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Resumen

Pseudomonas  chlororaphis  es  una  rizobacteria  tradicionalmente  clasificada
como  promotora  del  crecimiento  vegetal  debido  a  su  capacidad  para  producir
fitohormonas, sideróforos y metabolitos antimicrobianos. Sin embargo, estudios
recientes  han  demostrado  que,  bajo  ciertas  condiciones  nutrimentales,  esta
especie puede afectar el desarrollo de  Arabidopsis  en su interacción  in vitro.

En  este  trabajo  se  evaluó  el  efecto  de  la  disponibilidad  de  hierro  y  sacarosa,
sobre la interacción entre  P. chlororaphis  y  Arabidopsis thaliana.  Los resultados
demostraron que, en medio suplementado con 0.6% de sacarosa,  P. chlororaphis
actúa  como  un  patógeno,  inhibiendo  el  desarrollo  del  follaje  y  suprimiendo  la
formación de raíces laterales. Este efecto se mantuvo independientemente de la
disponibilidad  de  hierro,  aunque  el  exceso  de  este  micronutriente  exacerbó  la
reducción de la ramificación radical. En contraste, en una mayor concentración
de sacarosa (2.4%), la bacteria promovió la formación de raíces laterales y un
crecimiento  foliar  comparable  al  de  plantas  no  inoculadas;  sin  embargo,  esta
promoción  desapareció  cuando  se  disminuyó  la  disponibilidad  de  hierro  en  el
medio, así como cuando fue suplementado con altas concentraciones de hierro,
condición  en  la  cual  se  indujo  un  comportamiento  virulento  en  la  bacteria.  Se
determinó  también  que  las  respuestas  hormonales  de  la  planta  se  inhiben  de
manera diferencial durante las interacciones en concordancia con la producción
de  diferentes  factores  de  virulencia  dependiendo  de  las  concentraciones  de
hierro y sacarosa.

En conjunto, nuestros resultados indican que la virulencia de  P. chlororaphis  no
es  un  rasgo  fijo,  sino  un  fenotipo  dinámico  regulado  por  la  disponibilidad  de
nutrientes,  que  puede  oscilar  entre  un  promotor  del  crecimiento  a  uno
patogénico, dependiendo de las concentraciones de hierro y de sacarosa. Estos
hallazgos  resaltan  la  necesidad  de  evaluar  cuidadosamente  las  condiciones
ambientales  en  las  que  se  aplican  bioinoculantes  bacterianos,  así  como  de
considerar su plasticidad metabólica para garantizar su uso seguro en sistemas
agrícolas.

Palabras clave: Pseudomonas, Azucares, Fenazinas, Desarrollo de 
Arabidopsis, Defensas



Abstract 

Pseudomonas chlororaphis is a rhizobacterium traditionally classified as a plant 
growth–promoting species due to its ability to produce phytohormones, 
siderophores, and antimicrobial metabolites. However, recent studies have 
shown that under certain nutrient conditions, this species can exhibit virulence-
like behavior, negatively affecting Arabidopsis development in vitro.  

In this study, we evaluated the effect of iron, in combination with contrasting 
sucrose levels, on the interaction between P. chlororaphis and Arabidopsis 
thaliana. Our experiments demonstrated that under 0.6% sucrose, P. chlororaphis 
behaves as a pathogen, inhibiting shoot development and suppressing lateral 
root formation. This effect persisted regardless of iron availability, although 
excess iron further exacerbated the reduction in lateral branching. In contrast, at 
2.4% sucrose the bacterium promoted lateral root formation and supported shoot 
growth comparable to that of non-inoculated plants; however, this growth 
promotion disappeared when iron availability in the medium was reduced, as well 
as when high iron concentrations were supplied, conditions under which the 
bacterium displayed a virulent phenotype. We also determined that plant 
hormone responses are differentially inhibited during these interactions, 
consistent with the production of distinct bacterial virulence factors depending on 
iron and sucrose conditions.  

Altogether, our results demonstrate that the virulence of P. chlororaphis is not a 
fixed trait but rather a dynamic phenotype regulated by nutrient availability. In this 
context, the behavior of P. chlororaphis can shift between a growth-promoting and 
a pathogenic state depending on iron and sucrose concentrations. This finding 
highlights the need to carefully evaluate the environmental conditions under 
which bacterial bioinoculants are applied, as well as to consider their metabolic 
plasticity to ensure their safe use in agricultural systems. 
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1.- Introducción   

A medida que la población mundial aumenta, tambien lo hace la demanda de 

recursos vegetales, incluyendo los comestibles, lo que genera problemas 

importantes sobre los sistemas de producción y resulta en diversos problemas 

ecológicos, como la sobreexplotación de los suelos, el uso excesivo de 

plaguicidas y de fertilizantes, así como de recursos hídricos y la introducción de 

especies invasoras que afectan negativamente la biodiversidad. Para reducir o 

resolver estos problemas, se ha vuelto una prioridad la búsqueda de alternativas 

sustentables que favorezcan la productividad de los cultivos sin comprometer la 

salud ambiental. Entre las estrategias con mejor perspectiva, se destaca el uso 

de bioinoculantes, microorganismos que mejoran el crecimiento y rendimiento de 

los cultivos. Dentro de estos microorganismos uno de los géneros que más 

destacan es el género Pseudomonas. 

Las bacterias del género Pseudomonas han sido ampliamente estudiadas como 

bioinoculantes por su capacidad de mediante diversos mecanismos promover el 

crecimiento vegetal (Santhi & Deivasigamani, 2017). Por otro lado, este género 

bacteriano tambien cuenta con especies patogénicas para plantas y animales. 

En nuestro grupo de trabajo se reportó como una especie históricamente 

conocido como beneficia mostraba un fenotipo patogénico con Arabidopsis 

thaliana y como este fenotipo podía ser revertido al cambiar la sacarosa del 

medio de interacción (Tinoco-Tafolla et al., 2024). 

En este trabajo se busca determinar la influencia del hierro en la interacción in 

vitro entre Arabidopsis thaliana y Pseudomonas chlororaphis en diferentes 

concentraciones de sacarosa, una bacteria históricamente descrita como 

promotora del desarrollo vegetal y que incluso algunas cepas se han 

comercializado como bioinoculante en diversos países. Sin embargo, reportes 

recientes de nuestro grupo de trabajo han documentado comportamientos 

virulentos de P. chlororaphis en condiciones específicas, lo que plantea la 

necesidad de reevaluar su estatus como un PGPR estricto. En este estudio se 

propone alejar el enfoque típico de la dicotomía entre patógeno y benéfico, 
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buscando describir un comportamiento bacteriano dinámico, regulado por 

factores ambientales como el hierro y la sacarosa, que pueden modular el 

fenotipo de la bacteria entre comportamientos de promoción vegetal o la 

virulencia. 

2.-Marco teórico  

2.1.- Interacción planta-microorganismo 

Las plantas son organismos sésiles y están ancladas a un sustrato por el largo 

de sus vidas, esto las vuelve especialmente susceptibles a numerosos estímulos 

tanto bióticos como abióticos y su supervivencia dependerá de su capacidad 

para adaptarse a ellos. Tradicionalmente, se han estudiado las respuestas a 

factores más comunes como el agua, la luz, los nutrientes o las plagas, sin 

embargo, cada vez se empieza a reconocer más la importancia que tiene para 

la supervivencia y el correcto desarrollo de las plantas la interacción con distintos 

microorganismos, ya sean mutualistas, comensales o patógenos. La mayoría de 

las interacciones biológicas más complejas se llevan a cabo en la rizosfera y 

estas tienen un alto impacto en el desarrollo vegetal (Bais et al., 2006).  

Hiltner en1904 introduce por primera vez el término rizosfera para referirse al 

volumen de suelo en el que las raíces de las leguminosas interactuaban con las 

bacterias. Sin embargo, ese término hoy en día se ha ajustado a la zona del 

suelo que experimenta modificaciones químicas, físicas y biológicas derivadas 

de la actividad de las raíces y que puede funcionar como nicho de 

microorganismos (Darrah, 1993). El tamaño de la rizosfera puede varias desde 

un par de milímetros de la superficie de la raíz cuando hay nutrientes móviles 

como el nitrógeno, a apenas 1 o 2 milímetros de la superficie de la raíz en la 

presencia de nutrientes inmóviles como el fosfato (Bertin et al., 2003).  

Las raíces afectan directamente el suelo al aumentar su densidad, porosidad y 

dureza y liberando una gran variedad de compuestos biológicamente activos 

denominados exudados, que pueden ser desde moléculas de bajo peso 

molecular como azúcares, aminoácidos y ácidos orgánicos, hasta 

macromoléculas como polisacáridos, proteínas, lípidos, terpenos y enzimas 
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(Dexter, 1987; Bais et al., 2006). La liberación de estos compuestos a la rizosfera 

es incierta y pueden variar según la edad, la especie de la planta y sus 

necesidades, así como la composición del suelo.  

Los exudados se acumulan formando rizodepositos, los cuales representan del 

5–21% de las fuentes de carbono disponible en el suelo y se estima que 

aproximadamente el 20% del carbono fijado es exudado por las raíces 

contribuyendo de manera importante a la formación de estos, la acumulación de 

los exudados forman los rizodepositos ricos en carbono que lo vuelven un nicho 

ideal para el crecimiento de diversos microorganismos benéficos (Endo y 

ectomicorrizas, bacterias y hongos promotores del crecimiento vegetal), así 

como para  patógenos incluyendo nematodos, oomicetos, bacterias y hongos 

(Gleba et al., 1999; Dakora & Phillips, 2002; Singh et al., 2004; Bais et al., 2006; 

Raaijmakers et al., 2009 Baetz & Martinoia, 2014; Dakora & Phillips, 2002). Los 

azúcares son tan importantes en la rizosfera que la cantidad y el tipo de estos, 

pueden modificar la composición de las bacterias de la rizosfera. El reclutamiento 

de bacterias promotoras del crecimiento vegetal le confiere, una mejora en el 

desarrollo de las plantas (Lopes et al., 2022). 

Entre los microorganismos promotores del crecimiento vegetal se encuentra el 

grupo de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPR por sus 

siglas en inglés (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). En este grupo se 

encuentran especies de los géneros Bacillus, Azotobacter, Achromobacter, 

Azospirillum y Pseudomonas que pueden influenciar positivamente mediante 

diferentes mecanismos el desarrollo vegetal (Dorjey et al., 2017; Vallejo-Ochoa 

et al., 2017; Jiménez-Vázquez et al., 2020; Gurikar et al., 2016; García-Cárdenas 

et al., 2023). 

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal aumentan el 

rendimiento de los cultivos mediante diversos mecanismos, como la fijación de 

nitrógeno, la síntesis de fitohormonas y la movilización o solubilización de 

nutrientes. Por otro lado, los mecanismos indirectos incluyen el antagonismo 
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frente a patógenos, la producción de enzimas líticas, la inducción de resistencia 

sistémica adquirida y la generación de sideróforos.  

