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Resumen

A la zona del suelo mas préxima a laraiz se le denomina Rizosfera, es el sitio donde
existe un mayor intercambio energético entre diferentes organismos incluyendo a
las plantas, las bacterias, los hongos, los nematodos, los virus, los protozoos y
algunos artropodos. Los organismos mas estudiados de esta zona son las bacterias,
mas especificamente las rizobacterias. Dentro de estas rizobacterias tenemos al
género Pseudomonas, bacterias gram-negativas que ademas de producir factores
de virulencia, tienen la capacidad de sintetizar metabolitos secundarios benéficos
para las plantas. Es por ello que estos microorganismos pueden comportarse como
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o como patégenos. La mayoria de
las especies de este género estan descritas como rizobacterias promotoras del
crecimiento por su capacidad de suprimir el crecimiento de fitopatdgenos, sintetizar
fitohormonas o inducir respuestas de defensa local o sistémica en la planta. En el
caso de Pseudomonas chlororaphis, se ha reportado en diversos estudios como
una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal. Sin embargo, en nuestro grupo
de trabajo se aisl6 una cepa de esta especie proveniente de un bosque de
pino/encino, la cual mostr6 ser patdgena para Arabidopsis thaliana. Para
profundizar en los mecanismos en este cambio de condicidon patogénica, en el
presente trabajo analizamos la interaccidon entre Pseudomonas chlororaphis 3T4-12
y Arabidopsis thaliana en diferentes concentraciones de sacarosa pues resultados
preliminares que esta podia modificar la condicidon patogénica. De manera
interesante, se observo que la condicion patogénica de Pseudomonas chlororaphis
3T4-12 cambia a una condicién promotora del crecimiento vegetal dependiendo de

la concentracion de sacarosa presente en el medio de interaccion.

Palabras Clave: Pseudomonas chlororaphis, patégeno vegetal, promocion del

crecimiento vegetal.



Abstract

The soil zone closest to the root is called rhizosphere and is the site where there is
a major energetic exchange between different organisms including plants, bacteria,
fungi, nematodes, viruses, protozoa and some arthropods. The most studied
organisms in this zone are bacteria, more specifically rhizobacteria. Among these
rhizobacteria we have the genus Pseudomonas, gram-negative bacteria that
besides producing virulence factors, have the ability to synthesize beneficial
secondary metabolites for plants. That is why these microorganisms can behave as
plant growth-promoting rhizobacteria or as pathogens. Most species of this genus
are described as growth-promoting rhizobacteria because of their ability to suppress
the growth of phytopathogens, synthesize phytohormones or induce local or
systemic defense responses in the plant. In the case of Pseudomonas chlororaphis,
it has been reported in several studies as a plant growth-promoting rhizobacterium.
However, in our work group, a strain of this species was isolated from a pine/oak
forest, which was shown to be pathogenic for Arabidopsis thaliana. To deepen in the
mechanisms of this change of pathogenic condition, in the present work we analyzed
the interaction between Pseudomonas chlororaphis 3T4-12 and Arabidopsis
thaliana in different sucrose concentrations, as preliminary results showed that
sucrose could modify the pathogenic condition. Interestingly, it was observed that
the pathogenic condition of Pseudomonas chlororaphis 3T4-12 changes to a plant
growth-promoting condition depending on the sucrose concentration present in the

interaction medium.

Key words: Pseudomonas chlororaphis, plant pathogen, plant growth promotion.



1.-Introduccién

A medida que la poblacion mundial aumenta, también crece la demanda de recursos
vegetales. Esto conlleva a diversos problemas ecolégicos, como la
sobreexplotacion de los suelos, el uso excesivo de plaguicidas y fertilizantes, las
sequias y la introduccién de especies invasoras que afectan el desarrollo de la flora
y faunalocal. Para reducir o resolver estos problemas, es prioritario buscar opciones
sustentables y ecoldgicas. En este sentido, una de las estrategias con mayor
perspectiva es el uso de agentes bioinoculantes, que consiste en microorganismos
utilizados para mejorar el desarrollo y rendimiento de los cultivos. Entre estos
agentes, se encuentran las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, como

las bacterias del género Pseudomonas (Lopez-Hernandez et al., 2022).

Las Pseudomonas son bacilos gram-negativos que se encuentran en todas las
regiones del mundo y han sido ampliamente estudiadas como especies
bioinoculantes para mejorar el rendimiento de los cultivos. Sin embargo, algunas
especies pueden ser patdégenas tanto para las plantas como para los seres

humanos, causando enfermedades intrahospitalarias.

Hasta la fecha, hay poca informacion que defina las razones por las cuales especies
del mismo género pueden ser beneficiosas o patdgenas, asi como los factores
ambientales que influyen en este comportamiento, especialmente si todas las
Pseudomonas comparten informacion genética para inducir mecanismos de

virulencia.

En este trabajo de tesis, se investigd la influencia de la sacarosa durante la
interaccién in vitro de Arabidopsis thaliana con Pseudomonas chlororaphis, una
bacteria que se ha descrito como promotora del desarrollo vegetal y, recientemente

patégena para las plantas.
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2.- Interaccién planta-microorganismo

2.1.- Rizosfera

Las interacciones bioldgicas, fisiolégicas y quimicas mas complejas suceden en la
rizosfera (Bais et al., 2006). Hiltner (1904) utiliza el término rizosfera por primera vez
al referirse al volumen de suelo en el que las raices de legumbres interactuaban con
las bacterias del suelo. En afios posteriores se ha ajustado el término como aquella
zona del suelo que se ve afectada por la raiz y ademas es compartida con
microorganismos (Darrah, 1993). El tamafio de la rizosfera puede variar
significativamente, pudiendo ser de varios milimetros de la superficie de la raiz
cuando hay nutrientes moviles como el nitrégeno a apenas 1 o 2 milimetros de la
superficie de la raiz en la presencia de nutrientes inmoviles como el fosfato (Bertin
et al., 2003). Las raices pueden afectar fisicamente la naturaleza del suelo al
aumentar su densidad, porosidad y dureza (Dexter, 1987). Asi mismo, las plantas
liberan compuestos biolégicamente activos llamados exudados que, cuando se
acumulan forman rizodepositos, los cuales representan del 5-21% de las fuentes
de carbono disponible en el suelo. Se ha establecido que 10% del carbono fijado
fotosintéticamente es secretado por las raices, convirtiendo a la rizosfera en una
zona ideal para el crecimiento de microorganismos (Gleba et al., 1999; Bais et al.,
2006, Baetz & Martinoia, 2014; Dakora & Phillips, 2002).

Los exudados incluyen compuestos de masa molecular variable, por ejemplo,
moléculas simples como aminoacidos, mono o disacaridos, acidos organicos y
compuestos fendlicos, asi como compuestos mayor peso molecular como
polisacaridos, proteinas, enzimas, terpenos y acidos grasos (Bais et al., 2006). La
cantidad y tipo de exudados secretados por la planta dependera del tipo de suelo,
de las necesidades de la planta y de los factores bi6ticos y abioticos. (Doornbos et
al., 2011). La produccion y liberacién de los compuestos a la rizosfera es incierta y
varia dependiendo de la edad de la planta, la composicion organica e inorganica de

los suelos y de la especie de la planta en cuestion.
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Figura 1. Mecanismo de captacion de nutrientes mediante la liberacién de exudados en la
rizosfera. (Dakora & Phillips, 2002). Mecanismo mediante el cual las plantas captan los nutrientes
como acidos organicos (OA), aminoacidos (AA) y compuestos fendlicos (Phe), liberados por los
microorganismos, a su vez la planta libera exudados a la rizosfera que son aprovechados por los
microorganismos

2.2.- Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

Los rizodepositos al ser ricos en carbono se convierten en la principal fuente de
alimento de diversos microorganismos (Fig. 2), como lo pueden ser
microorganismos patdégenos (nematodos, oomicetos, bacterias y hongos), que
tienen una relacion parasitica, microorganismos neutros en donde ninguna de las
partes se ve afectad; o bien microorganismos benéficos para la planta (Endo-,
ectomicorrizas, bacterias fijadoras de nitrégeno, bacterias y hongos promotores del
crecimiento vegetal) que tienen una relacién mutualista con la planta (Singh et al.,
2004, Raaijmakers et al., 2007).
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{Arirépodos|

Hongos|®

Figura 2. Interacciones de las plantas con diversos factores bioticos. (Hirsch et al., 2003)
Representacién de las interacciones que se dan de forma natural en la rizosfera entre las plantas y
otros microorganismos.

