U/mL: 0,5 mg/ 12,5 mL de buffer de fosfato.
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Figura 4. Balanza de precision empleada para pesar los solutos de Ampliflu y HRP.

A continuacion, se mezclaron ambas soluciones con buffer fosfato, obteniendo asi la mezcla
final encargada de activar la reaccion.

- 150 uL de Ampliflu 10mM

- 300 pL de HRP 10U/mL

- 14,55 mL de buffer fosfato

Una vez realizados los estandares de la recta de calibrado, la mezcla con el reactivo y la
extraccion de H,0, de las muestras, se prepararon en una microplaca las muestras finales a
analizar (Tabla 3). Una vez afiadidos los 500 puL de la mezcla con el reactivo, se dejé incubar

la microplaca durante 30 minutos a temperatura ambiente y en ausencia de luz.

- Tabla de la composicion de las muestras finales a analizar

Tabla 3. Voliimenes de las muestras finales a analizar en el espectrofluorimetro.

Muestras finales - Volumen Solucién Mezcla con el
Buffer de fosfato (nL)
total (1 mL) correspondiente (pL) reactivo (uL)
Blanco - 50 50
5 pL del stock estandar
Estandar ) 45 50
correspondiente

5 uL del lisado proteico
Muestra 45 50
de cada muestra

13



3.8.3. Cuantificacion en lector de placas de fluorescencia

Pasados los 30 minutos de incubacion, las muestras se analizaron en un lector de placas de
fluorescencia. La espectroscopia de fluorescencia o fluorimetria es una espectroscopia basada
en la emision fluorescente de una muestra. Un haz de luz es irradiado sobre la muestra, la
cual absorbe un foton y pasa de estar en un estado electronico fundamental a un estado
excitado. Tras la absorcion, la molécula de muestra se relaja y vuelve a un estado
fundamental emitiendo un fotén. Las longitudes de onda a las que los fotones excitados se
emiten, se mediran y representaran en funcion de la intensidad, en este caso, la absorcion del
foton por parte de la muestra la hemos fijado a A530 nm, y el pico de emision de los fotones
excitados se ha dado a A587 nm. El modo de fluorescencia elegido fue el de synchronous, que
abarca un rango de excitacion y otro de emision separados por un intervalo constante de
longitud de onda. La intensidad del pico de emision de una muestra es proporcional a la
cantidad de resorufina producida, y por consiguiente, a la concentracion de H,0, de dicha

muestra.

3.9. Cuantificacion hormonal

3.9.1. Analisis de las concentraciones de IAA, ABA, JA y SA en raiz

Las concentraciones de acido indol-3-acético (IAA), acido abscisico (ABA), acido jasmoénico
(JA) y acido salicilico (SA) en raiz, se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucion, electropulverizacion 'y espectrometria de masas de alta resolucion
(HPLC-ESI-HRMS). Los patrones de IAA, ABA, JA se obtuvieron de OlChemin Ltd, y el
reactivo de SA de Sigma-Aldrich. Los estandares internos marcados con deuterio, acido
’Hs-indol-3-acético (D-IAA),y acido *He-(El acido+)-cis,trans-abscisico (D-ABA) y acido
’H,-salicilico (D-SA) se adquirieron también en OlChemin Ltd y los marcados con 4cido

’Hs-jasmonico (D-JA) en CDN Isotopes.

Para la extraccion y purificacion de las hormonas de las muestras vegetales se aplico el
siguiente método. Se homogeneiz6é 0,1 g de raiz congelada (previamente molida en un
mortero) con 1 mL de metanol:agua:HCOOH preenfriado (-20 °C) (90:9:1, v/v/v, con
dietilditiocarbamato de sodio 2,5 mM) y 10 pl de una soluciéon madre de 1.000 ng-ml™" de
patrones internos marcados con deuterio en metanol. Se realiz6 la extraccion agitando las

muestras a 2000 rpm durante 60 minutos en un agitador Multi Reax. Tras la extraccion, se



separaron los sélidos centrifugando las muestras a 13.000 rpm durante 10 minutos, en una
pico centrifuga Biofuge. Se afiadié 0,5 mL de mezcla de extraccion adicional, y se realizé una
segunda extraccion con una agitacion de 20 minutos, seguida de una centrifugacion. Se
separ6 en cada muestra 1 mL del sobrenadante y se evapor6 a 40°C con un evaporador
RapidVap. Se redisolvid el residuo en 250 pl de metanol/acido acético al 0,133% (40:60,
v/v). Finalmente se centrifugd durante 10 minutos a 20.000 RCF antes de la inyeccion en el

sistema HPLC-ESI-HRMS.