2.2- Mecanismos de las PGPRs 

2.2.1 Fitoestimulación hormonal 

Como se mencionó las PGPRs cuentan con diversos mecanismos de promoción 

del crecimiento y uno de los más importantes es la fitoestimulación que es la 

producción de fitohormonas o estimulación de las rutas hormonales. Entre las 

hormonas más relevantes se encuentran las auxinas y las citocininas, que 

estudios han demostrado como las PGPR pueden alterar el equilibrio de 

auxinas/citocininas en la rizosfera, favoreciendo el crecimiento vegetal incluso 

en condiciones poco favorables (Tsukanova et al., 2017; Howell et al., 2003; 

Ortiz-Castro et al., 2009; Rivas et al., 2022). 

Las auxinas son un tipo de fitohormona esencial para el desarrollo del sistema 

radicular principalmente el ácido indol-3-acético (AIA) y estas pueden ser 

sintetizados por las plantas y por los microorganismos de la rizosfera. Su 

producción se activa frente a estímulos ambientales como deficiencia de 

nutrientes o estrés hídrico, induciendo la formación de raíces laterales y pelos 

radicales, incrementando el área de absorción de nutrientes y la capacidad de 

exploración del suelo (Himanen et al., 2002; Ortiz-Castro et al., 2009). Las PGPR 

producen principalmente AIA y es parte crucial de los efectos promotores del 

crecimiento vegetal, promoviendo la organogénesis. Las PGPR productoras de 

AIA han mostrado efectos positivos en las plantas como la mejora en la 

arquitectura radicular, síntesis de enzimas antioxidantes y la osmoprotección; 

confiriéndole a las plantas la capacidad de adaptarse y sobrevivir a diferentes 

ambientes poco favorables (Pantoja-Guerra et al., 2023). 

Las citocininas son otro tipo de fitohormona derivadas de las purinas, sus 

principales funciones reportadas son que promueven la división celular y la 

diferenciación de tejidos, incluyendo la formación de brotes y raíces primarias 

(Ortiz-Castro et al., 2009); se ha reportado que algunos géneros de PGPR 

cuentan con la capacidad de sintetizar y degradar citocininas, por ejemplo, 
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algunas especies de Bacillus pueden promover el desarrollo del sistema 

radicular por la vía de las citocininas y aumentar el contenido de clorofila 

(Akhtyamova et al., 2023).  

Las PGPRs pueden alterar otras fitohormonas como giberelinas, 

brasinoesteroides y el etileno que contribuyen en las interacciones con 

rizobacterias favoreciendo la elongación celular, la expansión foliar y la 

emergencia de raíces laterales bajo condiciones limitantes (Bottini et al., 2004). 

En cuanto a brasinoesteroides, se ha visto que PGPR pueden potenciar 

componentes de su vía y su interacción con auxinas/citocininas, mejorando el 

crecimiento y la tolerancia al estrés (Vriet et al., 2012), muchas PGPR poseen 

ACC desaminasa, que puede reducir el nivel de etileno en las raíces y así evita 

la inhibición del crecimiento, especialmente bajo salinidad, sequía o presencia 

de metales (Glick, 2014). Finalmente, las PGPR también interactúan fuertemente 

con las fitohormonas de defensa, el ácido salicílico y el jasmónico (Beneduzi 

et al., 2012) 

2.2.2.- Respuesta de defensa 

Las plantas poseen mecanismos de defensa que se activan a distintas escalas, 

tanto localmente como en tejidos distantes, cuando perciben la presencia de 

microorganismos potencialmente dañinos. Entre las estrategias más estudiadas 

se encuentran la Respuesta Sistémica Adquirida (SAR), principalmente asociada 

por la señalización del ácido salicílico (AS), y la Respuesta Sistémica Inducida 

(ISR), mediada sobre todo por las rutas del ácido jasmónico (AJ) y el etileno (ET) 

(Beneduzi et al., 2012). 

La SAR suele activarse tras percibir la infección por patógenos biotróficos y se 

caracteriza por la acumulación sistémica de ácido salicílico y la inducción de 

genes PR (Pathogenesis-Related), entre los que destacan PR1, PR2 y PR5, 

implicados en la resistencia de amplio espectro. Esta defensa también involucra 

la generación controlada de Especies Reactivas de Oxígeno (EROs) y la 

deposición de callosa, mecanismos que contribuyen al reforzamiento de las 

paredes celulares y a la contención de la infección, evitando que el 
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microorganismo se propague con facilidad (Fu & Dong, 2013; Spoel & Dong, 

2012). 

Por otro lado, la ISR se ha establecido que es activada por microorganismos 

necrotróficos y mediante daño mecánico, sin embargo, tambien se ha visto que 

algunos microorganismos pueden activarla sin daño aparente. Esta respuesta se 

basa en la señalización del AJ y ET. A diferencia de la SAR, no implica 

necesariamente la acumulación directa de ácido salicílico, sino una preparación 

fisiológica del sistema defensivo que permite a la planta generar respuestas más 

rápidas y eficientes cuando se enfrenta posteriormente a un microorganismo 

patogénico (Van Loon et al., 1998; Pieterse et al., 2000). 

Se ha observado que algunas PGPR pueden activar ISR y SAR mediante la 

liberación de moléculas que funcionan como elicitores microbianos, entre las que 

se incluyen lipopéptidos cíclicos (como surfactina, fengicina e iturina), 

sideróforos bacterianos, polisacáridos extracelulares y compuestos orgánicos 

volátiles conocidos como VOCs (Bais et al., 2006; Romero et al., 2019; Conrath, 

2005). Estas moléculas no siempre desencadenan una respuesta idéntica en 

todos los cultivos, ya que su efecto depende también del estado hormonal y 

nutrimental de la planta hospedera. 

A diferencia de la inmunidad basal o PTI (Pattern-Triggered Immunity), la ISR y 

la SAR no tratan de eliminar directamente al patógeno, sino que preparan 

fisiológicamente a la planta para responder de forma más rápida, sostenida y con 

menor gasto energético ante un ataque por patógenos. (Mauch-Mani et al., 2017; 

Conrath et al., 2015). 

2.2.3- Antagonismo  

El antagonismo se refiere a la inhibición del crecimiento de patógenos por parte 

de las PGPR, reduciendo así la incidencia de infecciones. Existen los 

denominados mecanismos directos que es la secreción directa de moléculas que 

pueden causar daño directo al patógeno como la producción de enzimas 

hidrolíticas, como quitinasas, proteasas y lipasas, todas capaces de debilitar o 

degradar estructuras de la pared celular, sobre todo en hongos (Neeraja et al., 
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2010; Maksimov et al., 2011), además, varias especies PGPR producen 

metabolitos antimicrobiano, como las fenazinas, la pioluteorina, 2,4-

diacetilphloroglucinol, pirrolnitrina y ácido cianhídrico, compuestos que pueden 

disminuir directamente el crecimiento de microorganismos fitopatógenos (Haas 

& Défago, 2005; Haas, 2005). 

De manera indirecta, las bacterias PGPR, compiten por el nicho de colonización 

especialmente las raíces y rizosfera por lo que mencionamos anteriormente de 

ser ricos en fuente de carbono y nutrientes críticos. Uno de los ejemplos más 

representativos es la producción de sideróforos bacterianos, moléculas de alta 

afinidad por el hierro, por ello son moléculas muy necesarias para la competencia 

microbiana, ya que poseen la capacidad de secuestrar Fe³⁺ del entorno 

volviéndolo menos accesible para otros microorganismos que dependen del 

hierro y no cuenten con este mecanismo o al menos no de tanta afinidad. 

2.1.4.- Biofertilización 

Con biofertilización nos referimos a la capacidad que tienen las PGPR para 

mejorar la disponibilidad de nutrientes que en condiciones normales no podrían 

ser asimilables por las plantas. Los microorganismos de la rizosfera son 

fundamentales para el ciclado de elementos como nitrógeno, fósforo y hierro, 

transformándolos desde formas no disponibles hacia formas asimilables por la 

planta (Baetz & Martinoia 2014). 

El caso del nitrógeno es uno de los más estudiados, debido al impacto tan 

importante que tiene sobre el desarrollo de las plantas y se han descrito los 

mecanismos por los que algunas PGPR pueden fijarlo de la atmosfera a través 

de enzimas nitrogenasas capaces de fijar nitrógeno (N₂) y convertirlo en amonio 

(NH₄⁺), forma directamente utilizable por la planta. Este proceso de fijación por 

bacterias aporta entre el 12 y el 70% del nitrógeno total de los tejido vegetales, 

especialmente en asociaciones con Azotobacter o Rhizobium (Kuan et al., 2016; 

Vessey, 2003). 

El fósforo es un nutriente abundante en el suelo, sin embargo, mayoritariamente 

se encuentra formando precipitados insolubles como fosfatos de calcio o 
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aluminio, lo que limita en gran medida su disponibilidad. Las bacterias 

solubilizadoras de fosfato producen ácidos orgánicos y fosfatasas que 

transforman estas formas insolubles en fosfato (PO₄³⁻), químicamente asimilable 

por las plantas (Rodríguez & Fraga, 1999; Sashidhar & Podile, 2010). 

El hierro es un micronutriente esencial y ampliamente estudiado en el desarrollo 

de las plantas, sin embargo, a pesar de que este suele ser muy abundante en la 

rizosfera, la mayor parte de las veces se encuentra como en su forma férrica 

(Fe³⁺) formando complejos insolubles en suelos alcalinos o neutros y se vuelve 

inaccesible para las plantas provocando la problemas importantes en su 

crecimiento pues participa en procesos clave como la fotosíntesis, la respiración 

y la síntesis de clorofila. Las PGPR al producir sideróforos son capaces de quelar 

Fe³⁺, reducirlo a Fe²⁺ y transportarlo, facilitando su asimilación (Valencia-Cantero 

et al., 2007; Kroh et al., 2020). 

 

Figura 1 Mecanismos de promoción del crecimiento vegetal de las PGPR. El 
diagrama muestra los principales mecanismos de promoción por los microorganismos 
promotores del crecimiento vegetal contribuyen a mejorar el rendimiento de los cultivos. 
Los mecanismos directos incluyen la fijación de nitrógeno, la producción de 
fitohormonas (como auxinas y citocininas) y la movilización o solubilización de nutrientes 
esenciales. Dentro de los mecanismos indirectos tenemos el antagonismo contra 
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patógenos, la secreción de enzimas líticas, la inducción de resistencia sistémica 
adquirida y la síntesis de sideróforos. En conjunto, estas actividades favorecen el 
crecimiento vegetal, mejoran la nutrición, reducen el impacto del estrés biótico y abiótico 
contribuyendo con una mejora en el rendimiento de los cultivos. Diagrama modificado 
de Ehinmitan et al., 2024. 

2.2.- Pseudomonas como PGPRs 

El género Pseudomonas ha sido estudiado ampliamente tanto por sus 

características patogénicas como por la promoción del crecimiento vegetal, de 

hecho, es uno de los géneros más reportado como PGPR. Los bacilos 

gramnegativos, aerobios y móviles del género Pseudomonas tienen una elevada 

versatilidad metabólica y son capaces de utilizar una gran variedad de 

compuestos orgánicos e inorgánicos como fuente de carbono y energía, 

incluyendo hidrocarburos, compuestos aromáticos complejos y contaminantes 

ambientales por lo que tambien son muy estudiades como agentes de 

biorremediación (Palleroni, 2010; Santhi & Deivasigamani, 2017). 