Dentro del grupo de microorganismos promotores del crecimiento vegetal se
encuentra un grupo mas especifico de bacterias denominadas PGPR por sus siglas
en inglés (plant growth promoting rhizobacteria), las PGPR son un grupo de
bacterias de vida libre que se encuentran en la rizosfera (Vallejo et al., 2017,
Hassan, 2019). Diversos géneros de bacterias son considerados PGPR, como
Bacillus, Azotobacter, Achromobacter, Azospirillum y Pseudomonas (Dorjey et al.,
2017; Vallejo-Ochoa et al., 2017; Jiménez-Vazquez et al., 2020; Gurikar et al., 2016;
Garcia-Cardenas et al.,, 2022). Los PGPR pueden mejorar el crecimiento y el
correcto desarrollo de las plantas por diferentes mecanismos estrechamente
ligados, incluyendo la fitoestimulaciéon, la biofertilizacién, el antagonismo de

patégenos o por induccion de respuestas de defensa.
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2.3- Fitoestimulacion

La fitoestimulacion se logra cuando las PGPR producen una serie de reguladores
del crecimiento vegetal como lo son auxinas y citocininas, las cuales a su vez
promueven el crecimiento de las plantas y modifican la arquitectura de la raiz (Bal
et al., 2013). Las auxinas son un tipo de fitohormonas que se producen por la misma
planta o pueden ser captadas del entorno. Diferentes estimulos ambientales como
la disponibilidad de nutrientes o agua activan la produccion de auxinas endégenas
gue promueven el crecimiento de la raiz, inducen la produccion y el crecimiento de
raices laterales (Himanen et al., 2002, Ortiz-Castro et al., 2009). Las citoquininas
son otro tipo de fitohormonas derivados de las purinas que promueven y mantienen
la divisién celular de las plantas en cultivos y también intervienen en varios procesos
de diferenciacion, como la formacion de brotes, el crecimiento de raices primarias y
la formacion de callos (Howell et al., 2003). Las plantas utilizan continuamente las
citocininas para mantener las reservas de células madre totipotentes en sus

meristemos de brotes y raices (Ortiz- Castro et al., 2009).

2.4.- Biofertilizacion

La induccion del desarrollo vegetal por biofertilizacion se debe a la capacidad de las
PGPR de alterar la biodisponibilidad de nutrientes. En el suelo existen una gran
diversidad de macro y micronutrientes que son necesarios para un correcto
desarrollo de las plantas. Sin embargo, muchos de estos no pueden ser asimilados

por diversas razones. (Baetz et al., 2014).

El nitrdgeno, ademas de ser el nutriente mas limitante, también es fundamental para
el desarrollo de las plantas, debido a que su deficiencia es una de las principales
causas de perdidas en los cultivos. El nitrégeno inorganico esta constituido por las
formas solubles como nitrito (NO2), nitrato (NO3) y amonio (NH4*) (Rutherford et al.,
2007). La principal entrada de nitrégeno a los ecosistemas es el N2 que se encuentra
en gran proporcion en la atmosfera, ocupando un 79%. Sin embargo, la mayoria de
las plantas superiores son incapaces de romper el triple enlace de esta molécula

(Celaya-Michel & Castellanos, 2011). Algunas PGPR mediante la accion de enzimas
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nitrogenasas son capaces de transformar el nitrégeno N. atmosférico en NH4,
aportando del 12-70% del contenido total de nitrégeno en las plantas (Kuan et al.,
2016), mientras que las bacterias rhizobias (Allorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium y Sinorhizobium) tienen como

caracteristica principal la fijacion de N2 en leguminosas (Vessey, 2003).

El fosforo es uno de los macronutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo
de las plantas. Es un nutriente, que, si bien se encuentra en grandes
concentraciones, la mayor cantidad de éste se encuentra en forma no asimilable
para las plantas, debido a que forma minerales de calcio o aluminio (Rodriguez &
Fraga, 1999; Goldstein et al., 1999). El fosforo puede estar presente en el suelo en
formas organicas, como producto de la descomposicion de materia vegetal, detritus
0 excreta animal, o bien, en forma inorganica, al formar precipitados poco solubles
como son los fosfatos de calcio y de aluminio en suelos alcalinos y acidos,
respectivamente (Ruiz-Herrera et al.,. 2015). Las bacterias solubilizadoras de
fosfato transforman los minerales de fosforo en fosfato, la forma quimicamente
asimilable y componente critico de diversas biomoléculas como el trifosfato de
adenosina, los fosfolipidos, los acidos nucleicos, asi como en reacciones de
fosforilacion de proteinas importante para la transduccion de sefiales en las células
(Sashidhar & Podile, 2010).

El hierro es otro nutriente esencial para las plantas, es insoluble en suelos neutros
y alcalinos, por lo que no esta disponible para las plantas. El hierro se considera un
elemento esencial para el desarrollo de las plantas, debido a que controla procesos
vitales como la respiracion, la fijacién del nitrégeno, la fotosintesis, la sintesis y
reparacion de nucleotidos, la homeostasis de los metales, la regulacion hormonal y
la produccion de clorofila, debido a su naturaleza redox-activa en circunstancias
biologicas (Kroh et al., 2020; Molnar, et al., 2023). El hierro en la rizosfera se
encuentra principalmente en su forma de Fe**, el cual en condiciones de alcalinidad
se precipita en forma de Oxidos, hidroxidos y oxihidroxidos que son muy poco
solubles. Por otro lado, en menores cantidades, el hierro se encuentra en estado de

oxidacion Fe?* en forma de silicatos ferromagnesianos, lo cuales son solubles y
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pueden ser asimilados por las plantas (Robin et al., 2008). Las PGPR tienen la
capacidad de producir sideréforos que toman el abundante y poco soluble Fe®* del
suelo, lo reducen a Fe?* que es soluble y puede ser asimilado por las plantas

(Valencia-Cantero et al., 2007).

2.5.- Respuesta de defensa

La respuesta sistémica inducida es un estado de mayor capacidad defensiva de una
planta bajo un estimulo adecuado (Van Loon, 1998). Cuando la planta detecta que
hay un posible agente patdégeno activa sus defensas. Las PGPR al ser bacterias no
patégenas no desarrollan un dafio en la planta, Unicamente mantiene las defensas
de la planta activas, o que desencadena una respuesta mas eficiente al encontrarse

con un patogeno real y aminorar el dafio (Annapurna et al., 2013).

2.6- Antagonismo

Las PGPR que tienen mecanismos antagonicos contra fitopatégenos reducen la
incidencia y la severidad de decesos en plantas (Beattie, 2006). Sus mecanismos
antagonicos se basan en la sintesis de enzimas hidroliticas, como quitinasas,
proteasas y lipasas, que pueden lisar células fungicas patdégenas (Neeraja et al.,.
2010; Maksimov et al.,. 2011), por la competencia de nutrientes y colonizaciéon
adecuada de nichos en la superficie de la raiz (Stephens et al., 1993), la produccion
de sideroforos y antibidticos que afectan directa o indirectamente a los
fitopatdgenos, y mediante la produccion de sideréforos que son moléculas capaces
de quelar el hierro del medio circundante y de esta manera dejar a otros
microorganismos fuera del nicho (Beneduzi, 2012). Ademas, se ha descrito que las
PGPR son capaces de producir compuestos que atacan directamente contra
fitopatdgenos que son principalmente: fenazinas, pioluteorina, phloroglucinol,

lipopéptidos, pirrolnitrina y acido cianhidrico (HCN) (Haas & Défago, 2005).
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3.- Pseudomonas

Este es un género de bacterias gramnegativas y estan distribuidas por todo el
mundo. Principalmente, el grupo descrito como Pseudomonas fluorescentes,
representado las especies Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas chlororaphis,
Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae y Pseudomonas aeruginosa,
producen un gran espectro de moléculas antibidticas, presentan motilidad con un
flagelo polar y la capacidad de producir un pigmento amarillo soluble en agua (Sutra
et al.,, 1997; Dorjey et al., 2017). Si bien de manera general se consideran a las
bacterias del género Pseudomonas como PGPR, existen excepciones como
algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa o Pseudomonas syringae, que se han
estudiado ampliamente por sus efectos fitopatdgenos. Por otro lado, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida y Pseudomonas chlororaphis son estudiadas por
sus capacidades de mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas (Ortiz-Castro
et al.,, 2009). Su contribucibn como promotora de crecimiento de vegetal se ha
establecido por los diferentes mecanismos que activa, incluyendo la reduccion de la

incidencia de enfermedades de las plantas (Haas & Défago, 2005).

Las bacterias del género Pseudomonas son capaces de producir factores de
virulencia que son aquellos mecanismos que trabajan individualmente o en conjunto
y le permiten a una bacteria producir invasion, infeccion, modulacion de la respuesta
inmune a su favor y dificultad en el tratamiento contra ellas (De La Calle et al., 2012).
Como factores de virulencia se consideran los siguientes: Factores de virulencia

estructurales y factores de virulencia excretados por la bacteria.

3.1.- Factores de virulencia estructurales celulares

3.1.1- Lipopolisacéridos
Son moléculas incrustadas en la membrana, conformadas por una porcién
glicolipidica, denominada lipido A, un oligosacarido central y un polisacarido de

cadena O, el cual esta por fuera de la membrana e interactta con el medio ambiente
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(Bystrova et al., 2004). En el grupo de Pseudomonas promotoras del crecimiento
vegetal, los lipopolisacaridos desempefian un papel importante en la induccién de
la resistencia sistémica en las plantas (Zdorovenko et al., 2015). Pero la amplitud
de su estudio se restringe a las especies patdgenas antes mencionadas,
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas syringae, donde su funcién principal se
ha descrito como responsable de la adhesion y colonizacién a la célula huésped
(Paz-Zarza et al., 2019).