Para la cuantificaciéon hormonal se utilizé un dispositivo UHPLC Dionex Ultimate 3000
acoplado a un espectrometro de masas Exploris 120 (Thermo Fisher Scientific), con una
fuente de iones OptaMax NG, un filtro de masas cuadrupolo, una trampa C, un multipolo de
enrutamiento de iones y un analizador de masas Orbitrap. Se empled una columna de fase
inversa (Synergi 4 mm Hydro-RP 80A, 150 x 2 mm; Phenomenex). Se hizo uso de un
gradiente lineal de metanol (A), agua (B) y acido acético al 2% en agua (C): Durante 3
minutos (38% A), en 12 minutos (de 38% a 96% A), durante 2 minutos (96% A), en 1 minuto
(de 96% a 38% A) y un tiempo de estabilizacion de 4 minutos. El porcentaje de C se mantuvo
constante en 4%. El caudal fue de 0,30 mL/min", el volumen de inyeccion fue de 20 pl y las

temperaturas de la columna y de la muestra fueron de 35 y 15 °C, respectivamente.

La deteccion y cuantificacion de IAA, ABA, JA y SA se llevé a cabo mediante un
experimento Product Ion Scan en el modo de iones negativos, empleando curvas de
calibracion multinivel con los estandares internos. La resolucion se establecié en 30.000
FWHM, la resoluciéon Q1 (m/z) en 3, el objetivo de AGC estandar, el modo de tiempo
maximo de inyeccion automatico y la lente RF en 70%. La energia de colision absoluta (CE)
depende de la molécula. Se aceptd una tolerancia de masa de 5 ppm. Para cada hormona, se
analizaron tres iones fragmentados. El fragmento de ion con mayor intensidad (fragmento 1)
se uso para la cuantificacion y los otros dos (fragmento 2 y 3) se usaron para confirmar la
identidad de los objetivos. En el caso de los estandares internos, solo se analizé el ion
fragmento de mayor intensidad. El control del instrumento y el procesamiento de datos se

llevaron a cabo mediante el software TraceFinder 5.1 EFS.

3.9.2. Analisis de la concentracion de CKs en parte aérea

Nuevamente, las citoquininas (CKs) en parte aérea se analizaron mediante

HPLC-ESI-HRMS. Se estudiaron las siguientes citoquininas: trans y cis zeatina (tZ y cZ),



dihidrozeatina (DHZ), trans y cis zeatina ribosido (tZR y cZR), dihidrozeatina ribosido
(DHZR ), isopenteniladenina (iP) y isopenteniladenina (iPR). Los estandares internos
marcados con deuterio Hs-transzeatina (D-tZ), ’Hs-transzeatina ribosido (D-tZR),
’He-isopenteniladenina  (D-iP), *Hq-isopenteniladenosina (D-iPR), se obtuvieron de

OlChemim Ltd.