Adicionalmente, tienen capacidad de sintetizar una amplia gama de metabolitos 

secundarios como: fenazinas, sideróforos, lipopéptidos y enzimas extracelulares 

lo que les confiere una capacidad de formar interacciones complejas con muchos 

organismos y por lo que están ampliamente distribuidos en prácticamente todos 

los ecosistemas, incluyendo suelo, agua, rizosfera, organismos vegetales y 

animales (Green et al., 1974). 

Dentro de este género, encontramos un grupo más específico denominado 

Pseudomonas fluorescentes que como su nombre sugiere tiene la capacidad de 

producir un compuesto fluorescente denominado pioverdina y que es su 

sideróforo principal en este grupo encontramos a Pseudomonas chlororaphis, 

Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens, y 

Pseudomonas aeruginosa, (Sutra et al., 1997; Dorjey et al., 2017). Las especies, 

P. aeruginosa y P. syringae se han descrito tradicionalmente como patógenas 

oportunistas de humanos o plantas, respectivamente (Lyczak et al., 2000; Xin et 

al., 21018). En contraste, las especies P. fluorescens, P. putida y P. chlororaphis 

se han establecido como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, 

capaces de mejorar la germinación, el desarrollo radicular y la resistencia a 

enfermedades (Ortiz-Castro et al., 2009; Zhang et al., 2020).  
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Figura 2. Diversidad dentro del género Pseudomonas y sus efectos contrastantes 
en las plantas. El esquema ilustra la diversidad de especies de Pseudomonas con 
efectos benéficos y patogénicos sobre las plantas. A la izquierda se muestran especies 
rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), como P. fluorescens, P. putida, 
P. chlororaphis y P. stutzeri, las cuales favorecen el desarrollo de la planta mediante la 
solubilización de nutrientes, la producción de fitohormonas y la protección frente a 
patógenos. Mientras que, a la derecha se representan especies fitopatógenas clásicas, 
como P. syringae, P. viridiflava, P. savastanoi y P. corrugata, caracterizadas por la 
producción de fitotoxinas, la secreción de efectores a través del sistema de secreción 
tipo III (T3SS) y la manipulación hormonal del hospedero. Diagrama realizado por el 
autor. 

2.2.1.- Pseudomonas chlororaphis 

Pseudomonas chlororaphis es una especie que esta comúnmente asociada a la 

rizosfera de numerosas plantas. Diversas cepas han mostrado una capacidad 

sobresaliente tanto para promover el crecimiento vegetal como para ejercer 

actividad de biocontrol, lo que la convierte en microorganismos de alto interés 

biotecnológico (Chin-A-Woeng et al., 2001; Arrebola et al., 2019; Anand et al., 

2020).  

En términos de fitoestimulación, P. chlororaphis puede modular el desarrollo 

vegetal mediante la producción de AIA y citocininas, así como por la liberación 

de una gran variedad de compuestos difusible. Además, desempeña funciones 

de solubilización de nutrientes y de inducción de resistencia en las plantas 

hospederas. Se ha reportado en diferentes trabajos que P. chlororaphis tiene la 
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capacidad de sintetizar diferentes metabolitos como pioverdina, fenazinas, 

pirrolnitrina, HCN y VOCs que pueden favorecer la absorción de nutrientes, la 

mejora de la arquitectura radicular, además de la activación de respuestas de 

defensa en la planta (Biessy et al., 2019; Teiba et al., 2023). Muchos de estos 

compuestos han despertó mucho interés en el sector agrícola, tanto es así que 

múltiples cepas de P. chlororaphis ya han sido utilizadas bioinoculantes, 

formulados con la intención de mejorar el rendimiento de cultivos sin provocar 

efectos adversos, como ejemplo tenemos un estudio en trigo con la cepa YB-10 

mostró efecto promotor tanto por la producción de auxinas y sideróforos como la 

inhibición del patógeno Gaeumannomyces graminis var. tritici, junto con un 

aumento en la biomasa de las plántulas (Zhou et al., 2022). 

Si bien P. chlororaphis ha sido estudiada como PGPR, un estudio reciente ha 

demostrado que el comportamiento de P. chlororaphis no es exclusivamente 

benéfico. López-Hernández (2023) reportó evidencia de patogenicidad de dos 

cepas P. chlororaphis en A. thaliana. Posteriormente, otros resultados recientes 

mostraron que la virulencia observada en P. chlororaphis podía ser influenciada 

por la disponibilidad de azucares, en donde las concentraciones bajas de 

sacarosa en el medio de interacción presentaban el efecto patogénico donde se 

observaron follajes enfermos y una inhibición total del desarrollo del sistema 

radicular.  Sin embargo, al aumentar las concentraciones de sacarosa hasta 

2.4% el efecto cambia por uno menos virulento, se determinó que esta pérdida 

de virulencia era causada por una disminución importante en la producción de 

fenazinas en la bacteria y estimular la respuesta auxínica. (Tinoco-Tafolla et al., 

2024). 

Estos hallazgos confirman que algunas cepas de P. chlororaphis pueden 

comportarse como patógenas en interacción con A. thaliana, y que esta ocurría 

mediante la producción de factores de virulencia como las fenazinas, si bien 

estas fueron las que se pudieron determinar en el trabajo, no se descarta que 

otros factores de virulencia estuvieran participando en la virulencia, factores que, 

al igual que en P. aeruginosa son regulados por el sistema de quorum sensing 

(QS). 
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2.2.2.- Sistema de quorum sensing en P. chlororaphis 

El quorum sensing es un sistema que permite medir la densidad poblacional de 

las bacterias a través de la síntesis de un autoinductor en el caso de 

Pseudomonas las N-acil homoserina lactonas. En el caso de P. chlororaphis, al 

igual que en otras Pseudomonas, incluyendo especies patógenas, se han 

descrito diferentes sistemas de QS organizados de manera complementaria un 

sistema principal, el sistema PhzI/PhzR (Peng et al., 2018). PhzI sintetiza AHLs 

de cadena corta, como N-hexanoil-L-homoserina lactona (C6-HSL), una 

molécula señal, que, al acumularse, se unen a su receptor PhzR. Este complejo 

activa la transcripción del operón phz, responsable de la biosíntesis de fenazinas 

(Wood et al., 1997; Pierson & Pierson, 2010). Otro sistema, el CsaI/CsaR actúa 

como regulador secundario, sintetizando AHLs de cadena corta como butanoil-

HSL (C4-HSL), y su detección regula la formación de biopelículas, la motilidad 

bacteriana y la colonización de la rizosfera (Zhang & Pierson, 2001). 

La evidencia nos muestra que PhzI/PhzR es el sistema principal de QS y que es 

funcionalmente similar al sistema LasI/LasR de P. aeruginosa, mientras que 

CsaI/CsaR exhibe homología funcional con el sistema RhlI/RhlR y está más 

asociado con la supervivencia y la colonización (Zhang & Pierson, 2001). Esta 

similitud no solo es estructural, sino también funcional: en P. aeruginosa, el 

sistema Las controla la producción de elastasas y exotoxinas, mientras que en 

P. chlororaphis, el sistema Phz controla la producción de fenazinas, sideróforos 

y enzimas hidrolíticas (Peng et al., 2018). Por otro lado, el sistema Rhl en P. 

aeruginosa regula la producción de ramnolípidos y biopelículas, lo que determina 

su capacidad de colonización y competencia en el hospedero o ambiente, en el 

caso de P. chlororaphis el sistema Csa es un sistema homologo al Rhl sin 

embargo este no ha sido estudiado a profundidad, sin embargo, se podría inferir 

que tiene funciones similares sobre los factores que comparten estas dos 

bacterias. En ambos casos, el sistema principal (Phz o Las) pueden regular la 

expresión del sistema secundario (Csa o Rhl), estableciendo una jerarquía de 

señalización que controla la producción de metabolitos secundarios. Un matiz 

importante es que, si bien en P. chlororaphis no se consideran sistemas 
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fuertemente jerárquicos como en P. aeruginosa y que inclusive algunos autores 

los consideran directamente no jerárquicos, el sistema Phz puede regular 

negativamente al sistema Csa y a demás utilizar los propios autoinductores del 

sistema secundario a su favor y así regular la expresión factores de virulencia y 

estrategias de supervivencia (Morohoshi et al., 2013; Lee & Zhang, 2015; 

Venturi, 2005). 

 

Figura 3. Modulación del quorum sensing por condiciones ambientales. En P. 
aeruginosa se pueden ver modulados los sistemas de quorum sensing LasI/LasR, 
RhlI/RhlR y PQS/PqsR condiciones de estrés ambiental como la deficiencia de 
nutrientes, la presencia de metales pesados, la limitación de fosfato y la disponibilidad 
de hierro, y finalmente modulando la producción de factores de virulencia. En los 
sistemas de P. chlororaphis como PhzI/PhzR que regulan principalmente la biosíntesis 
de fenazinas, por más que tengan similitudes a los de P. aeruginosa aún no se ha 
descrito una regulación directa por nutrientes o hierro. Diagrama hecho por el autor 
basado en los trabajos de Moradali et al., (2017) y Matilla et al., (2022). 

2.2.3.- Virulencia de P. chlororaphis 

2.2.3.1.-Factores de virulencia estructurales 

Estos corresponden a componentes que ayudan en la colonización, la adhesión, 

la evasión del sistema inmune vegetal y el establecimiento de biopelículas. 

Aunque tradicionalmente se han estudiado en bacterias patógenas como P. 

aeruginosa, se ha demostrado que P. chlororaphis posee homologías genéticas 
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y funcionales en estos sistemas, lo que permite la síntesis de una amplia 

variedad de factores de virulencia (Shen et al., 2013). 

Son moléculas incrustadas en la membrana, conformadas por una porción 

glicolipídica, denominada lípido A, un oligosacárido central y un polisacárido de 

cadena O, el cual está por fuera de la membrana e interactúa con el medio 

ambiente (Bystrova et al., 2004). En P. chlororaphis, si bien no se ha estudiado 

a profundidad se ha asociado que pueden la inducir resistencia sistémica en 

plantas (Zdorovenko et al., 2015). 

El flagelo bacteriano permite la motilidad del tipo swimming y es esencial para la 

colonización inicial de las raíces (Chevance et al., 2008). En P. chlororaphis, el 

flagelo actúa como sensor quimiotáctico que permite el movimiento dirigido hacia 

gradientes de nutrientes o de exudados radicales (Bouteiller et al., 2021). 

Además, puede funcionar como patrón molecular asociado a patógenos (PAMP), 

activando respuestas inmunes en las plantas. 