3.1.2.- Flagelo

En Pseudomonas chlororaphis como el resto de las bacterias gramnegativas, su
flagelo estd conformado por una membrana, un gancho y el filamento de flagelina
(Chevance et al.,, 2008). El gancho es una estructura flexible que conecta a la
membrana con la estructura rigida de flagelina, esto permite al flagelo rotar y
propulsar a la bacteria dando como resultado la motilidad tipo “Swimming”. Su
principal funcion es la respuesta a sefiales quimiotacticas y junto a los pilis colonizar

zonas con un gradiente quimico mayor (Bouteiller et al., 2021; Sampedro, 2014).

3.1.3.- Pilis

El pili es una estructura en forma de pelo asociada a la adhesién bacteriana y
relacionada con la colonizacion y la infeccion bacterianas. Los pilis se componen
principalmente de proteinas pilinas oligoméricas, que se disponen helicoidalmente
para formar un cilindro. La arquitectura de los pilis varia desde fibras delgadas y
retorcidas en forma de hilo hasta varillas gruesas y rigidas con pequefios orificios
axiales (Xuedong and Yuging 2015; Dhakal et al., 2015).

3.1.4.- Alginato
El alginato es un tipo de exopolisacarido formado por los monémeros &cidos L-
glucurénico y D-manuroénico unido por un enlace -1,4 (Evans & Linker 1973). El

alginato ademas de ser un factor de virulencia critico para Pseudomonas. Es un
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polimero viscoso que tiene actividad antifagocitica, debido a que rodea a la bacteria,
bloqueando los receptores de las células fagociticas y obstruyendo la opsonizacién
(Rehman & Rehm 2013). El alginato tiene funcién adhesiva, reduce la efectividad
de los antibiéticos y si bien no es indispensable para la formacion de la biopelicula,

su ausencia modifica la estructura de ésta (Wozniak et al., 2003).

3.1.5.- Exopolisacaridos de tipo psl

La funcion principal de este polisacarido es la formacion de la biopelicula en
conjunto con el alginato. Los exopolisacéaridos de tipo psl se fabrican a partir de un
conjunto de precursores de nucleétidos que incluyen GDP-D-manosa, UDP-D-
glucosa y dTDP-L-ramnosa (Byrd et al., 2009). Si bien el estudio de los
exopolisacaridos como factores de virulencia se limita a las especies patdgenas,
principalmente a Pseudomonas aeruginosa (Zhao et al., 2013), investigaciones
recientes describen el grupo de genes necesarios para la biosintesis de
exopolisacaridos de tipo psl en Pseudomonas chlororaphis (Heredia-Ponce et al.,
2020).

3.1.6.- Formacioén de biopelicula.

Las biopeliculas constituyen el entorno normal de las colonias bacterianas que
ademas de agua y células microbianas que constituyen el 97% de la biopelicula, la
matriz de la biopelicula es un complejo de polimeros secretados, nutrientes y
metabolitos, productos de la lisis celular e incluso particulas y detritus del entorno
inmediato (Christensen, 1989; Sutherland, 2001). Los polisacaridos agregativos psl
y pel, celulosa y alginato determinan la estructura y condiciones inmediatas de la
biopelicula en las bacterias del género Pseudomonas. Esto puede afectar a la
porosidad, la densidad, el contenido de agua, la hidrofobicidad y la estabilidad
mecanica (Flemming & Wingender, 2002; Ethan et al., 2012). El estudio de la
biopelicula de Pseudomonas aeruginosa es usado como paradigma para el resto
de las especies de Pseudomonas. Una vez que la bacteria se ha adherido

irremediablemente a una superficie (inerte, tejido o célula) comienza el proceso de
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maduracion de la biopelicula (Dunne, 2002). Cuando la biopelicula ha madurado,
se ven afectadas diferentes caracteristicas de las bacterias como las tasas de
crecimiento, el patrén de genes expresados y el aumento de la resistencia a agentes

desinfectantes y antibioticos (Rollet et al., 2008).

3.2.- Factores de virulencia excretados por la bacteria

3.2.1.- Ramnolipidos

Estos compuestos fueron descubiertos por primera vez en Pseudomonas
aeruginosa y estan conformados por una o dos moléculas de ramnosa ligados a uno
0 dos B-hidroxi acidos grasos (Lang & Wullbrandt, 1999). Los ramnolipidos
modifican la produccion y la estructura de la biopelicula, ademas de permitir y

facilitar la movilidad de tipo “swarming” (Davey et al., 2003; Tremblay et al., 2007).

En una investigacion realizada hace dos décadas, Gunther (2005), describe por
primera vez la produccion de mono-ramnolipidos en Pseudomonas chlororaphis.
Posteriormente, se encontré un gen heterélogo de Pseudomonas aeruginosa en
algunas cepas de Pseudomonas chlororaphis (rhIC) por lo que se descubrié que
también es capaz de producir, aunque en bajas cantidades di-ramnolipidos
(Solaiman et al., 2015).

3.2.2.- Pioverdina y pioquelina

La pioverdina es el sideroforo principal de las bacterias del género Pseudomonas,
y tienen una alta afinidad por el hierro (Meyer et al.,, 1996). La pioverdina de
Pseudomonas es un sideroforo conformado por una cadena peptidica y un
cromoforo. Los sideréforos son moléculas especializadas en la captacion de hierro,

un nutriente esencial para el crecimiento bacteriano (Schalk, 2008).

La pioquelina es un sideroforo fendlico que contiene dos anillos heterociclicos
(Ankenbauer, et al., 1986). El mecanismo de captacion es similar que, para la

pioverdina. El mecanismo por el cual los sider6foros se consideran un factor de
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virulencia es porque aportan estabilidad a la estructura de la biopelicula
contribuyendo a la proteccion y virulencia; por otro lado, toman el hierro del medio
circundante dejando a las células del huésped desprovistas de este nutriente (Kyle
et al., 2014; Diaz-Pérez et al., 2022).

3.2.3.- HCN

El &cido cianhidrico (HCN) es descrito como un factor de virulencia que actiia como
un inhibidor directo de la cadena respiratoria, al interferir con la citocromo c oxidasas
y otras reacciones enzimaticas metdlicas, lo que conduce a una inhibicién letal de
las cadenas de transferencia de electrones que producen energia ( Goldfarb and
Margraf., 1967; Blier et al., 2012). El cianuro es una sustancia altamente toxica que
puede causar dafios en los tejidos neuronales de mamiferos, y. se acumula en
infecciones por Pseudomonas aeruginosa en quemaduras y pacientes con fibrosis
quistica (Ryall et al., 2008; Chowdhury et al., 2016).

Diversos estudios demuestran que Pseudomonas chlororaphis es capaz de producir
el &cido cianhidrico y que ademas es uno de los responsables del comportamiento
patdgeno de Pseudomonas chlororaphis sobre Caenorhabditis elegans (Nandi,
2015; Jain & Pandey, 2016).

3.2.4.- Fenazinas

Las fenazinas comprenden un extenso grupo de moléculas heterociclicas
nitrogenadas. Se han descrito cerca de cien fenazinas de origen natural, producidas
casi exclusivamente por eubacterias. Los principales efectos patdégenos o
competitivos se atribuyen a la capacidad de producir especies reactivas de oxigeno
(EROs) (Mavrodi et al., 2006; Pierson & Pierson, 2010).

Como se menciond anteriormente, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens y Pseudomonas chlororaphis son los principales productores de
fenazinas (Gross, & Loper, 2009). La fenazina mas representativa es la piocianina

(PYO), y fue descubierta en Pseudomonas aeruginosa, se ha descrito como un
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factor de virulencia, pues tiene un potencial redox, durante la respiracion, al reducir

el oxigeno en el ion superdxido (Marrez & Haitham, 2020).

Las bacterias de la especie Pseudomonas chlororaphis son capaces de producir
fenazinas como el &cido fenazina-1-carboxilico (PCA), el &cido 2-hidroxifenazina-1-
carboxilico (20H-PCA), la 2-hidroxifenazina (2-OHPHZ) (Pierson & Thomashow,
1992) y la fenazina-1-carboxamida (PCN) (Chin-A-Woeng et al., 1998).