Para la extraccion y purificacion de las hormonas se sigui6 el método descrito por Dobrev y
Kaminek (2002) con algunas variaciones. Se homogeneizaron 0,1g de material vegetal
congelado (previamente molido en mortero) con 1,75 mL de metanol-agua-acido formico
preenfriado (-20°C) (15:4:1, v/v/v). Se agregaron estdndares internos marcados con deuterio,
20 uL de una solucion madre de 100 ng'ml™" de cada estandar en metanol. Se realiza la
extraccion durante una noche a -20°C y se separan los so6lidos a 4°C centrifugando a 20.000
RCF durante 10 minutos. Se vuelven a extraer con 1,25 mL de extraccion, durante 20
minutos en agitacion con un agitador Multi Reax, y se centrifuga de nuevo. Pasamos el
sobrenadante a través de un cartucho Sep-Pak C18 (ref. WAT054945, Waters Co.)
precondicionado con 2 mL de metanol y 1,5 mL de extraccion. El material eluido se evaporo
practicamente hasta la sequedad usando un evaporador RapidVap. Se redisolvio el residuo en
1,5 mL de 4cido férmico 1M y se aplicod a una columna Oasis MCX (ref. 186000254, Waters
Co.) preacondicionada con 2 mL de metanol y 1,5 mL de acido formico 1M. La columna fue
lavada sucesivamente con 1,5 mL de acido formico 1 M, 1,5 mL de metanol y 1,5 mL de
NH40H 0,35 M. Las bases de citoquinina y los ribdsidos se eluyeron con 1,5 mL de NH4
0,35 M.OH en metanol al 60% (v/v). Este material eluido se evaporo hasta la sequedad en el
evaporador RapidVap, se redisolvio con 200 pl de metanol + 200 ul de acido férmico al
0,04% y se centrifugd a 20.000 RCF durante 10 minutos, antes de la inyeccion en el sistema

HPLC-ESI-HRMS.

Para la cuantificacion se empled el mismo dispositivo que el utilizado en la cuantificacion del
apartado 3.9.1. de este mismo documento. Se utilizd una columna de fase inversa (Tracer
Excel 120 ODSA 3um, 200 x 4,6mm; Teknokroma). Se utilizé un gradiente lineal de metanol
(A), agua (B) y acido férmico en agua al 0,4% (C): A tiempo 0 (45% A), en 14 minutos (de
45% a 95% A), durante 0,5 minutos (95% A), en 0,5 minutos (de 95% a 45% A) y un tiempo
de estabilizacion de 6 min. El porcentaje de C permaneci6 constante en 5%. El caudal fue de
0,40 mL/min", el volumen de inyeccion fue de 20 pl y las temperaturas de la columna y de la

muestra fueron de 30 y 15 °C, respectivamente.



La deteccion y cuantificacion de citoquininas se llevd a cabo mediante un experimento
Product Ion Scan en el modo de iones negativos, empleando curvas de calibracion multinivel
con los estandares internos. La resolucion se establecié en 60.000 FWHM, la resolucion Q1
(m/z) en 3, el objetivo de AGC estandar, el modo de tiempo méaximo de inyeccidon automatico
y la lente RF en 70%. La energia de colision absoluta (CE) depende de la molécula. Se acepto
una tolerancia de masa de 5 ppm. Para cada hormona, se analizaron tres iones fragmentados.
El fragmento de ion con mayor intensidad (fragmento 1) se usé para la cuantificacion y los
otros dos (fragmento 2 y 3) se usaron para confirmar la identidad de los objetivos. En el caso
de los estandares internos, solo se analizo el ion fragmento de mayor intensidad. El control
del instrumento y el procesamiento de datos se llevaron a cabo mediante el software

TraceFinder 5.1 EFS.

3.10. Analisis SPAD

Tras la primera cosecha, a los 4 y a los 8 dias de tratar se obtuvieron por medio de un
medidor DUALEX, los indices de clorofila de los individuos de cada uno de los 6
tratamientos. Dichas mediciones no condicionaron de ninguna manera la segunda cosecha,
puesto que el medidor de clorofila empleado permiti6 realizar los anélisis correspondientes
sin destruir la hoja. Esta técnica de andlisis consiste en evaluar cuantitativamente la
intensidad del verde de las hojas, es decir, la cantidad relativa de clorofila. Se obtiene
mediante la medicion de la absorbancia de las hojas a dos longitudes de onda, una donde la
molécula de clorofila absorbe el haz de luz y otra donde no lo hace. Una vez obtenidas, el
medidor de clorofila muestra un valor proporcional a la cantidad de clorofila en la hoja (Da
Cunha et al. 2015). La cantidad de clorofila est4 relacionada con la nutricion de la planta,

siendo este valor directamente proporcional a la cantidad de nitrégeno presente en la hoja.
3.11. ANOVA

A partir de los datos de pesos de las muestras, de las mediciones radiculares con WinRHIZO,
de las concentraciones radiculares de H,O, y de las cuantificaciones hormonales y de
clorofila, se realizaron multiples comparaciones entre tratamientos utilizando el método de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, con el nivel de significacion (o) establecido

en 0.05 (excepciones puntuales indicadas en las graficas).