Los pili son estructuras proteicas delgadas utilizadas para la adhesión a 

superficies bióticas y abióticas, y son determinantes en la colonización de la 

rizosfera y en el establecimiento de biopelículas (Ajijah et al., 2023). En P. 

chlororaphis se han descrito pilis tipo IV y se sugiere que le permiten colonización 

en la rizosfera (Shen et al., 2013). El alginato es un exopolisacárido viscoso que 

forma parte de la matriz extracelular de la biopelícula. En P. aeruginosa, actúa 

como factor antifagocítico y protector frente al estrés ambiental (Rehman & 

Rehm, 2013). En P. chlororaphis, su producción se ha relacionado con la 

colonización de raíces y la estabilidad de la biopelícula, lo que favorece tanto 

interacciones mutualistas como oportunistas (Heredia-Ponce et al., 2020). 

La función principal de este polisacárido es la formación de la biopelícula en 

conjunto con el alginato. Los exopolisacáridos de tipo psl se fabrican a partir de 

un conjunto de precursores de nucleótidos que incluyen GDP-D-manosa, UDP-

D glucosa y dTDP-L-ramnosa (Byrd et al., 2009). Aunque ampliamente 

estudiados en P. aeruginosa, se ha identificado el operón psl en P. chlororaphis, 



15 
 
 
 
 
 

sugiriendo un mecanismo conservado de colonización (Heredia-Ponce et al., 

2020). 

La biopelícula representa una forma multicelular organizada que confiere 

resistencia a condiciones adversas y facilita la cooperación bacteriana 

(Sutherland, 2001). En Pseudomonas, su formación está regulada por el quorum 

sensing y modulada por la disponibilidad de hierro y otros nutrientes. La 

presencia de biopelícula en P. chlororaphis refuerza su capacidad para persistir 

en la rizosfera y para alterar la respuesta inmune vegetal. 

2.2.3.2.- Factores de virulencia excretados 

Las bacterias del género Pseudomonas producen una variedad de metabolitos 

secundarios que han sido tradicionalmente clasificados como compuestos 

antimicrobianos implicados en el biocontrol. Sin embargo, estudios recientes han 

demostrado que muchos de estos metabolitos también cumplen funciones 

típicas de factores de virulencia en bacterias patógenas, incluyendo la alteración 

redox del ambiente del hospedero, la inducción de estrés oxidativo y la 

facilitación de la adquisición de hierro. Entre los principales compuestos 

destacan el ácido cianhídrico (HCN), las fenazinas y los ramnolípidos. Estos 

compuestos son secretados activamente al medio y participan en la competencia 

microbiana, la adquisición de nutrientes o el impacto directo sobre el hospedero. 

El ácido cianhídrico es un metabolito volátil producido por diversas bacterias del 

género Pseudomonas y ha sido ampliamente reconocido como un factor de 

virulencia debido a su capacidad para interferir con la respiración celular. El HCN 

inhibe la citocromo c oxidasa y otras metaloproteínas involucradas en la cadena 

de transporte de electrones, lo que conduce a una interrupción del metabolismo 

energético en células eucariotas (Goldfarb & Margraf, 1967; Blier et al., 2012). 

En P. aeruginosa, la biosíntesis de HCN está regulada por el sistema de quorum 

sensing RhlI/RhlR y se activa principalmente bajo condiciones de microaerofilia 

o estrés oxidativo, donde actúa como un mecanismo de competencia 

interespecífica y como toxina durante la infección de tejidos en mamíferos (Ryall 

et al., 2008). Este compuesto se acumula en infecciones pulmonares crónicas, 
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como en pacientes con fibrosis quística, donde contribuye al daño tisular y a la 

persistencia de la biopelícula (Chowdhury et al., 2016). 

En el caso de P. chlororaphis, diversos estudios han demostrado su capacidad 

para producir HCN, no solo como compuesto contra hongos y nematodos, sino 

también como posible factor de virulencia en interacciones planta-bacteria. Nandi 

(2015) y Jain & Pandey (2016) reportaron que la producción de HCN por P. 

chlororaphis contribuye a la muerte de Caenorhabditis elegans, demostrando 

que este metabolito puede afectar organismos eucariotas. La presencia del 

operón hcnABC en el genoma de P. chlororaphis confirma la conservación 

genética de esta ruta biosintética con P. aeruginosa, lo que sugiere un papel 

potencial en interacciones tanto mutualistas como patogénicas dependiendo del 

ambiente. 

Las fenazinas son metabolitos secundarios nitrogenados pertenecientes a un 

extenso grupo de compuestos heterocíclicos con más de cien estructuras 

naturales descritas, producidas principalmente por bacterias del género 

Pseudomonas (Arrebola et al., 2019). Constituyen el segundo grupo de 

metabolitos secundarios más abundante en este género y cumplen múltiples 

funciones ecológicas, incluyendo la inhibición de hongos fitopatógenos, la 

adquisición de hierro y la competencia microbiana. En ausencia o limitación de 

sideróforos, las bacterias pueden recurrir a las fenazinas como mediadores 

redox para la captación de hierro. Bajo condiciones aeróbicas, compuestos como 

la piocianina (PYO) y el ácido fenazina-1-carboxílico (PCA) actúan como 

transportadores de electrones, reduciendo el ion férrico (Fe³⁺) a su forma ferrosa 

(Fe²⁺), más soluble y biodisponible para la célula bacteriana (Wang et al., 2011; 

Sousa et al., 2023). Esta capacidad confiere una ventaja competitiva, 

especialmente en entornos de baja disponibilidad de hierro, como la rizosfera. 

Adicionalmente, las fenazinas están asociadas a la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ERO), lo que puede generar daño en células vegetales y 

animales (Mavrodi et al., 2006).  
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En P. aeruginosa, la piocianina ha sido descrita como un factor de virulencia 

clave debido a su capacidad de alterar el equilibrio redox celular e inducir estrés 

oxidativo en el hospedero (Marrez & Haitham, 2020). P. chlororaphis produce 

una gran variedad de fenazinas principalmente fenazina-1-carboxílico (PCA), 

ácido 2-hidroxifenazina-1-carboxílico (2OH-PCA), fenazina-1-carboxamida 

(PCN) y 2-hidroxifenazina (2-OHPHZ) (Pierson & Thomashow, 1992; Chin-A-

Woeng et al., 1998). Aunque estos compuestos han sido ampliamente 

estudiados por su actividad antifúngica, estudios recientes (Tinoco-Tafolla et al., 

2024; Ortiz-Castro et al., 2014) sugieren que, bajo ciertas condiciones pueden 

tener efectos adversos en plantas. 

Los ramnolípidos son biosurfactantes anfipáticos formados por uno o dos 

residuos de ramnosa enlazados a β-hidroxi ácidos grasos. Fueron descritos 

inicialmente en P. aeruginosa (Lang & Wullbrandt, 1999), donde desempeñan un 

papel clave en la virulencia, la motilidad superficial (swarming) y la formación de 

biopelículas (Davey et al., 2003; Tremblay et al., 2007). Además de sus funciones 

estructurales, los ramnolípidos participan activamente en la homeostasis del 

hierro. Se ha observado que su producción se incrementa bajo condiciones de 

limitación de hierro, facilitando la adquisición de este micronutriente al modificar 

la tensión superficial y promover la liberación de hierro unido a compuestos 

orgánicos (Glick et al., 2010). En P. aeruginosa, la producción de ramnolípidos 

está regulada por el sistema RhlI/RhlR de quorum sensing, el cual responde a 

señales jerárquicas activadas por el sistema maestro LasI/LasR. En P. 

chlororaphis, Gunther (2005) reportó por primera vez la producción de mono-

ramnolípidos. Posteriormente, Solaiman et al. (2015) identificaron la presencia 

del gen rhlC, homólogo al de P. aeruginosa, permitiendo la síntesis de di-

ramnolípidos. Aunque se producen en menores cantidades, su presencia 

confirma que P. chlororaphis posee la maquinaria genética asociada a este factor 

de virulencia importante. 

Pseudomonas produce sideróforos, moléculas de bajo peso molecular con alta 

afinidad por el hierro que quelan este metal del ambiente y lo transportan hacia 

el interior celular (Cornelis & Matthijs, 2002). La pioverdina es considerada un 
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factor de virulencia en P. aeruginosa, debido a su capacidad para secuestrar 

hierro en el hospedero animal y vegetal, privando a las células de este elemento 

indispensable (Lamont et al., 2002). Además del papel en la virulencia, los 

sideróforos contribuyen a la promoción del crecimiento vegetal al aumentar la 

disponibilidad de hierro en la rizosfera y al suprimir microorganismos 

competidores que no poseen la misma capacidad de captación. Esto demuestra 

que los sideróforos no son inherentemente patogénicos, sino que forman parte 

de un mecanismo ecológico de competencia cuyo resultado dependerá de las 

condiciones ambientales y del hospedero. 

2.3.- Nutrientes y virulencia 

El nitrógeno es un elemento esencial para el crecimiento y la actividad 

metabólica de las bacterias del género Pseudomonas, ya que forma parte 

estructural de los aminoácidos, ácidos nucleicos, cofactores y pigmentos 

secundarios. En P. aeruginosa, la asimilación de nitrógeno está finamente 

regulada por un conjunto de sistemas de transporte y señalización que le 

permiten adaptarse a entornos donde este nutriente es limitado, como el interior 

de los tejidos vegetales o animales (Wenner et al., 2013). Los principales 

mecanismos incluyen la captación de amonio mediante AmtB, la reducción de 

nitrato y nitrito a amonio a través de las enzimas Nar/Nir/Nas, y la regulación 

global del metabolismo del nitrógeno mediante el sistema NtrB/NtrC (Leigh & 

Dodsworth, 2007). Además, P. aeruginosa emplea un sistema fosfotransferasa 

especializado denominado PTS^Ntr, que coordina la utilización de fuentes 

nitrogenadas con la expresión de genes de virulencia y quorum sensing (Lacal 

et al., 2023). Este sistema puede modular la transcripción de lasI, rhlI y phzM, 

afectando la producción de ramnolípidos, fenazinas y cianuro de hidrógeno. Bajo 

condiciones de deficiencia de nitrógeno, también se induce el ARN regulador 

NrsZ, que activa la motilidad y la formación de biopelículas mediante el control 

postranscripcional de genes de superficie (Kambara et al., 2018). En conjunto, la 

homeostasis del nitrógeno en Pseudomonas no solo garantiza la supervivencia 

y la eficiencia metabólica, sino que también funciona como una señal de estrés 
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ambiental que desencadena la activación de vías de virulencia, comunicación 

intercelular y colonización de huéspedes. 