3.3.- Sistema de quorum sensing

La gran mayoria de los factores de virulencia mencionados anteriormente estan
regulados por el sistema jerarquico de quorum sensing (QS). El sistema de QS fue
descrito por primera vez en Vibrio fischeri, una bacteria capaz de producir
bioluminiscencia cuando la densidad bacteriana es elevada (Nealson & Hastings,
1979; Gonzalez & Keshavan, 2006). La bioluminiscencia es regulada por el sistema
Luxl-LuxR, el cual pertenece a la red de sefializacion de QS. Luxl sintetiza la sefial
gue es una acil-homoserina lactona (AHL) de seis carbonos, 3-oxo-hexanoil-HSL. A
medida que las AHL se acumulan, llevan a la unién y activacion de su regulador
especifico LuxR (Fuqua, C et al.,, 2001 Losick, R., & Kaiser, D. 1997). El LuxR
activado, actta como factor de transcripcion que se une al ADN, reclutar a la ARN
polimerasa y asi aumentan la expresion de genes relacionados con la

bioluminiscencia (Gonzalez & Keshavan, 2006).

P. aeruginosa tiene cuatro sistemas de QS de tipo Luxl-LuxR (Las, Rhl, Pgs e Igs).
LasR y RhIR son los circuitos reguladores mas dominantes. En el sistema Las, Lasl
es la sintasa autoinductora que media en la sintesis de N-3-oxododecanoil-L-
homoserina lactona (OdDHL) (Kahlon, 2016; Kariminik et al., 2017). Lasl se une al
activador transcripcional LasR, creando un complejo que regula especificamente la
transcripcion de genes de virulencia involucrados en dafio de la célula huésped.
(Lee y Zhang, 2015; Kahlon, 2016).

Por otro lado, el sistema Rhl sintetiza el autoinductor N-butiril-L-homoserina lactona

(C4-HSL, BHL), que forma un complejo con la proteina activadora RhIR (Kariminik
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et al.,, 2017; Kostylev et al., 2019). Este circuito regula la produccién de
ramnolipidos, la produccién de lectinas, PYO, HCN, pioverdina y pioquelina (Kahlon,
2016; Kariminik et al., 2017; Thi et al., 2020).

En el sistema Pqs, el autoinductor es la 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) es
sintetizado junto a sus precursores por enzimas codificadas por el grupo de genes
pgsABCDE y son reconocidos por la proteina reguladora PgsR (Ahator y Zhang,
2014; Jurado-Martin et al., 2021). Al unirse PgsR con el promotor de pgsABCDE,
da como resultado la expresion de la proteina PgsE y a la vez retroalimenta para

inducir la expresion del gen rhiRI (McKnight et al., 2000).

En el sistema Igs el autoinductor es el 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehido (IQS)
sintetizado por el grupo de genes ambBCDE (Kahlon, 2016). Este sistema, al igual
gue los otros, esta bajo el control del sistema Las. Se ha reportado que 1QS bajo
diversas condiciones asume parcialmente las funciones del sistema Las vy, por lo

tanto, controla el sistema Rhly PQS (Lee et al., 2013).
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Figura 3. Los cuatro sistemas de deteccion de quérum en P. aeruginosa. (Schitz & Empting,
2018). Diagrama de los cuatro sistemas de quorum sensing descritos en Pseudomonas aeruginosa,
las, igs, rhly pgs y sus moléculas inductoras, OdDHL, N-(3-oxododecanoil) homoserina lactona; 1QS,
sefial integradora de deteccion de quérum; BHL, N-butiril-L-homoserina lactona; PQS, sefial de
guinolona de Pseudomonas.

Ortiz-castro et al,. (2011) estudiaron los efectos fitopatogenos de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 sobre Arabidopsis thaliana. En este reporte se describe que
Pseudomonas aeruginosa provocaba una reduccién importante en el crecimiento
de la raiz primaria y la produccion de biomasa en el follaje, ademas de que la planta
mostraba signos importantes de enfermedad. Interesantemente, mutaciones en los
genes inductores de QS; Lasl y Rhll, mostraban un deterioro mucho menor en la
planta, incluso aumentando de manera importante la produccion de biomasa en el
follaje y mejorando la salud de la planta en comparacion de la cepa silvestre. Esto
indica que los efectos patogénicos eran una consecuencia de la activacion de los
sistemas de QS y la produccion de factores de virulencia regulados por estos.
Posteriormente, se demostré que la fenazina PYO es un factor de virulencia
importante para Pseudomonas aeruginosa y la ausencia de esta disminuia de igual

forma la virulencia de Pseudomonas aeruginosa (Ortiz-castro et al., 2014).
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Mas tarde, Gonzalez et al., (2017) analizaron distintas cepas de Pseudomonas
aeruginosa, las cuales presentan mutaciones en genes relacionados con la
produccién de los sideréforos pioquelina y pioverdina en Arabidopsis thaliana. Se
descubrio que la reduccién en estos sideroforos disminuye los efectos fitopatégenos

y, por el contrario, se estimul6 la produccién de raices laterales.

Recientemente Diaz-Pérez et al., (2022) en su estudio sobre la influencia de los
sideréforos sobre la formacion de biopelicula, analizé distintas cepas mutantes de
Pseudomonas aeruginosa PAO1, incluyendo mutaciones en los sistemas de QS
Lasl y Rhll y de los genes relacionados en la produccion de biopelicula. Ellos
encontraron que el porcentaje de mortalidad sobre el nematodo C. elegans se ve
importantemente disminuido en estas mutantes, demostrando asi que la
patogenicidad de Pseudomonas aeruginosa sobre C. elegans era dependiente de

la produccion de estos factores de virulencia.

3.4.- El estatus nutrimental y su relacion con la produccion de factores de
virulencia en Pseudomonas

Las mutaciones en los genes inductores del QS no son el Unico factor que puede
disminuir la produccién de los factores de virulencia encargados de la patogenicidad
en las bacterias del género Pseudomonas. También se ha descrito que el estatus
nutrimental cambia la produccion de factores de virulencia; Van rij et al., (2004)
mostré que la concentracion de nutrientes y micronutrientes como el hierro,
magnesio, potasio, sodio y fosfatos en el medio de crecimiento en Pseudomonas

chlororaphis PCL1391, modificaban la produccion de la fenazina-1-carboxamida.

Chen et al,. (2020) probaron los efectos de la glucosa sobre diferentes cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de pacientes con fibrosis quistica. En este
estudio se encontrd que con alta concentracion de glucosa se reduce la produccion
de PYO, elastasa, la formacién de biopelicula y la motilidad de las bacterias. Esto
indica que la cantidad de fuente de carbono en el medio influye directamente sobre

la virulencia de Pseudomonas.
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3.5.- Otras Pseudomonas patoégenas

Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas syringae son las especies mas
reconocidas por su capacidad patogénica, mientras que especies como
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas chlororaphis son
conocidas por su capacidad de biocontrol y promocién de crecimiento vegetal. Sin
embargo, investigaciones recientes han demostrado que estas afirmaciones pueden
ser no del todo correctas. Pseudomonas aeruginosa PAOL1 se consideraba como un
fitopatdgeno estricto, sin embargo, Ortiz-Castro et al,. (2011) demuestra que la
patogenicidad de esta es dependiente del metabolismo y no siempre tiene ese

comportamiento patogénico.

En el caso de Pseudomonas putida, considerada anteriormente como una especie
no patogénica, en 1987 Anaissie et al,. descubrieron que puede tener efectos
patogénicos en humanos, causando septicemia pura o polimicrobiana y ademas
existiendo casos de neumonia donde se sospecha como el agente etioldgico a

Pseudomonas putida.

Afos atras Pseudomonas fluorescens era descrita como una rizobacteria promotora
del crecimiento vegetal estricta, pero se sospechaba de efectos patogénicos en
animales de sangre fria y causar infecciones letales en higados de aves (Anaissie
et al., 1987; Picot, 2001). Sin embargo, actualmente se conoce que puede causar
infecciones en boca, estbmago y pulmones en humanos. Si bien su virulencia no es
tan alta, se conocen al menos un caso de infeccién hepatica letal en humanos y dos
casos graves de bacteriemia producida por Pseudomonas fluorescens. Sus
mecanismos de patogenicidad aun no han sido esclarecidos por ello se desconocen
mas casos, sin embargo, se sospecha que es causante de muchos problemas mas

de salud en humanos (Scales, 2014; Biaggini, et al., 2015).

Por otro lado, para Pseudomonas chlororaphis ain no se ha reportado ningin caso
de infeccion en humanos. Sin embargo, una investigacion reciente demuestra que
Pseudomonas chlororaphis puede tener un efecto fitopatdbgeno en Arabidopsis

thaliana (L6pez-Hernandez et al., 2022).
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3.6.- Pseudomonas chlororaphis

Si bien Pseudomonas chlororaphis es una de las bacterias mas estudiadas por su
capacidad para potenciar el crecimiento de las plantas mediante la produccién de
auxinas como el 4cido indol acético (AIA) y las N-acil-homoserina lactonas, ademas
de competir por el hierro con otras bacterias potencialmente patdégenas por la
produccién de sideréforos, asi como agente de control bioldgico por su produccién
de compuestos antibiéticos (Ortiz-Castro et al., 2009, Gross et al., 2009; Dimkpa et
al.,, 2011), también puede producir moléculas con potencial fitotoxico asi como

diferentes factores de virulencia (Zhang et al., 2020; Bouteiller et al., 2021).