4. Resultados y discusion

4.1. Primera cosecha

En la primera cosecha del ensayo, 2 dias después del tratamiento, no se observaron
diferencias significativas entre los pesos frescos y secos de parte aérea y raiz de las plantas
wild-type tratadas con AHS y los pesos frescos y secos de las plantas wild-type control
(Figura 5). Tampoco se registraron diferencias significativas en las caracteristicas
estructurales y morfologicas de las raices (Figura 6). No obstante, si que se observd un
aumento significativo de la concentracion de H,O, radicular en las wild-type con AHS
respecto a las wild-type control (Figura 7). Estos resultados muestran una bioestimulacion
fisioldgica inicial, producto de la interaccion de la planta con los AHS, durante un corto

periodo de tiempo.

En las plantas que tienen el gen que codifica la enzima RbohC inactivado, no se observaron
diferencias significativas entre los pesos frescos y secos de raiz y parte aérea, de los mutantes
RbohC tratados con AHS y los RbohC control (Figura 5). Tras el andlisis WinRHIZO, no se
observd ningun incremento significativo en las caracteristicas radiculares estudiadas,
relacionadas con la estructura y la morfologia de las raices (Figura 6). En la concentracién de
H,0O, radicular de los mutantes RbohC tratados con AHS, tampoco se registrd ningun
aumento significativo respecto al control (Figura 7). Estos resultados denotan la relevancia de

las funciones del gen RbohC, en la bioestimulacion directa de los AHS en planta.

En el mutante RbohD, después de 2 dias de tratamiento, se observa un aumento significativo
en el peso fresco y seco de raiz respecto al mutante RbohD sin tratar (Figura 5). Los
parametros relacionados con la estructura y morfologia radicular de las plantas control de
RbohD, mostraron unos valores significativamente mayores a los observados en los controles
de wild-type y RbohC (Figura 6). El desarrollo de las caracteristicas radiculares, fue a su vez,
significativamente superior en los mutantes RbohD tratados con AHS respecto a los mutantes
RbohD control. También se vio un aumento significativo en la concentracion de H,O,
radicular inducido por los AHS sobre el mutante RbohD (Figura 7). Parece que con la
inactivacion del gen RbohD, aunque se reduzca significativamente la concentracion de H,O,
radicular respecto a las wild-type, se produce un estrés que potencia un mayor desarrollo en
la arquitectura radicular. Se conoce que el H,O, producido por las enzimas RbohD y RbohF

tiene un efecto inhibidor sobre el desarrollo de raices laterales, mientras que el O,



(superoxido) producido por las peroxidasas de clase III promueve dicho desarrollo (Chapman
et al. 2019). El propio H,0, producido por RbohD y RbohF inhibe estas peroxidasas, por
tanto, al inhibir la enzima RbohD, aunque seguramente la enzima RbohF siga activa, los
niveles de H,0, disminuyen y el O, producido por las peroxidasas aumenta estimulando el
desarrollo de raices laterales (Chapman et al. 2019). En este sentido, parece que el AHS sobre
el mutante RbohD es capaz de potenciar en mayor medida estos parametros relacionados con
la arquitectura radicular, como son la longitud, el nimero de cruces, de &pices y de
bifurcaciones, al menos en esta primera cosecha. En un futuro se estudiara la accion del AH

en la regulacion de estos homologos y los metabolitos que ellos producen.
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Figura 5. Graficas de los pesos frescos y secos de raiz y parte aérea, obtenidos en el pesaje de la primera
cosecha.



Mecanismo de accion de bioestimulantes Alvaro Rubio
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Figura 6. Representacion grafica de los datos obtenidos en el analisis WinRHIZO de las raices de la primera
cosecha.
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Figura 7. Grafica de las concentraciones de H,O, obtenidas en el analisis de espectroscopia de fluorescencia de
la primera cosecha.