El fosfato inorgánico (Pi) es otro nutriente esencial para las bacterias 

Pseudomonas, ya que participa en la estructura del ADN, ARN, fosfolípidos y 

moléculas energéticas como el ATP. A pesar de su abundancia geológica, el Pi 

suele encontrarse en formas poco disponibles, especialmente en suelos neutros 

o alcalinos donde precipita como sales insolubles. Para superar esta limitación, 

Pseudomonas ha desarrollado un complejo sistema de control que incluye los 

genes phoB, phoR y el transportador de alta afinidad PstSCAB, los cuales se 

activan bajo condiciones de escasez de fosfato (Santos-Beneit, 2015; Hsieh & 

Wanner, 2010). En P. aeruginosa, la activación de PhoB-PhoR no solo 

incrementa la expresión de fosfatasas y enzimas solubilizadoras, sino que 

también induce una reprogramación metabólica asociada con la virulencia: se 

incrementa la producción de piocianina, elastasas, proteasas y moléculas de 

quorum sensing, mientras que se estimula la formación de biopelícula. La 

restricción de fosfato se ha descrito como una señal ambiental que potencia el 

estado patogénico de P. aeruginosa, ya que la activación de PhoB puede 

modular directamente reguladores de virulencia como lasR y rhlR (Lamarche et 

al., 2008; Bains et al., 2012; Chekabab et al., 2014).). Además, bajo condiciones 

de Pi limitante, se promueve la competencia de sideróforos y el comportamiento 

antagonista frente a otras bacterias, lo que refuerza su capacidad de colonizar 

nichos pobres en nutrientes. Por tanto, el fosfato actúa simultáneamente como 

nutriente esencial y como señal reguladora que coordina las estrategias de 

supervivencia, biocontrol y virulencia en Pseudomonas. 

Asimismo, cómo se mencionó anteriormente, los sideróforos son moléculas 

altamente especializadas en la captación de hierro pues este es un 

micronutriente esencial para todos los organismos vivos debido a su 

participación en procesos redox fundamentales. En bacterias, el hierro es 

necesario para la respiración, el metabolismo energético, la síntesis de ADN y 

ARN, la fijación de nitrógeno, la producción de ATP y la defensa contra especies 

reactivas de oxígeno (Messenger & Barclay, 1983; Butt & Thomas, 2017). La 
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deficiencia de hierro puede provocar inhibición del crecimiento celular, 

alteraciones en la morfología bacteriana, disminución de la síntesis de ácidos 

nucleicos y reducción de la viabilidad celular. Aunque el hierro es abundante en 

la corteza terrestre, su forma predominante en ambientes aeróbicos y a pH 

neutro-alcalino es el ion férrico (Fe³⁺), el cual es prácticamente insoluble. Esta 

situación ha generado una fuerte presión selectiva para que las bacterias 

desarrollen mecanismos especializados para adquirir hierro del entorno. Como 

resultado, el hierro no solo es un nutriente esencial, sino también un 

determinante central del comportamiento bacteriano, actuando como señal 

molecular que coordina la expresión de genes asociados tanto a la supervivencia 

como a la virulencia (Santos et al., 2020; Lemos & Balado, 2020). 

2.4.-Factores de virulencia asociados a la homeostasis del hierro 

Los sideróforos son compuestos de bajo peso molecular producidos por 

bacterias bajo condiciones de limitación de hierro. Estos quelantes presentan 

alta afinidad por el Fe³⁺, formando complejos estables que son reconocidos por 

receptores específicos en la membrana externa, transportados al periplasma e 

internalizados al citoplasma, donde el hierro es reducido a Fe²⁺ para su utilización 

metabólica (Schalk, 2008; Khasheii et al., 2021). Aunque los sideróforos son el 

mecanismo principal de captación de hierro, diversas bacterias han desarrollado 

estrategias alternativas o complementarias para adquirir este elemento en 

ambientes competitivos, especialmente cuando el hierro está secuestrado por el 

hospedero. Estas estrategias incluyen: 

Las fenazinas pueden actuar como mediadores redox, reduciendo Fe³⁺ a Fe²⁺ y 

facilitando su solubilidad y su transporte (Sousa et al., 2023). Además, como ya 

se mencionó anteriormente, generan EROs que pueden dañar células vegetales, 

actuando como factores de virulencia. 

Los ramnolípidos facilitan la movilización del hierro al alterar la tensión superficial 

y liberar hierro unido a compuestos orgánicos, además de promover la movilidad 

de tipo swarming que permite la exploración para la obtención del recurso, la 

producción de ramnolípidos está regulada por este metal lo cual nos habla de 
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una regulación fina entre el nutriente y el metabolito (Glick et al., 2010; Zhang et 

al., 2020). 

En P. aeruginosa, se ha demostrado que la disponibilidad de hierro controla 

directamente la expresión de múltiples factores de virulencia. Por ejemplo, bajo 

condiciones de limitación de hierro, se activa el regulador global Fur (Ferric 

uptake regulator), lo que induce la expresión de sideróforos como la pioverdina 

y la pioquelina, además de potenciar la producción de fenazinas y ramnolípidos 

(Visca et al., 2022; Imperi et al., 2019). 

3. Antecedentes 
Históricamente, P. chlororaphis ha sido descrita como una rizobacteria 

promotora del crecimiento vegetal (PGPR), debido a su capacidad para sintetizar 

fitohormonas, sideróforos y metabolitos antimicrobianos con actividad de 

biocontrol, sin embargo, estudios recientes han demostrado efectos patogénicos 

sobre Arabidopsis thaliana; López-Hernández et al. (2023) muestran por primera 

vez que ciertas cepas de P. chlororaphis llegan a generar síntomas de 

patogenicidad en plántulas de A. thaliana, adicionalmente  diversos estudios han 

observado que la disponibilidad de nutrientes pueden afectar de manera 

importante la producción de factores de virulencia.  Nuestro grupo mostró un 

efecto patogénico de P. chlororaphis sobre A. thaliana dependiente de los niveles 

de sacarosa en el medio de interacción, altas concentraciones de sacarosa en el 

medio de interacción disminuyeron la virulencia de la bacteria al disminuir la 

síntesis de fenazinas e inducir promoción del crecimiento por activación la 

señalización auxínica y la ramificación del sistema radicular, promoviendo el 

crecimiento de A. thaliana (Tinoco-Tafolla et al., 2024). 

Diversos estudios realizados en Pseudomonas chlororaphis han revelado que su 

genoma comparte homologías con genes presentes en especies del mismo 

género que tienen un perfil ecológico más amplio o diverso, como P. aeruginosa, 

reconocida por su notable versatilidad en la interacción con múltiples organismos 

hospedadores. Entre los genes homólogos identificados se encuentran, por 

ejemplo, algunos relacionados con la biosíntesis de metabolitos como fenazinas, 



22 
 
 
 
 
 

ramnolípidos y ácido cianhídrico (HCN); otros incluyen componentes 

estructurales vinculados a la movilidad y colonización como flagelos y pili, así 

como genes involucrados en la formación de biopelículas y en la producción de 

exopolisacáridos tipo psl (Venturi, 2005; Gross & Loper, 2009). 

Aunque en bacterias rizosféricas estas rutas genéticas suelen asociarse a 

mecanismos de antagonismo frente a fitopatógenos, la similitud observada abre 

el cuestionamiento si, estos mismos sistemas podrían también dar a P. 

chlororaphis la capacidad de modificar el comportamiento por uno más virulento 

cuando el ambiente lo permita. 

En Pseudomonas aeruginosa, la disponibilidad de hierro no solo influye en el 

metabolismo, sino que también puede funcionar como un regulador múltiple con 

impacto en sistemas de comunicación intercelular, como el quorum sensing. 

Cuando el hierro es limitado, algunos mecanismos de virulencia se activan de 

forma acelerada, incluyendo la producción de sideróforos, la redirección del 

metabolismo hacia la competencia nutrimental y la activación de vías clásicas de 

quorum sensing (Lamont et al., 2002; Lamont, 2005; Oglesby et al., 2008). 

Cuando el hierro está presente en exceso, podrían ocurrir efectos fisiológicos 

para la bacteria como la producción de metabolitos relacionados a la 

homeostasis del hierro. Partiendo de lo que se sabe en otras especies, es 

razonable que en P. chlororaphis las condiciones de exceso de hierro 

combinadas con niveles contrastantes de carbono como la sacarosa podrían 

modificar la regulación de sus sistemas propios de quorum sensing (por ejemplo, 

PhzI/PhzR y CsaI/CsaR), con un impacto directo en la producción de metabolitos 

asociados a la virulencia, como fenazinas y ramnolípidos (Venturi, 2005; Zhang 

et al., 2020). 

Lo llamativo es que, aunque existen investigaciones sobre estos mecanismos de 

regulación por nutrientes, no existe, hasta donde sabemos, ningún estudio que 

analice el efecto combinado hierro carbono en sistemas in vitro durante una 

interacción directa con plantas, ni mucho menos que explore cómo reacciona el 

sistema cuando ambos organismos reciben cambios nutrimentales al mismo 
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tiempo. Esta ausencia de información no es un hueco menor es un vacío de 

investigación y abre una oportunidad científica clara para aportar información 

nueva. 

Además, algo que tampoco se ha examinado es si las respuestas del sistema 

cambian cuando la modificación de los nutrientes se hace de forma simultánea 

tanto en la planta como en la bacteria, lo que sugiere que el contexto 

interaccional podría no ser siempre la suma directa de las respuestas 

individuales. Podría ser distinto, incluso. De ahí que este estudio no solo busque 

describir un efecto nutrimental aislado, sino comprender cómo responde el 

sistema completo cuando el ambiente se modifica drásticamente. 

 

4.- Justificación 
P. chlororaphis ha sido descrita como una bacteria promotora del crecimiento 

vegetal. Sin embargo, estudios recientes de nuestro grupo de trabajo 

demuestran un comportamiento como patógeno sobre A. thaliana; sin embargo, 

esta podía revertirse al modificar las concentraciones de sacarosa en el medio 

de interacción. Diversos estudios han demostrado que, además de la sacarosa, 

la disponibilidad de otros nutrientes influencia la producción de factores de 

virulencia en bacterias del género Pseudomonas; uno de ellos es el hierro. En P. 

aeruginosa, el hierro afecta tanto los sistemas de quorum sensing como la 

producción de diversos metabolitos que alteran el comportamiento bacteriano, 

incluyendo la interacción con otros organismos. Sin embargo, no existe 

información sobre la influencia del hierro durante la interacción entre P. 

chlororaphis y A. thaliana, por lo que es de nuestro interés profundizar en el 

efecto de diferentes concentraciones de hierro en condiciones diferenciales de 

sacarosa durante dicha interacción. El conocimiento generado podría utilizarse 

para gestionar las condiciones ambientales durante la aplicación de 

bioinoculantes bacterianos en plantas de interés agronómico. 
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5.- Hipótesis  

La disponibilidad de hierro y sacarosa modula la virulencia de P. chlororaphis y 

su impacto sobre el crecimiento de A. thaliana. 

6.- Objetivos  

Caracterizar el efecto de diferentes concentraciones de hierro y sacarosa en la 

virulencia de P. chlororaphis durante su interacción con A. thaliana. 

6.1.- Objetivos particulares  

1) Caracterizar las respuestas del desarrollo de A. thaliana en su interacción con 

P. chlororaphis en diferentes concentraciones de hierro y sacarosa. 

2) Evaluar la respuesta de auxinas y citocininas en A. thaliana en la interacción 

con P. chlororaphis, en diferentes concentraciones de hierro y sacarosa.  