3.7.-Sistema de quorum sensing en Pseudomonas chlororaphis

El estudio de los sistemas de QS en otras Pseudomonas es limitado, sin embargo,
en Pseudomonas chlororaphis se han descrito dos sistemas tipo Lux llamados
Phzl/PhzR y Csal/CsaR (Pierson et al., 1994; Wood et al., 1997; Zhang & Pierson,
2001; Morohoshi et al., 2013).

El sistema Phzl/PhzR se ha observado y descrito como su funcion principal para la
regulacion de la produccion de fenazinas, mediante la activacion del grupo de genes
relacionados con la biosintesis de estas (Wood et al., 1997). El sistema de
Csal/CsaR es un sistema muy similar a al sistema RhllI/RhIR de Pseudomonas
aeruginosa y se relaciona a las propiedades de la célula bacteriana. Si bien los
aspectos especificos en los que interviene aun son desconocidos, se ha observado

gue esta relacionado con la colonizacién y supervivencia (Zhang & Pierson, 2001).

4.- Antecedentes

Pseudomonas chlororaphis es descrita como una bacteria no patdégena, sin
embargo, un estudio reciente muestra que puede tener un efecto fitopatégeno sobre

plantulas de Arabidopsis thaliana (Lopez-Hernandez, et al., 2022), esto presenta
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una contrariedad pues Pseudomonas chlororaphis no se habia reportado como un

patdégeno.

Efectos similares habian sido observados en Pseudomonas aeruginosa PAO1
considerada como un fitopatdgeno estricto, posteriormente se observé que
mutaciones en los genes inductores del QS en Pseudomonas aeruginosa revertia
su comportamiento patogénico en Arabidopsis thaliana por uno promotor del
crecimiento vegetal (Ortiz-Castro et al., 2011). Otro estudio reportd que
Pseudomonas aeruginosa en presencia de altas cantidades de glucosa sufria
perdida en la produccién de elastasa y PYO dos de los factores de virulencia mas
importantes para Pseudomonas aeruginosa (Chen et al., 2020), en la misma
Pseudomonas chlororaphis se reporto que la produccion de PCN se veia modificada
en distintas concentraciones de micro y macronutrientes en el medio de crecimiento
(Van rij, et al., 2004). Esto nos indica que el efecto patogénico observado en
Pseudomonas chlororaphis puede ser consecuencia de un cambio en el
metabolismo de esta. A pesar de que Pseudomonas chlororaphis no se habia
reportado como una bacteria patdégena, esta comparte un gran niamero de genes
relacionados a la biosintesis de factores de virulencia con Pseudomonas
aeruginosa, incluyendo los encargados de la produccion de ramnolipidos,
fenazinas, HCN, exopolisacaridos, sideréforos, también cuenta con factores
estructurales que le facilita la infeccion como los pilis, flagelo y la formacion de la
biopelicula que le dan el potencial para comportarse como un patdgeno.(Zhang et
al., 2020; Bouteiller et al., 2021; Heredia-Ponce et al., 2020; Solaiman et al., 2015;
Liu et al., 2021; Nandi, 2015; Gross, & Loper, 2009).

5.-Justificacion

Las bacterias del género Pseudomonas han sido descritas en su “mayoria” como
bacterias promotoras del crecimiento vegetal. En particular, Pseudomonas
chlororaphis se ha descrito como una rizobacteria promotora del crecimiento

vegetal. Sin embargo, un estudio reciente de nuestro grupo de trabajo report6 un
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comportamiento patogénico contra Arabidopsis thaliana. Por otro lado, en un
estudio preliminar observamos que la condicion patogénica/inductora depende de
la cantidad de fuentes de carbono (azucares) presentes en el medio de interaccion.
Por lo tanto, es de nuestro interés profundizar en los mecanismos que controlan el
cambio del estatus patogénico a promotor del desarrollo vegetal en la interaccion
de Pseudomonas chlororaphis - Arabidopsis thaliana en diferentes concentraciones

de sacarosa.

6.-Hipotesis

La concentracion de sacarosa en el medio de interaccion determina la condicion
patogénica o promotora de crecimiento vegetal de Pseudomonas chlororaphis sobre

Arabidopsis thaliana.

7.- Objetivos

7.1.- Objetivo general:
Evaluar el efecto de Pseudomonas chlororaphis en la interaccion con Arabidopsis

thaliana bajo distintas concentraciones de sacarosa en el medio.

7.2.- Objetivos particulares:
1) Evaluar el comportamiento de Pseudomonas chlororaphis sobre el desarrollo de

Arabidopsis thaliana con diferentes concentraciones de sacarosa.

2) Evaluar la produccion de factores de virulencia por Pseudomonas chlororaphis

en diferentes concentraciones de sacarosa.

3) Analizar los efectos de la sacarosa sobre la expresion de genes relacionados con

la produccion de factores de virulencia por Pseudomonas chlororaphis.
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8.-Materiales y métodos

8.1.-Crecimiento y desarrollo de las plantas

Para los experimentos se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre
Col-0y las lineas transgénicas: DR5:GUS, PR-1::GUS, LOX2::GUS (Ulmasov, et al.,
1997). Las semillas de Arabidopsis thaliana se desinfectaronsuperficialmente con
etanol al 96% (v/v) durante 5 minutos, seguido de cloro al 20% (v/v) durante 7
minutos y cinco enjuagues con agua destilada estéril. Las semillas se almacenaron
a 4 °C durante 48 h con la finalidad de sincronizar la germinacién. Tiempo
transcurrido, las semillas se colocaron sobre la superficie de un medio de agar 0.2X
Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) en placas Petri, colocadas en
una camara de crecimiento a 21 °C, con un fotoperiodo de 16/8 horas de
luz/oscuridad. Siete dias después de la germinacion, las plantulas se transfirieron a
un medio fresco de agar MS 0.2X suplementado con 0.6%, 1.2% 1.8% y 2.4% de
sacarosa, en presencia o ausencia de una estria realizada con un asa bacterioldgica
nicromo calibrada a 1 yL de Pseudomonas chlororaphis, la cual fue crecida a partir
de un precultivo incubado 24 horas antes a temperatura ambiente en medio de
cultivo para bacterias Luria-Bertani (LB). En la presencia de la bacteria, la raiz
primaria se colocé sobre el estriado y se analiz6 la biomasa y la arquitectura de la
raiz 7 dias después de la transferencia en ambas condiciones. Las medicionesde la
longitud de la raiz primaria se realizaron con una regla, mientras que el numero de
raices laterales se conté con un estereomicroscopio Leica L2. El peso fresco se

determin6 usando una balanza analitica.

8.2.-Cepa bacteriana

La cepa de Pseudomonas chlororaphis utilizada en este estudio fue proporcionada
por el laboratorio de “Microbiologia Ambiental” del INECOL, las bacterias fueron
aisladas de un Bosque de Pino/Encino cercano a la comunidad de Ajuno,
Michoacan. La cepa fue llamada Pseudomonas chlororaphis 3T4-12 vy

caracterizada mediante la secuenciacion del gen que codifica para el ARN
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ribosomal 16s, presentando un 95% de homologia con la cepa Pseudomonas

chlororaphis subsp. aureofaciens NBRC 3521.

8.3.-Determinacién histoquimica de la actividad GUS

Se utilizaron plantulas de Arabidopsis thaliana que expresaban el promotor sintético
DR5::GUS, PR-1::GUS, LOX2::GUS que responden a las rutas hormonales de
auxinas, del acido salicilico y del acido jasmaonico respectivamente, para estudiar la
respuesta en las interacciones directas raiz-bacteria. Las plantulas transgénicas se
sumergieron en una solucién de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurénico (X-Gluc)
en buffer de fosfato sédico 100 mM, pH 7, suplementado con 2 mM K4 Fe(CN)s y 2
mM Kz Fe(CN)s a 37 °C y se incubaron durante la noche. El aclaramiento de los
tejidos se realizd colocando las plantulas en 2 ml de solucién con metanol al 20%
(v/iv) y HCI 024 N, incubando a 60 °C durante 45 min; después de retirar
cuidadosamente la solucién utilizando una punta de micropipeta de 1 ml, se afiadio
NaOH al 7% para cubrir las plantulas y se mantuvo a temperatura ambiente durante
30 min. A continuacién, se desecho la solucion y las plantulas se lavaron con etanol
al 40%, 20% y 10% (v/v) durante 30 min cada una y, finalmente, se almacenaron
con glicerol al 50% (v/v) a 4 °C (Malamy & Benfey, 1997). Se tomaron imagenes

representativas utilizando el estereomicroscopio Leica L2.

8.4.-Determinacion de los factores de virulencia

A partir de un cultivo en liqguido de Pseudomonas chlororaphis, se afiadieron 30 uL
a medio LB fresco, donde se igualaron las concentraciones de sacarosa utilizados
en los experimentos anteriores, se incubaron durante 48 horas a temperatura
ambiente y posteriormente se centrifugé a 13500 rpm en una centrifuga Thermo
scientific ST 16R con un rotor Thermo scientific FiberLite F15-6x100y , para obtener

el sobrenadante libre de células.