4.2. Segunda cosecha

En la segunda cosecha del ensayo, 9 dias después del tratamiento, se observaron diferencias
significativas entre los pesos frescos y secos de raiz y parte aérea, de las plantas wild-type
tratadas con AHS y las wild-type control (Figura 8). Tras el analisis WinRHIZO, en las
wild-type tratadas con AHS se observo, no solo un aumento significativo en el nimero de
bifurcaciones, cruces y longitud en raiz, sino también un leve crecimiento en el nimero de
apices (Figuras 9 y 10). El analisis hormonal de las plantas wild-type, mostré que las tratadas
con AHS, presentaban concentraciones de citoquininas, IAA, ABA, JA y SA,
significativamente diferentes a las de las plantas control (Figura 11). A los 4 dias de
tratamiento no se vieron diferencias significativas en la concentraciéon de clorofila, sin
embargo, a los 8 dias si que se pudo observar un aumento significativo en las wild-type
tratadas con AHS, respecto a las control (Figura 12). En este sentido, parece que, al aumentar
el tiempo de contacto, la estimulacion inicial a nivel bioquimico y metabdlico de los AHS,
observada en la primera cosecha, se traduce en un incremento fenotipico en esta segunda

cosecha.

En el mutante RbohC, no se observaron diferencias significativas entre los pesos frescos y
secos de raiz y parte aérea de las estimuladas con AHS y las control (Figura 8). Las
caracteristicas estructurales y morfoldgicas de las raices de las RbohC tratadas con AHS,
fueron similares a las registradas en las RbohC control (Figuras 9 y 10). Estos mutantes con
tratamiento también mostraron valores semejantes a sus respectivos controles sin tratar en la

cuantificaciéon hormonal (Figura 11). Del mismo modo, las concentraciones de clorofila en



los individuos de RbohC con AHS, no mostraron diferencias respecto a las RbohC control
(Figura 12). Al igual que con los resultados obtenidos a los 2 dias de tratamiento, parece que
el papel que desempefia la enzima RbohC en la bioestimulacion directa de los AHS, es de tal
relevancia, que la inactivacion de dicho gen conlleva el bloqueo de estos efectos directos en

planta.

Por tultimo, las plantas de RbohD tratadas con AHS mostraron de nuevo un peso fresco y
seco, tanto de raiz como de parte aérea, significativamente superior al registrado en las
RbohD control (Figura 8). No obstante, a los 9 dias de tratamiento, ya no se obtuvieron
diferencias significativas en las caracteristicas radiculares analizadas con WinRhizo (Figuras
9 y 10). Los mutantes RbohD tratados con AHS también mostraron una tendencia de
aumento en la cuantificaciéon hormonal, llegando a ser significativa en las citoquininas de
parte aérea y en el acido jasmonico radicular (Figura 11). Del mismo modo, la cantidad de
clorofila en los RbohD con AHS, aumento significativamente respecto a la de las plantas
control, tanto a los 4 como a los 8 dias de tratamiento. (Figura 12). Estos resultados muestran
que la inactivacion del gen que codifica la enzima RbohD no bloquea en ningiin momento el
efecto directo de los AHS sobre el crecimiento vegetal, la concentracion de clorofilas y la
estimulacion de algunas hormonas (JA en raiz y CKs en hoja). En este sentido, parece que a
los dos dias de tratamiento la accion de los AHS sobre el mutante RbohD muestra un efecto
bioestimulante més pronunciado, y que, a medida que aumenta el tiempo de contacto, el

efecto en planta es mas semejante al observado en wild-type.
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Figura 8. Graficas de los pesos frescos y secos de raiz y parte aérea, obtenidos en el pesaje de la segunda
cosecha.
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Figura 9. Fotografias de las raices frescas de la segunda cosecha, utilizadas para el analisis con WinRHIZO.
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Figura 10. Representacion grafica de los datos obtenidos en el analisis WinRHIZO de las raices de la segunda
cosecha.
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Figura 12. Representacion grafica de los indices de clorofila en las plantas, a los 4 y a los 8 dias de tratamiento.
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5. Conclusiones