3) Evaluar la respuesta de ácido salicílico y jasmónico, además de la generación 

de especies reactivas de oxígeno en A. thaliana en la interacción con P. 

chlororaphis en diferentes concentraciones de hierro y sacarosa.  

4) Analizar la producción de factores de virulencia en P. chlororaphis bajo 

diferentes concentraciones de hierro y sacarosa. 

7.- Materiales y métodos 

7.1.- Crecimiento y desarrollo de las plantas 

Para los experimentos se utilizaron semillas de A. thaliana de tipo silvestre Col-

0 y las líneas transgénicas: PR-1::GUS, LOX2::GUS (Ulmasov et al., 1997). Las 

semillas de A. thaliana se desinfectaron superficialmente 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 germinación. 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 

cámara de crecimiento a 21 °C, con un fotoperiodo de 16/8 horas de 

luz/oscuridad.  
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A los siete días después de la germinación, las plántulas se transfirieron a placas 

con  medio fresco MS 0.2X con diferente disponibilidad de hierro (suplementado 

con 25 μM, 50 μM, 100 μM y 200 μM de sulfato ferroso), así como en carencia 

de hierro inducida por la suplementación del quelante ferrozina en concentración 

de 50 μM, 100 μM y 200 µM, tanto en presencia o ausencia de una estría de P. 

chlororaphis, realizada con un asa bacteriológica calibrada a 1 μL con un 10 μL 

de un cultivo homogéneo de P. chlororaphis, la cual se obtuvo 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 raíz primaria 

se colocó sobre el estriado y se analizó la biomasa y la arquitectura de la raíz 7 

días después de la transferencia en ambas condiciones. Las mediciones de la 

longitud de la raíz primaria se realizaron con una regla, mientras que el número 

de raíces laterales se contó con un estereomicroscopio Leica L2. El peso fresco 

se determinó usando una balanza analítica 

7.2.- Cepa bacteriana 

La cepa de P. chlororaphis que se utilizará en este estudio fue proporcionada por 

el laboratorio de biología del desarrollo vegetal del instituto de investigaciones 

químico-biológicas de la Universidad Michoacana de san Nicolas de Hidalgo. Las 

bacterias fueron aisladas de un bosque de Pino/Encino cercano a la comunidad 

de Ajuno, Michoacán. La cepa fue llamada P. chlororaphis 3T4-12 y 

caracterizada mediante la secuenciación del gen que codifica para el ARN 

ribosomal 16s, presentando un 95% de homología con la cepa P. chlororaphis 

subsp. aureofaciens NBRC 3521, estas fueron aisladas y caracterizadas en el 

trabajo de Lopéz-Hernandez et al., 2023. 

7.3.- Determinación histoquímica de la actividad de GUS 

Se utilizaron las líneas transgénicas de A. thaliana DR5::GUS, ARR5::GUS, 

PR1::GUS y LOX2::GUS que responden a las rutas hormonales de auxinas, 

citocininas, del ácido salicílico y del ácido jasmónico respectivamente, para 

estudiar la respuesta en las interacciones directas raíz-bacteria. Las plántulas 

transgénicas se sumergieron en una solución de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

glucurónico (X-Gluc) en buffer de fosfato sódico 100 mM, pH 7, suplementado 
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con 2 mM K4 Fe(CN)6 y 2 mM K3 Fe(CN)6 a 37 °C y se incubaron durante la 

noche. El aclaramiento de los tejidos se realizó colocando las plántulas en 2 ml 

de solución con metanol al 20% (v/v) y HCl 0.24 N, incubando a 60 °C durante 

45 min; después de retirar cuidadosamente la solución utilizando una punta de 

micropipeta de 1 ml, se añadió NaOH al 7% para cubrir las plántulas y se 

mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min. A continuación, se 

desechó la solución y las plántulas 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). 

7.4.- Determinación histoquímica de especies reactivas de oxigeno 

La detección de O2•− se realizó basado en el trabajo de Ramel et al. (2009). Las 

plántulas de 7 días de interacción con la bacteria se sumergieron en una solución 

de tinción de 1 mg/ml de Nitro blue tetrazolium (NBT) (N6495-Invitrogen) en 

tampón de fosfato de potasio (10 mM), con NaN3 (10 mM), las plántulas teñidas 

se hirvieron en una solución de ácido acético: glicerol: etanol (1:1:3, v/v/v) 

durante 15 min a 80° C. Finalmente las muestras se almacenaron en etanol al 

95 % (v/v) hasta el escaneo. El O2•− se visualizó como un color azul producido 

por la reducción de NBT a formazán.  El color azul que es proporcional a la 

cantidad de ERO totales. 

Para la detección de H2O2, se utilizó el agente diaminobencidina (DAB) (D8001-

5G, Sigma-Aldrich) a una concentración de 1 mg/ml. Este se disolvió en H2O y 

se ajustó a pH 3,8 con HCl. La solución DAB se preparó el día del análisis para 

evitar la autooxidación. Las plántulas de 7 días de interacción con la bacteria se 

sumergieron en la solución durante 2-3 horas. A continuación, las plántulas 

teñidas se hirvieron en una solución de ácido acético: glicerol: etanol (1:1:3, v/v/v) 

durante 10 min y luego se almacenaron en etanol al 95 % (v/v) hasta el escaneo. 

El peróxido de hidrogeno se visualizó como un color marrón debido a la 

polimerización DAB, que es directamente proporcional a la cantidad de 

H2O2 (Ramel et al., 2009). 
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7.5.- Determinación histoquímica de hierro en tejidos vegetales por tinción 
perls/DAB 

La acumulación de hierro férrico (Fe³⁺) en los tejidos de A. thaliana se evaluó 

mediante la tinción Perls/DAB. Las plántulas se incubaron por 30 min en una 

solución Perls compuesta por ferrocianuro potásico al 4% y ácido clorhídrico al 

4% (1:1). Las muestras se incubaron durante 15 min en una solución de 

diaminobencidina (DAB, 0.025% en Tris-HCl 0.1 M, pH 7.5) suplementada con 

H₂O₂ al 0.03%, lo que permitió amplificar la reacción y generar un precipitado 

marrón insoluble indicativo de depósitos de hierro férrico (Vargas & 

Roschzttardtz, 2023). Finalmente, las raíces se lavaron con agua destilada y se 

montaron en portaobjetos para su documentación mediante microscopía de luz. 

7.6.- Determinación de los factores de virulencia 

A partir de las placas de interacción se cortó con bisturí la zona de interacción y 

se separaron los sobrenadantes con una microfibra de nylon mediante 

centrifugación a 13000 rpm en una centrifuga Thermo scientific ST 16R con un 

rotor Thermo scientific FiberLite F15-6x100y, para obtener el sobrenadante libre 

de células. 

7.6.1- Pioverdina 

Se cuantificó la pioverdina directamente sobre las placas de MS en interacción, 

las fotografías se obtuvieron mediante Chemidoc MP con fuente de emisión epi-

blue un tiempo de exposición de 0.1 segundos y un filtro de 530 nm; una vez 

obtenidas las imágenes se realizó la cuantificación por fluorescencia en el 

software imageJ. 

7.6.2.- Ramnolípidos  

Se utilizaron los sobrenadantes libres de células de P. chlororaphis para 

cuantificar ramnolípidos utilizando el método orcinol-ramnosa, basado en una 

curva estándar de ramnosa que mide la absorbancia a 421 nm en un 

espectrofotómetro (Wang et al., 2007). 

7.6.3.- Fenazinas 

Se utilizaron los sobrenadantes libres de células obtenidos de P. chlororaphis; 

se añadió 1 ml de cloroformo y se agitó vigorosamente durante 5 minutos y se 
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dejó en reposo hasta la separación completa de fases. La fase inferior (orgánica), 

correspondiente al cloroformo, fue recuperada y evaporada. El residuo seco se 

resuspendió en un mililitro de metanol absoluto para su análisis 

espectrofotométrico. La cuantificación de PCA se realizó mediante 

espectrofotometría UV-Vis, midiendo la absorbancia a 368 nm en celdas de 

cuarzo, utilizando como referencia el coeficiente de extinción molar en metanol 

reportado por Jayatilake et al. (1996), con un valor de ε = 3,020 M⁻¹·cm⁻¹ 

7.7.-Análisis estadístico 

Los datos globales de todos los experimentos se analizaron estadísticamente 

con el programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPadSoftware Inc.). Se realizaron 

análisis de varianza de una vía (ANOVA) y pruebas post hoc de Tukey para 

determinar las diferencias estadísticas de los tratamientos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.- Resultados 

8.1.- El exceso de hierro modifica la respuesta de A. thaliana a la 
inoculación con P. chlororaphis en condiciones diferenciales de sacarosa 

De manera reciente nuestro grupo de trabajo demostró la importancia de la 

sacarosa durante la interacción de Arabidopsis con P. chlororaphis (Tinoco-
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Tafolla et al., 2024),  en este sentido el desarrollo de Arabidopsis que se 

compromete durante la interacción con P. chlororaphis bajo condiciones de 0.6 

% de sacarosa en comparación con las plantas no inoculadas (Fig. 4A, G, M; 

Fig. 5A, G y M), disminuye cuando se incrementa la concentración de sacarosa 

de 0.6% a 2.4%, particularmente el follaje de la planta se desarrolla de manera 

similar al de las plantas no inoculadas y se induce la formación de raíces laterales 

(Fig. 4D, J, N; Fig. 5D, J, N). 

Para evaluar la influencia del hierro sobre la virulencia de P. chlororaphis, se 

analizaron ambas condiciones de sacarosa en el medio MS 0.2 X suplementado 

con 25 µM de sulfato ferroso (FeSO₄)  como control, así como con 100 y 200 µM 

de FeSO₄ como exceso de hierro. Las respuestas fenotípicas muestran que bajo 

condiciones de 0.6% de sacarosa la suplementación de hierro induce la 

ramificación de la raíz de las plantas no inoculadas ( Fig. 4A-C, M), mientras que 

en la interacción con P. chlororaphis, el exceso de hierro disminuye la formación 

de raíces laterales (Fig. 4G-I, M).  

Bajo condiciones de 2.4% de sacarosa, la adición de hierro promueve el 

crecimiento de la raíz primaria en plantas no inoculadas (Fig. 4D-F). De manera 

interesante, la suplementación de 100 y 200 µM de FeSO₄ restauró y estatus 

inhibitorio de P. chlororaphis sobre Arabidopsis al disminuir la formación de 

raíces laterales (Fig. 4J–L, N). 
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Figura 4. Desarrollo de A. thaliana en interacción con P. chlororaphis en distintas 
concentraciones de hierro (FeSO₄) y sacarosa (Sac). Se muestran imágenes 
representativas del desarrollo de A. thaliana en distintas concentraciones de hierro y 
sacarosa (A-F), además de su interacción con P. chlororaphis en las mismas 
condiciones (G-L). Las gráficas muestran los promedios ± EE de la producción de raíces 
laterales en condiciones diferenciales de sacarosa y de hierro (M, N). n = 18 plántulas 
en 3 experimentos diferentes. Las letras indican diferencias estadísticas determinadas 
mediante ANOVA de una vía, seguido de un análisis post hoc de Tukey (P  0,05). 