8.4.1.-Pioverdina
Se afadieron sobrenadantes libres de células (100 pL) de Pseudomonas
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chlororaphis con 900 yL de una solucién de piridina/acido acético (piridina 50
mM, &cido acético 50 mM, pH 5.0) y se mezclaron. La absorbancia se midio
espectrofotométricamente a 380 nm, y la cuantificacion se realizé utilizando el
coeficiente de extincién molar (€) de la piridina 16.500 M-1 cm-1 (Hoegy et al.,
2014).

8.4.2.-Ramnolipidos
Se utilizaron sobrenadantes libres de células obtenidos de cultivos de
Pseudomonas chlororaphis cultivadas a 37 °C durante 48 h se utilizaron para
cuantificar ramnolipidos utilizando el método orinal-ramnosa basado en una curva
estandar de ramnosa que mide la absorbancia a 421 nm en un espectrofotometro
(Wang Q et al., 2007).

8.4.3.-Fenazinas

La concentracion de fenazinas se estimo utilizando un método colorimétrico que
mide los compuestos oxidados por piocianina. Un mililitro del sobrenadante libre de
células se mezclo con 1 mL de cloroformo, y la fraccion organica se recogio y se
mezcl6 con 1 mL de HCI 0.2 N. A la fraccidén organica se le midio la absorbancia a

520 nm en un espectrofotometro (Gonzélez et al., 2017).

8.5.- RT-qPCR

El ARN total de los cultivos de cepas de Pseudomonas chlororaphis se obtuvo tras
7 dias de crecimiento en interaccion con Arabidopsis thaliana. Se utiliz6 para
obtener ADNc mediante transcriptasa inversa Superscript Il utilizando hexameros
aleatorios inversos (Invitrogen) en un volumen de reaccion de 20 uL para 1 ug de
material de ARN, segun las instrucciones del fabricante. La reaccion resultante se
diluyé a 40 pL, y se afadieron 2 uL a una mezcla de reaccion gqPCR SYBRGreen
que contiene 5 yL de mezcla maestra de PCR, 0.5 uL de oligos directo y reverso
para los genes a evaluar: rpoS (5-3: CTATGTCAATCGCGGACTGT 3-5
AGGTAGACGTTGAGCTCCTT), phzH (5-3 CGAGGTGTACAACCACGATG 3'-5°

32



GATGGACTTGATCTCCGAGC), rhlA (5-3' GAGGTCAATCACCTGGTCTC 3’-5’
TGATGGTTGCTGGCTTTCAG), pslA (5-3° ATATCTTCAGCAACCGCCTG 3-5
GTGGTTGCGTACCAGGTATT) y agua estéril desionizada hasta un volumen final
de 10 L. La reaccion qPCR se realiz6 en un termociclador ABI StepOne (Applied
Biosystems) con el programa de ciclos térmicos 95 °C durante 2 min, 40 ciclos de
95 °C durante 5 sy 60 °C durante 30 s. El producto seexaminé rutinariamente
utilizando una curva de disociacién como sugiere Applied Biosystems, y la cantidad
de transcripcion se compard con el método de Ct relativo conel gen rpoS como
control interno de referencia. Se utilizé el método 2-AACq para analizar los datos
experimentales de los genes phzH, pslA, rhlA.

8.6.-Suplementacion quimica con una fenazina exdgena
Para complementar la menor produccion de fenazina en la concentracion mas alta
de sacarosa, se anadieron 4 ug/ml de piocianina a placas de medio de agar 0.2 X

MS con tratamientos contrastantes de sacarosa 0.6 %y 2.4 %.

8.7.-Andlisis estadistico

Los datos globales de todos los experimentos se analizaron estadisticamente con
el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPadSoftware Inc.). Se realizaron analisis
de varianza de una via (ANOVA) con pruebas post hoc de Tukey para determinar

las diferencias estadisticas de los tratamientos.
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9.-Resultados

9.1- La sacarosa modifica el comportamiento patogénico de Pseudomonas
chlororaphis ante Arabidopsis thaliana

Para evaluar el efecto de Pseudomonas chlororaphis sobre Arabidopsis thaliana,
se germinaron semillas de Arabidopsis thaliana en medio Murashige-shoog (MS)
0.2X, 7 dias posteriores a la siembra se transfirieron a placas frescas de agar MS
0.2X suplementadas con 0.6% 1.2%, 1.8% y 2.4% de sacarosa estriadas
previamente con Pseudomonas chlororaphis y en la ausencia de esta, para
finalmente ser incubadas durante siete dias adicionales (Fig. 4 a-b). Nuestros
resultados muestran que las plantas de Arabidopsis thaliana inoculadas con
Pseudomonas chlororaphis en comparacion con las no inoculadas bajo
condiciones de 0.6% de sacarosa tienen sintomas de enfermedad, representado
por los sintomas de clorosis o amarillamiento del follaje y en correlacién peso
fresco de la planta se reduce significativamente. Las plantas no inoculadas
crecidas bajo las diferentes condiciones de 1.2%, 1.8% y 2.4% de sacarosa tienen
una induccién en el crecimiento de la raiz primaria y en la formacion de raices
laterales en comparacion con las crecidas en 0.6% de sacarosa (Fig. 4 cy d). De
manera sobresaliente las plantas en interaccion con la bacteria en 1.8% y 2.4% de
sacarosa, no mostraron sintomas de enfermedad, por el contrario, se observan

follajes sanos con un peso fresco igual al de las plantas no inoculadas (Fig. 4 e).

Andlisis detallados en el sistema radicular muestran que la inhibicion del
crecimiento esta estrechamente relacionada con una mayor colonizacion de la raiz
primaria. Bajo concentraciones de 0.6% y 1.2% de sacarosa existe una mayor
formacion de biopelicula y que se extiende por toda la raiz, por su parte en las
concentraciones de 1.8% y 2.4% de sacarosa la biopelicula disminuye y esta
contenida en el margen de la punta de la raiz (Fig. 5 a y b). Adicionalmente en las
concentraciones de 1.8% y 2.4% de sacarosa se observan cambios significativos

en la formacién de raices laterales (Fig. 5 c y d)
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Figura 4. Arabidopsis thaliana en interaccion con Pseudomonas chlororaphis en respuesta a
diferentes concentraciones de sacarosa. Imagenes del desarrollo de las plantulas de Arabidopsis
thaliana en cajas Petri sin inocular (a) e inoculadas con Pseudomonas chlororaphis (b). Graficas de
la longitud de la raiz primaria (c), el nUmero de raices laterales (d) y peso fresco del follaje (e). Las
barras representan la media + EE de 18 plantulas en 3 experimentos diferentes de los tratamientos
indicados, letras diferentes indican diferencias estadisticas determinadas mediante ANOVA de una
via, seguido de un analisis post hoc de Tukey (P < 0,05).

1.2% Sac 1.8% Sac

0.6% Sac 2.4% Sac

Figura 5. Andlisis de la raiz de Arabidopsis thaliana en interaccion con Pseudomonas
chlororaphis. Imagenes amplificadas del follaje de Arabidopsis thaliana de plantulas no inoculadas
(&) e inoculadas (b), imagenes amplificadas de raiz de Arabidopsis thaliana en plantulas no
inoculadas (c) y las inoculadas (d).
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De forma interesante, a los 21 dias de interaccion comparando el desarrollo de las
plantas no inoculadas con las inoculadas bajo condiciones de 0.6% de sacarosa el
desarrollo tanto del follaje como del sistema radicular esta severamente afectado
y las plantas estdn completamente colonizadas por la bacteria. En contraste, las
plantas inoculadas con Pseudomonas chlororaphis bajo condiciones de 2.4% de
sacarosa muestran follajes iguales a las plantas no inoculadas y resalta un
desarrollo exacerbado del sistema radicular por una mayor formacién de raices

laterales (Fig. 6).
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Figura 6. Evaluacion del efecto de la bacteria sobre el desarrollo de la planta a mayor tiempo
de interaccién. Efecto de condiciones contrastantes de sacarosa en plantulas no inoculadas (a) e
inoculadas (b) con Pseudomonas chlororaphis 21 dias después de la interaccion Gréfica del peso
fresco total (c). Las barras representan la media + EE de 18 plantulas en 3 experimentos diferentes
de los tratamientos indicados, letras diferentes indican diferencias estadisticas determinadas
mediante ANOVA unidireccional, seguido de un analisis post hoc Tukey (P < 0,05).
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9.2.- La percepcién de sacarosa por Pseudomonas chlororaphis modifica su
comportamiento patogénico.