Muchos estudios han demostrado la correlacion que existe entre el contenido de materia
organica humificada en el suelo, la fertilidad de éste y la productividad de los cultivos
(Stevenson 1994; Chen et al. 2004). La materia organica humificada, principalmente las
sustancias humicas, tiene efectos beneficiosos sobre el crecimiento vegetal, por inducir
mejoras en la nutricion mineral de las plantas y en las caracteristicas fisicoquimicas de la
rizosfera (Chen et al. 2004; Aguirre et al. 2009; Olaetxea et al. 2018). Aunque en menor
medida, las sustancias hiimicas también tienen efectos directos sobre el metabolismo y la
fisiologia vegetal (Vaughan & Malcolm 1985; Nardi et al. 2002; Olaetxea et al. 2016;
Olaetxea et al. 2018; Olaetxea et al. 2019). En este estudio hemos podido observar como, los
efectos directos de las sustancias humicas sobre las plantas inducen, en un primer momento,
un aumento en la concentraciéon de H,O, radicular. Esta respuesta fisioldgica, conforme
aumenta el tiempo de contacto, desencadena cambios en el crecimiento radicular y aéreo, en
la morfologia y estructura radicular, en las concentraciones hormonales de raiz y parte aérea,

y en la cantidad de clorofila en hoja.

Al inactivar las funciones de la enzima RbohC, se observa de por si una reduccion
significativa en practicamente todos los parametros analizados, respecto a los obtenidos en
las wild-type. Ademas, se inhiben completamente todos los efectos y acciones mediados por
los AHS sobre el fenotipo y la fisiologia vegetal. Esto puede deberse principalmente a que, la
enzima RbohC tiene funciones en el crecimiento y desarrollo de las plantas, que no pueden
ser desempenadas por otras enzimas Rboh. De manera que habrd determinadas sefiales
ambientales ante las que ninguna otra enzima Rboh producird ROS como respuesta, si

inactivamos la enzima RbohC.

Bloqueando las funciones de la enzima RbohD, la produccion de H,O, en raiz disminuye y la
de O, aumenta (Chapman et al. 2019), observandose en los mutantes control de RbohD, un
crecimiento y un desarrollo radicular significativamente superior al observado en wild-type.
Ademés, no se consigue inhibir la bioestimulacion, sino mas bien todo lo contrario, los AHS
parecen tener unos efectos en el mutante RbohD mas inmediatos incluso, que los observados
en wild-type. La enzima RbohD, comparte todas sus funciones en raiz con la enzima RbohF,
de modo que al inactivar una de ellas, seguramente la otra pueda seguir produciendo ROS, en

respuesta a la interaccion con las sustancias hiimicas.



Finalmente, los resultados obtenidos con los mutantes RbohC y RbohD muestran, por un

lado, que la actividad de la via del ROS en raiz es uno de los principales mecanismos de

accion en la bioestimulacion directa de las sustancias htimicas en Arabidopsis thaliana y, por

otro lado, que la via de sefializacién dependiente de la enzima RbohC tiene un papel decisivo

en dicho mecanismo de accion.

Por consiguiente, las principales conclusiones del estudio son:

Los AHS estimulan la produccion de ROS en raiz en cortos tiempos de contacto con
la planta.

En tiempos de contacto mas largos, los AHS bioestimulan la cantidad de clorofila y el
crecimiento en parte aérea, asi como el crecimiento y el desarrollo morfologico y
estructural en raiz.

Los AHS también tienen efectos directos mas tardios sobre IAA-ABA-JA en raiz y
sobre CKs en parte aérea

Con la inactivacion de la enzima RbohC, los AHS pierden sus efectos directos en
planta.

La sintesis de ROS en la raiz es clave en el mecanismo de accién bioestimulante
directo de los AHS en las plantas.

La via de sefializacion dependiente de la enzima RbohC, tiene un papel crucial en el

mecanismo de accion bioestimulante directo de los AHS en las plantas.
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