La inhibición del desarrollo del follaje de Arabidopsis en interacción con P. 

chlororaphis en comparación con las plantas no inoculadas, no cambia al 

incrementar el contenido de hierro en las condiciones de 0.6 % de sacarosa (Fig. 
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5A-C, G-I, M). Pero de manera similar a como ocurre en el desarrollo del sistema 

radicular, el exceso de hierro inhibe el desarrollo del follaje de las plantas de 

Arabidopsis en interacción con P. chlororaphis en condiciones de 2.4% de 

sacarosa (Fig. 5D-F, J-L, N). Estos resultados demuestran la flexibilidad 

represora-inductora de P. chlororaphis sobre el desarrollo de la planta al percibir 

los niveles de nutrientes en el medio de interacción, posiblemente por la 

inducción de mecanismos de competencia por los nutrientes. 

 

Figura 5. Desarrollo del tejido aéreo de A. thaliana con P. chlororaphis en las 
distintas concentraciones de hierro y sacarosa: Se muestran imágenes 
representativas del follaje de A. thaliana en las distintas concentraciones de hierro y 
sacarosa (A-F), además del desarrollo durante la interacción en las mismas condiciones 
de hierro y sacarosa (G-l), finalmente se muestran las gráficas del peso fresco del follaje 
en la concentración de 0.6% de sacarosa (M) y en 2.4% de sacarosa (N). 
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8.2.- La deficiencia de hierro modula diferencialmente la respuesta de A. 
thaliana a P. chlororaphis en condiciones contrastantes de sacarosa 

Para determinar si la limitación de hierro afecta la virulencia de P. chlororaphis, 

se evaluó el desarrollo de A. thaliana en medio MS 0.2X suplementado con 0, 

100 y 200 µM de ferrozina, un agente quelante de hierro. Los ensayos se 

realizaron en condiciones de 0.6% (efecto virulento de la bacteria) y 2.4% de 

sacarosa (efecto promotor del crecimiento), tanto en plantas inoculadas como no 

inoculadas. 

En las plantas no inoculadas bajo condiciones de 0.6% de sacarosa, la 

suplementación de ferrozina no generó diferencias significativas en el desarrollo 

del sistema radicular (Fig. 6A–C, M). Sin embargo, se observó un ligero efecto 

visual de clorosis en concentraciones elevadas del quelante, consistente con la 

reducción del hierro biodisponible. En plantas inoculadas, no se observaron 

diferencias en comparación con la condición control (Fig. 6G-I, M); esto indica 

que la bacteria no modificó su comportamiento virulento en condiciones de baja 

sacarosa ante la disminución de hierro. Por su parte, en condiciones de 2.4% de 

sacarosa la promoción de raíces laterales inducida por P. chlororaphis disminuyó 

consistentemente cuando se adicionó ferrozina al medio (Fig. 6J-L, N). 
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Figura 6. Desarrollo de A. thaliana en interacción con P. chlororaphis en distintas 
concentraciones de ferrozina y condiciones diferenciales de sacarosa: Se 
muestran imágenes representativas del desarrollo de A. thaliana en distintas 
concentraciones de ferrozina y sacarosa (A-F); además de su interacción con P. 
chlororaphis en las mismas condiciones (G-L); finalmente se muestran gráficas sobre la 
producción de raíces laterales en ambas condiciones (M, N). Las barras representan la 
media ± EE de 18 plántulas en 3 experimentos diferentes de los tratamientos indicados; 
letras diferentes indican diferencias estadísticas determinadas mediante ANOVA de una 
vía, seguido de un análisis post hoc de Tukey (P  0,05). 

Análisis detallados del follaje de plantas en las diferentes condiciones de 

crecimiento e interacción muestran que la ferrozina induce clorosis en las plantas 

creciendo en 0.6% de sacarosa en condiciones axénicas (Fig. 7A-C), este efecto 
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de clorosis se exacerba en las plantas inoculadas con P. chlororaphis, sin 

modificar la producción de biomasa (Fig. 7G-I, M). En las condiciones de 2.4% 

de sacarosa, las plantas no inoculadas mostraron síntomas leves de clorosis a 

concentraciones elevadas de ferrozina (Fig. 7D-F). Finalmente, las plantas 

inoculadas con P. chlororaphis en ausencia de ferrozina en condiciones de 2.4 

% de sacarosa, muestran follajes sanos comparables con las plantas no 

inoculadas(Fig. 7J, N). Sin embargo, ante condiciones limitantes de hierro por la 

adición de ferrozina, la bacteria inhibe el desarrollo foliar tanto como en las 

concentraciones de 0.6% de sacarosa (Fig. 7K, L, N). 

 

Figura 7. Desarrollo del tejido aéreo de A. thaliana con P. chlororaphis en distintas 
concentraciones de ferrozina y sacarosa. Se muestran imágenes representativas del 
follaje de A. thaliana en las distintas concentraciones de ferrozina y sacarosa (A-F). 
Además del desarrollo durante la interacción en las mismas condiciones de hierro y 
sacarosa (G-L); finalmente se muestran gráficas del peso fresco del follaje en la 
concentración de 0.6% de sacarosa (M) y en 2.4% de sacarosa (N), Las barras 
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representan la media ± EE de 18 plántulas en 3 experimentos diferentes de los 
tratamientos indicados; letras diferentes indican diferencias estadísticas determinadas 
mediante ANOVA unidireccional, seguido de un análisis post hoc de Tukey (P < 0,05). 

Adicionalmente, se analizó la interacción de Arabidopsis con P. chlororaphis bajo 

condiciones diferenciales de sacarosa y hierro en tiempos prolongados, donde 

se confirma la fuerte influencia del hierro en la virulencia de la bacteria sobre la 

planta. En condiciones de 0.6 % de sacarosa, la bacteria inhibe el desarrollo total 

de la planta en las diferentes condiciones de hierro (Fig. 8A-C). Mientras que en 

condiciones de 2.4% de sacarosa, donde la bacteria induce el desarrollo del 

sistema radicular y del follaje (Fig. 8D), el comportamiento bacteriano es 

revertido cuando se modifican los niveles de hierro, particularmente 

incrementándolo (Fig. 8D-E, G-H). En la condición de deficiencia de hierro, si 

bien el crecimiento se inhibió, los síntomas de daño fueron menos pronunciados 

y predominó la clorosis, sugiriendo una alteración fisiológica distinta a la 

observada bajo exceso de hierro (Fig. 8F). 

 

Figura 8. Evaluación del efecto de la bacteria sobre el desarrollo de la planta a 
mayor tiempo de interacción. Efecto de condiciones contrastantes de hierro y ferrozina 
en plántulas de A. thaliana 21 días después de la inoculación en las condiciones de 
0.6% de sacarosa (A-C) y 2.4% sacarosa (D-F) inoculadas con P. chlororaphis. 
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Adicionalmente, se muestra una gráfica del peso fresco del follaje (G) y de la raíz (H). 
Las barras representan la media ± EE de 18 plántulas en 3 experimentos diferentes de 
los tratamientos indicados; letras diferentes indican diferencias estadísticas 
determinadas mediante ANOVA unidireccional, seguido de un análisis post hoc de Tukey 
(P < 0,05). 

 

8.3.– Los niveles diferenciales de sacarosa y hierro modifican la respuesta 
auxínica de A. thaliana durante la interacción con P. chlororaphis 

Nuestros resultados previos demostraron que la promoción del crecimiento 

inducida por P. chlororaphis se correlaciona con un aumento en la señal 

auxínica, evidenciado por una coloración azul del tejido, producto del incremento 

en la expresión del gen reportero DR5::GUS y un incremento en la actividad de 

la -glucoronidasa (Tinoco-Tafolla et al., 2024). Dicho incremento en la 

señalización auxínica se produjo en condiciones de baja virulencia, en las que la 

bacteria actuaba como promotora del crecimiento. Para determinar cómo los 

niveles de sacarosa y hierro modulan esta respuesta hormonal, analizamos la 

actividad del gen reportero DR5::GUS en plantas no inoculadas e inoculadas 

cultivadas en 0.6% y 2.4% de sacarosa, además de las diferentes 

concentraciones de hierro. 

En plantas no inoculadas cultivadas con 0.6% de sacarosa (Fig. 9A–C, G–I), la 

actividad auxínica fue baja y se restringió principalmente al ápice radicular, 

consistente con el patrón típico de señalización en condiciones normales de 

desarrollo. De manera similar, en 2.4% de sacarosa no se observó mayor 

activación de DR5::GUS (Fig. 9D–F, J–L). La ausencia de señal en la región 

media de la raíz se considera fisiológicamente esperada, dado que estas zonas 

no presentan acumulación basal de auxinas en condiciones estándar de 

crecimiento. En plantas inoculadas cultivadas con 0.6% de sacarosa (Fig. 9M–

O, S–U), el patrón DR5::GUS fue indetectable en la raíz y follaje (FIG. 9N–O, T–

U), lo cual coincide con la fuerte inhibición del desarrollo radicular descrita 

previamente. 

En contraste, en plantas inoculadas cultivadas con 2.4% de sacarosa (Fig. 9P–

R, V–X), se observó un comportamiento diferencial. Bajo la condición control 
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(Fig. 9P, V), la señal de DR5::GUS se detectó en la zona de elongación y en 

primordios de raíces laterales, coincidiendo con el efecto promotor del 

crecimiento característico de condiciones de menor virulencia. También el 

exceso de hierro indujo una señal auxínica a lo largo de la raíz a pesar de su 

fenotipo patogénico (Fig. 9Q, W). Esta inducción nos explica por qué, en análisis 

a tiempos más largos se observa ramificación, a pesar de que los follajes están 

completamente inhibidos. Por el contrario, en las condiciones de deficiencia de 

hierro, la señal auxínica disminuye drásticamente, correlacionándose con la 

pérdida casi total de la arquitectura radicular descrita en los análisis morfológicos 

(Fig. 9R, X). 

 

Figura 9. Respuesta auxínica en A. thaliana durante la interacción con P. 
chlororaphis. Se muestran imágenes representativas de la respuesta auxínica a través 
del marcador DR5::GUS en plántulas en las distintas concentraciones de hierro y 
ferrozina en las condiciones de 0.6% de sacarosa no inoculadas (A-C, G-I) e inoculadas 
(M-O, S-U) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (D-F, J-K) e inoculadas (P-R, V-X), 
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8.4.– Los niveles diferenciales de sacarosa y hierro modifican la respuesta 
de citocininas en A. thaliana durante la interacción con P. chlororaphis 

Con el fin de determinar si los efectos en el desarrollo de Arabidopsis por P. 

chlororaphis se relacionaban también con la regulación de la vía de las 

citocininas, se empleó la línea reportera ARR5::GUS. 