Como el desarrollo de las plantas se ve favorecido al incrementar la cantidad de
sacarosa en el medio cuando no esta en interaccién con la bacteria (Fig. 6 a), es
posible que los efectos asintométicos en 2.4% de sacarosa durante la interaccion
con Pseudomonas chlororaphis se deban al vigor de las plantas mas que a un
cambio en el comportamiento de la bacteria. Para elucidar estas dos posibilidades,
los experimentos de interaccion se modificaron siendo ahora los follajes de la planta
los que perciben con las concentraciones contrastantes de sacarosa, mientras que
la interaccion de la bacteria con la raiz de la planta se lleva a cabo bajo 0.6% de
sacarosa. Como resultados se puede observar que en comparacion con los follajes
en 0.6%, la percepcion de la de sacarosa por el follaje induce el crecimiento y la
ramificacion de la raiz primaria cuando las plantas no estan inoculadas (Fig. 7 a).
Sin embargo, cuando las plantas estan inoculadas, el desarrollo disminuye tanto en
las plantas cuyo follaje esta bajo condiciones de 0.6% de sacarosa como en las que
estan bajo condiciones de 2.4% de sacarosa (Fig. 7). Estos datos demuestran que
el comportamiento patogénico o agonista de Pseudomonas chlororaphis hacia la

planta depende de la cantidad de sacarosa que la bacteria percibe en el medio.

39



e [ Noinoculadas

M ~ chiororaphis

a 0.6% Sac 2.4% Sac
== T ==

(&)

a
T

S
T

b
-

N [
T T

Longitud de raiz primaria (cm)

d
1
0.6% Sac 2.4% Sac
Concentracion de sacarosa (%)

-
N>

0]
g :
©10f
0]
—
©
= gl
0]
]
9]
G oF
—
0 b
T 4t b
o b
—
0]
E 2r
=)
Z

0.6% Sac_ 2.4% Sac

Concentracion de sacarosa (%)
20
= a
Sl a
T | T
S
S1of b b
o
O
%]
Qo
o
1
0.6% Sac 2.4% Sac

Concentracién de sacarosa (%)

Figura 7. Desarrollo de Arabidopsis thaliana con diferente concentracién de sacarosa y
cuando Pseudomonas chlororaphis no puede percibir la sacarosa. Fotografias de plantulas de
Arabidopsis thaliana sin inocular (ay c) e inoculadas (b y d), suplementadas con las concentraciones
indicadas de sacaros en el follaje. Gréfica de la longitud de la raiz primaria (e), el nUmero de raices
laterales (f) y el peso fresco del follaje (g). Las barras representan la media + EE de 18 plantulas en
3 experimentos diferentes de los tratamientos indicados, letras diferentes indican diferencias
estadisticas determinadas mediante ANOVA unidireccional, seguido de un andlisis post hoc Tukey
(P <0,05).

40



9.3.- La sacarosa inhibe la produccion de factores de virulencia de
Pseudomonas chlororaphis

Los resultados anteriores muestran que la percepcién de la cantidad de sacarosa
pudiera estar modulando la produccion de factores de virulencia por parte de la
bacteria. Por lo tanto, se midieron los factores de virulencia de los cultivos
bacterianos, creciendo en los tratamientos contrastantes de sacarosa de menor
concentracion (0.6 %) y de mayor concentracion (2.4 %). Se evalué la cantidad de
pioverdina, de ramnolipidos y de las fenazinas en los sobrenadantes de los cultivos
de 48 horas. Se determind que la produccion de fenazina disminuye
significativamente en la mayor concentracién de sacarosa, mientras que no hay

diferencias en la produccion de pioverdina y ramnolipidos (Fig. 8 a-c).

Adicionalmente, mediante RT-gPCR se analizé la expresion de los genes rhlA,
phzH, pslA de Pseudomonas chlororaphis en co-inoculacion por 7 dias con
Arabidopsis thaliana. El gen phzH, participa en la biosintesis de fenazina-1-
carboxamida y en nuestro estudio se encontré que la expresion de este gen esta
elevada en condiciones de 0.6 % de sacarosa en relacion con el gen de control rpoS
y en comparacion con su expresion en 2.4 % de sacarosa (Fig. 8d). Se observo un
comportamiento similar en la expresion de pslA (Fig. 8e), un gen que codifica una
glicosil transferasa implicada en los exopolisacaridos necesarios para la formacion
de biopeliculas (Byrd et al., 2009). Por su parte rhlA, un gen involucrado en la
biosintesis de ramnolipidos no mostré diferencias significativas en su expresion en
comparacion con el gen control (Fig. 8f). Estos datos son consistentes con la
sobreproduccion de fenazinas en bajas concentraciones de sacarosa y consistentes
con el pobre desarrollo de la biopelicula en la colonizacion de la raiz primaria de
Arabidopsis thaliana en altas concentraciones de sacarosa. Estos resultados
sugieren gue, a una menor concentracion de sacarosa, Pseudomonas chlororaphis
sobreproduce fenazinas y exopolisacaridos y esto puede conducir a un aumento en
la patogenicidad observada de Pseudomonas chlororaphis sobre Arabidopsis

thaliana.
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Figura 8. Efecto de la sacarosa sobre la produccion de factores de virulencia y la expresién
de genes relacionadas a su biosintesis en P. chlororaphis. Se grafica la concentracion de
fenazinas (a), pioverdina (b) y ramnolipidos (c). Ademas, se grafica la expresion relativa a rpoS de
los genes phzH (d), pslA (e) y rhlA (f). Las barras representan la media + DE de 3 experimentos
diferentes de los tratamientos indicados, * indican diferencias estadisticas determinadas mediante T
test (P < 0,05).

9.4.- La piocianina reestablece la patogenicidad de Pseudomonas
chlororaphis en condiciones elevadas de sacarosa

Los resultados anteriores muestran que la biosintesis de fenazina se ve afectada y
puede ser un factor importante en la patogenicidad de Pseudomonas chlororaphis.
Para comprobar esto, se adicioné una fenazina exégena en el medio agar MS 0.2X
con concentraciones contrastantes de 0.6% y 2.4% de sacarosa. Cuando se
adiciona la fenazina exdgena (piocianina 4 ug/mL) en ausencia de la bacteria, se

muestra un acortamiento de la raiz primaria y un incremento en el nimero de raices
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laterales, pero no se observan diferencias significativas en la produccién de biomasa
a la concentracion de 0.6% de sacarosa. A 2.4% de sacarosa, la piocianina reduce
los pardmetros analizados, sin embargo, las plantas no muestran signos de
enfermedad en ninguna concentracién de sacarosa (Fig. 9 a, ¢, e y f). En los
ensayos de interaccion, la adicion de piocianina en 0.6% de sacarosa no induce
efectos aditivos o diferenciales comparado con las plantas interaccionando con
Pseudomonas chlororaphis bajo condiciones 0.6% de sacarosa, pero sin piocianina.
De manera importante las plantas inoculadas con Pseudomonas chlororaphis bajo
2.4% de sacarosa mas la adicién de piocianina muestran inhibicion del desarrollo,
asi como signos de enfermedad ocasionados por la bacteria en la planta como
aquellos que se observan bajo condiciones 0.6% de sacarosa. Estos resultados
demuestran que la produccién de fenazinas modulada por la concentracion de
sacarosa es un factor importante para la patogenicidad de Pseudomonas

chlororaphis.
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Figura 9. Efecto de la piocianina y la sacarosa en plantulas de Arabidopsis thaliana en
interaccion con P. chlororaphis. Se adiciono piocianina (Pyo) al medio MS en los tratamientos de
0.6 % y 2.4 % de sacarosa en las plantas no inoculadas (a) e inoculadas con Pseudomonas
chlororaphis (b), se realizé un acercamiento de 10 X para observar el follaje de las plantas no
inoculadas (c) e inoculadas (d). A demés se determind el nimero de raices laterales (e) y el peso
fresco del follaje (f). Las barras representan la media + EE de 18 plantulas en 3 experimentos
diferentes sembrados de los tratamientos indicados, letras diferentes indican diferencias estadisticas
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determinadas mediante ANOVA de una via, seguido de un andlisis post hoc de Tukey (P < 0,05).
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9.5.- Pseudomonas chlororaphis induce respuestas de defensay de
desarrollo en Arabidopsis thaliana.

Las caracteristicas benéficas de los PGPRs incluyen activar vias de defensa, asi
como de desarrollo. Para evaluar estas posibles respuestas inducidas por
Pseudomonas chlororaphis en Arabidopsis, se evalué la expresiéon de los
marcadores genéticos PR1::GUS, LOX2::GUS y DR5::GUS, los cuales monitorean
la actividad de las vias del acido salicilico, del acido jasmonico y de las auxinas
respectivamente. Los resultados muestran que comparando con las plantas no
inoculadas (Fig. 10 a, c y e), Pseudomonas chlororaphis induce la expresiéon de los
tres marcadores genéticos a la concentracién de 0.6% de sacarosa, mientras que
a 2.4 % la expresion de LOX2::GUS y de DR5::GUS se potencia, no asi la
expresion de PR1::GUS (Fig. 10 b, d y f). Estos datos concuerdan con los
reportados donde Pseudomonas chlororaphis induce respuestas deseadas en la
planta para contender y desarrollarse mejor en condiciones adversas, dichas
respuestas mejoran en las plantas interaccionado bajo condiciones de alta

sacarosa.
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Figura 10. Activacién de las vias de sefializacion del &cido salicilico, &cido jasmdnico y
auxinicas de Arabidopsis thaliana por Pseudomonas chlororaphis. El efecto de Pseudomonas
chlororaphis sobre las vias de activacién de respuesta auxinica, acido salicilico y acido jasmonico
fue analizado mediante las lineas transgénicas de plantas no inoculadas(a, c, e) e inoculadas (b, d,
f) de DR5::GUS, PR1::GUS y LOX2::GUS respectivamente.
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10.- Discusion

Ante la demanda de recursos vegetales debido al incremento de la poblacién
mundial, el sector agricola enfrenta diversos retos para obtener un rendimiento
eficiente de las plantas en un entorno de constantes cambios bidticos y abidticos.
En particular, los productores recurren a practicas como la aplicacion de fertilizantes
y pesticidas quimicos para mejorar el desarrollo de los vegetales y combatir plagas.
Sin embargo, el uso excesivo de estos productos genera diversos problemas,
incluyendo el agotamiento de los suelos, la eutrofizacion de los mantos acuiferos y
la resistencia de plagas y patégenos. Una de las alternativas sostenibles para
mejorar el desarrollo de las plantas, incluso en suelos salinos, acidos o alcalinos, y
pobres en nutrientes, asi como para hacer frente a las condiciones de sequia y
proteger a las plantas contra los patdgenos, es el uso de PGPRs como una
alternativa sostenible (Jiménez-Velazquez et al., 2020; Abd El-Azeem et al., 2012,
Lopez-Hernandez et al., 2022; Cohen et al., 2015; Tanveer et al., 2023; Vardharajula
et al., 2011; Niu et al., 2011).

Existen diferentes géneros bacterianos que tienen especies representativas que
actuan como PGPRs, como Bacillus, Achromobacter, Azospirillum y Pseudomonas,
entre otros (Garcia-Céardenas et al., 2022; Jiménez-Veladzquez et al., 2020; Vallejo-
Ochoa et al., 2017; Lépez-Hernandez et al., 2022; Wu et al., 2022).

El género Pseudomonas esta representado por mas de 60 especies de bacilos
gram-negativos ubicuos, por lo que no es sorprendente que ademas de las especies
PGPR encontradas en el género Pseudomonas, como Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas brassicae, Pseudomonas lurida y Pseudomonas putida (Gross &
Loper 2009; Wu et al., 2022; Lopez-Hernandez et al., 2022; Tanveer et al., 2023),
también puedan encontrarse cepas patdgenas para las plantas, como la mas
estudiada Pseudomonas syringae, asi como el patdégeno oportunista humano
Pseudomonas aeruginosa (Xin et al.,, 2018; Jun et al.,, 2016). La capacidad de
Pseudomonas para colonizar diferentes nichos ecoldgicos y actuar como PGPR o
fitopatdgeno estd asociada a la versatilidad de su metabolismo secundario (Gross
& Loper 2009; Jun et al., 2016).
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Pseudomonas chlororaphis ha sido descrita en numerosas ocasiones como una
bacteria promotora del crecimiento vegetal, principalmente debido a la produccion
de antibiéticos que pueden fungir como antagonistas de hongos fitopatdgenos, la
biosintesis del acido 3-indol acético (AlA), una fitohormona con la capacidad de
estimular el crecimiento vegetal, y la solubilizacion de nutrientes como fosfato y
hierro. Si bien su uso actualmente ha demostrado no tener efectos negativos sobre
las plantas de interés comercial, una investigacion reciente de nuestro grupo de
trabajo mostr6 un efecto fitopatdgeno de Pseudomonas chlororaphis en Arabidopsis

thaliana (L6pez-Hernandez et al., 2022).

Teniendo en cuenta que las plantas deben interactuar con una gran diversidad de
organismos en la rizosfera, se ha demostrado que la raiz puede afectar al suelo de
distintas maneras, ya sea de forma mecanica al aportar estabilidad al suelo o
guimicamente al liberar sustancias organicas al suelo llamadas exudados (Singh et
al., 2004, Raaijmakers et al., 2007). Los exudados son sustancias que contienen
grandes cantidades de nutrientes como azucares, aminoacidos y acidos organicos.
Estas fuentes ricas en carbono se acumulan entre las raices y el suelo, formando
rizodepositos que se utilizan frecuentemente como monedas de cambio para
reclutar especies de microorganismos que ayudan a enfrentar condiciones
adversas, como la baja disponibilidad de nutrientes, asi como a combatir especies
patdgenas (Singh et al., 2004, Raaijmakers et al., 2007; Kyle et al., 2014). Se ha
demostrado que las plantas secretan una gran cantidad de sacarosa, y se ha
sugerido que este es un mecanismo de defensa indirecto a través de la induccion
de la colonizaciébn de bacterias beneficiosas como Bacillus y especies de

Pseudomonas (Huang et al., 2019; Lépez-Hernandez et al., 2022; Tian et al., 2021).

Con estas consideraciones, decidimos evaluar, mediante un sistema de interaccion
in vitro entre Arabidopsis thaliana y Pseudomonas chlororaphis, la influencia de la
sacarosa en dicha interaccion. Nuestros resultados muestran que el efecto
fitopatdgeno de Pseudomonas chlororaphis sobre la planta podria cambiar a uno
promotor del crecimiento vegetal dependiendo de la concentracion de sacarosa

presente en el medio. EI comportamiento promotor no patogénico depende
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exclusivamente de la percepcion de la sacarosa por Pseudomonas chlororaphis, lo
cual conduce a una disminucién en la produccion de fenazinas. Esto esta asociado
a la reduccion de la expresion del gen phzH, el cual es responsable de la sintesis

de fenazina-1-carboxamida.

La fenazina PYO, al igual que otras producidas por cepas de Pseudomonas
aeruginosa que actuan como factores de virulencia en células de mamiferos (Munro
etal., 1989), asi como antibi6ticos contra hongos fitopatdgenos como Fusarium spp.
y Botrytis spp. (O’Malley et al., 2004; Humlicek et al., 2005; Sinha et al., 2015),
también inhibe el desarrollo de plantulas de Arabidopsis thaliana (Ortiz-Castro et al.,
2013).

La restauracion de la patogenicidad al suplementar PYO al medio de interaccion
con 2.4% de sacarosa demuestra que la disminucion de la produccion de fenazinas
es un factor importante en el comportamiento patogénico de Pseudomonas
chlororaphis en Arabidopsis thaliana. Resultados similares se han reportado
previamente en la cepa patogénica humana Pseudomonas aeruginosa PAO1, en la
cual condiciones elevadas de glucosa inhiben la formacion de biofilm y la motilidad,
asi como reducen la produccion de los factores de virulencia piocianina y elastasa,

y la expresion de los genes lasl, lasR, rhil y rhiIR (Chen et al., 2020).

Ademas, la disminucién de la expresion de pslA, que codifica una glicosiltransferasa
implicada en la produccion de exopolisacéaridos, sugiere que la sacarosa percibida
por Pseudomonas chlororaphis modifica la formacion de biopeliculas y se
correlaciona con las diferencias en la colonizacion de las raices de Arabidopsis

thaliana bajo interaccion en un medio con 2.4% de sacarosa.

Estudios en Pseudomonas aeruginosa han revelado la importancia de los sistemas
de quorum sensing (QS) en la patogénesis, particularmente en la modificacion de la
produccion de elicitores de QS, como las homoserina lactonas y los ciclodipeptidos,
gue disminuyen los efectos patogénicos en las plantas. Ademas, la produccion de
otros compuestos que son percibidos por las plantas y que inducen la activacién de

vias hormonales, aportan beneficios al inducir el desarrollo de las plantas y
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respuestas de defensa (Ortiz-Castro et al., 2011; Chen et al., 2020; Gonzalez et al.,
2017; Lopez-Hernandez et al., 2022).

Como se evidencia en nuestros resultados, la perdida de patogenicidad debido a la
disponibilidad de sacarosa, asociada a la reduccion de la produccion de moléculas
de virulencia como las fenazinas y a la formacién de biopelicula, favorece la
induccion de otras respuestas en la planta, como las vias de defensa y auxinicas,
gue preparan a la planta contra el ataque de otros patégenos y que promueven el
desarrollo del sistema radicular. Esto impacta considerablemente en el desarrollo
total de la planta, posiblemente debido a una mejor explotacion de los recursos
presentes en el medio de cultivo. Por lo tanto, bajo esta modificacion de las
condiciones de interaccion, Pseudomonas chlororaphis puede considerarse como
un PGPR.

Al igual que Pseudomonas chlororaphis, otras especies clasificadas como PGPR
pueden tener efectos patogénicos en las plantas. Sin embargo, como demuestran
nuestros resultados, la capacidad agonica o antagonica sobre el desarrollo de la
planta puede depender de la disponibilidad de recursos durante la interaccion. Esta
consideracion tiene potencial para disefiar o mejorar los métodos de aplicacion de

PGPR en el sector agricola.
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