Las plantas no inoculadas, creciendo en 0.6% de sacarosa tienen una expresión 

de ARR5::GUS restringida al meristemo apical radicular, patrón consistente con 

condiciones normales de desarrollo (Fig. 10A–C, G–I), mientras que el exceso 

de hierro incrementó ligeramente la señal (Fig. 10B, H). En contraste, en las 

condiciones de deficiencia de hierro se reduce la expresión del marcador (Fig. 

12C, I), indicando una supresión de la actividad de las citocininas asociada al 

estrés por limitación de hierro. 

Las plantas no inoculadas creciendo en 2.4% de sacarosa se observó un 

incremento general en la señal ARR5::GUS, particularmente bajo exceso de 

hierro (Fig. 10E, K), lo que sugiere un ambiente fisiológico favorable para el 

crecimiento, el cual se reduce cuando hay limitación de hierro en concordancia 

con la disminución de la expresión de ARR5::GUS (Fig. 10F, L), esto, es 

consistente con la clorosis y el menor vigor observados en estas plantas. 
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Figura 10. Respuesta de citocininas en A. thaliana en la interacción con P. 
chlororaphis. Se muestran imágenes representativas de la respuesta a citocininas a 
través del marcador ARR5::GUS en plántulas en las distintas concentraciones de hierro 
y ferrozina, en las condiciones de 0.6% de sacarosa no inoculadas (A-C, G-I) e 
inoculadas (M-O, S-U) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (D-F, J-K) e inoculadas (P-R, 
V-X), 

Las plantas inoculadas creciendo en condiciones de 0.6% de sacarosa, la señal 

de ARR5::GUS disminuyó de manera notable en todos los tratamientos, 

incluyendo el control (Fig. 10M–O, S–U). Esta supresión generalizada sugiere 

que P. chlororaphis reduce la actividad de las citocininas como parte de su efecto 

inhibitorio en condiciones donde la bacteria presenta alta virulencia. La 

disminución fue aún más marcada bajo exceso de hierro (Fig. 12N–O, T–U), 

coincidiendo con el fenotipo de fuerte inhibición radicular descrito previamente. 

En las plantas inoculadas cultivadas con 2.4% de sacarosa, en el tratamiento 

control se observó una activación alta del reporte del reportero comparado con 

su control (Fig. 10P, V), coherente con el efecto promotor del crecimiento, 

característico de P. chlororaphis bajo estos niveles de sacarosa. Sin embargo, el 
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exceso de hierro redujo la señal ARR5::GUS en los tejidos foliares y radiculares 

(Fig. 10Q, W), concordando con el retorno del estado virulento de la bacteria y la 

disminución del desarrollo foliar. De manera similar, la deficiencia de hierro (Fig. 

10R, X) produjo una reducción drástica de la señalización por citocininas, 

consistente con un cambio de P. chlororaphis hacia un comportamiento más 

competitivo con A. thaliana y es consistente con mayor impacto negativo sobre 

la arquitectura de la planta y crecimiento del follaje; la marcada disminución de 

la señalización por citocininas observada durante la interacción con P. 

chlororaphis bajo condiciones de alta virulencia coincide con patrones reportados 

de microorganismos patógenos, los cuales suprimen vías hormonales clave para 

comprometer la integridad meristemática y favorecer su establecimiento (Li et al., 

2021). 

8.5.- Los niveles diferenciales de sacarosa y de hierro alteran la respuesta 
de defensa mediada por los ácidos salicílico y jasmónico en las plantas de 
A. thaliana en interacción con P. chlororaphis 

Para evaluar si los cambios en la en el desarrollo de Arabidopsis interaccionando 

con P. chlororaphis observados están asociados con la activación de rutas 

hormonales de defensa en la planta, se utilizaron líneas PR1::GUS y LOX2::GUS 

reporteras de las vías del ácido salicílico y del ácido jasmónico, respectivamente. 

En las plantas no inoculadas no se detectó la expresión de ninguno de los 

reporteros, lo que demuestra que, ni el hierro, ni la sacarosa inducen de manera 

directa estas vías de defensa (Fig. 11A–F, Fig. 12 A-F). Sin embargo, en las 

plantas inoculadas y cultivadas con 0.6% de sacarosa, la vía del SA mostró una 

inducción fuerte bajo la condición control, la cual tendió a aumentar ligeramente 

bajo exceso de hierro mientras que la deficiencia de hierro redujo de manera 

marcada la señal (Fig. 11G–I). En las condiciones de 2.4% de sacarosa, la 

expresión de PR1 se detecta tanto en el control como en el exceso de hierro, 

mientras que la condición con deficiencia de hierro la señal es muy baja (Fig. 

11J-L). Este patrón sugiere que, aun en condiciones donde P. chlororaphis actúa 

como promotor del crecimiento, la vía del SA permanece activa, descartando la 

posibilidad de una inhibición por la activación de esta vía. 
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Figura 11. Respuesta de ácido salicílico en A. thaliana en la interacción con P. 
chlororaphis. Se muestran imágenes representativas de la respuesta a acido salicílico 
a través del marcador PR1::GUS en plántulas en las distintas concentraciones de hierro 
y ferrozina en las condiciones de 0.6% de sacarosa no inoculadas (A-C) e inoculadas 
(G-I) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (D-F) e inoculadas (J-L). 

 

En cuanto a la vía del JA, en plantas inoculadas cultivadas con 0.6% de 

sacarosa, la expresión de LOX2 fue evidente en la condición control y se 

intensificó bajo exceso de hierro, mientras que la deficiencia de hierro disminuyó 

significativamente la señal (Fig. 12G–I). En 2.4% de sacarosa (Fig. 12J–L) se 

indujo la expresión de LOX2, aunque la ferrozina redujo ligeramente la expresión 

(Fig. 12L).  

 

Figura 12. Respuesta de ácido jasmónico en A. thaliana en la interacción con P. 
chlororaphis. Se muestran imágenes representativas de la respuesta a ácido 
jasmónico a través del marcador LOX2::GUS en plántulas en las distintas 
concentraciones de hierro y ferrozina en las condiciones de 0.6% de sacarosa no 
inoculadas (A-C) e inoculadas (G-I) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (D-F) e 
inoculadas (J-L). 
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8.6. Los niveles diferenciales de sacarosa y de hierro alteran la respuesta 
de especies reactivas de oxígeno en A. thaliana en interacción con P. 
chlororaphis 

Las especies reactivas de oxígeno están asociadas directamente con la defensa 

de las plantas produciendo un fenómeno denominado “explosión oxidativa”. 

Como su nombre lo sugiere, es una respuesta corta e intensa, se produce un 

aumento súbito de éstas que rápidamente y en cuestión de horas se debe 

detoxificar pues la acumulación de éstas es altamente dañina para las plantas. 

A fin de determinar si las variaciones en la virulencia observadas en P. 

chlororaphis estaban asociadas a un estrés oxidativo inducido en la planta, se 

evaluó la acumulación de anión superóxido y peróxido de hidrógeno mediante 

tinciones histoquímicas con NBT y DAB, respectivamente, bajo condiciones 

contrastantes de hierro y sacarosa. 

8.6.1. Acumulación de anión superóxido (NBT) 

En plantas no inoculadas cultivadas con 0.6% de sacarosa la señal del NBT fue 

mínima y homogénea, indicando que sin la presencia de la bacteria la planta 

mantiene un nivel basal de anión superóxido independientemente de las 

condiciones de hierro (Fig. 13A–C, G–I). En 2.4% de sacarosa las plantas no 

inoculadas mostraron una acumulación mayor de superóxido, probablemente 

asociada a un incremento normal de la respiración celular y fotosíntesis al ser 

estimulado el crecimiento con sacarosa (Fig. 13D–F, J–L). Pese a este 

incremento, la distribución y el fenotipo de los follajes nos confirma que la planta 

sigue manteniendo un estatus redox saludable, lo que se confirma con el 

posterior análisis del peróxido de hidrógeno. 

En plantas inoculadas, cultivadas con 0.6% de sacarosa (Fig. 13M–O, S–U), se 

observó un aumento de superóxido en el follaje, particularmente bajo exceso de 

hierro (Fig. 13N, T). La deficiencia de hierro (Fig. 13O, U) también mostró señal, 

aunque con menor intensidad, equiparable con su control no inoculado, lo cual 

coincidiría con la reducción observada previamente en la activación de las vías 

de defensa dependientes de SA y JA, sugiriendo que bajo deficiencia de hierro 

la bacteria podría estar en un estado fisiológico menos activo, reduciendo la 



43 
 
 
 
 
 

producción de metabolitos redox-activos o efectores que normalmente inducen 

una respuesta más intensa en la planta, caso contrario a lo que sucede con el 

exceso de hierro, posiblemente como consecuencia de un metabolismo 

bacteriano más activo cuando el hierro es abundante, pudiendo observar señales 

intensas en toda la planta. 

En plantas cultivadas con 2.4% de sacarosa (Fig. 13P–R, V–X), el tratamiento 

control inoculado mostró niveles moderados de superóxido, similares a los 

observados en plantas no inoculadas, nuevamente podría ser una consecuencia 

del metabolismo incrementado por la sacarosa bajo exceso de hierro (Fig. 13Q, 

W), la acumulación fue notablemente mayor que su control, presentando un 

exceso en las hojas nuevas y el hipocótilo, mientras que en la deficiencia se 

redujo significativamente la señal y correlaciona con la disminución el fenotipo 

de daño en el follaje. Estos resultados indican que la acumulación de superóxido 

sigue un patrón que coincide con las condiciones donde la bacteria podría 

adoptar un funcionamiento más virulento, donde se muestra un fenotipo de 

marchitez y daño en los follajes, el anión superóxido es inestable y las plantas 

se detoxifican rápidamente principalmente a través de la enzima superóxido 

dismutasa se degrada formando peróxido de hidrogeno que cuando se acumula 

es altamente citotóxico y un mecanismo ya descrito de daño por patógenos 

(Fones & Preston, 2011; Ishiga et al., 2008). 
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Figura 13. Acumulación de anión superóxido en follaje de A. thaliana en la 
interacción con P. chlororaphis. Se muestran imágenes representativas de la 
acumulación del anión superóxido en los follajes de plántulas en las distintas 
concentraciones de hierro y ferrozina en las condiciones de 0.6% de sacarosa no 
inoculadas (A-C, G-I) e inoculadas (M-O, S-U) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (D-F, 
J-K) e inoculadas (P-R, V-X). 

 

8.6.2. Acumulación de peróxido de hidrógeno (DAB) 

Una pérdida en la homeostasis de hierro puede ser letal, las plántulas inoculadas 

en las condiciones de mayor virulencia mostraban un aumento importante en la 

acumulación del anión superóxido; sin embargo, las condiciones de promoción 

decrecimiento ya sea con 2.4% sacarosa no inoculadas y las inoculadas también 

mostraron un aumento a los 7 días de interacción, esta respuesta sostenida sin 

homeostasis debería ser dañina, para ello se analizara la acumulación de 

peróxido de hidrógeno y se confirmará como se encuentra el estatus redox de 

las plantas en este tiempo de interacción. 

Las plantas no inoculadas, cultivadas con 0.6% de sacarosa la acumulación de 

H₂O₂ fue baja tanto en la condición control como bajo deficiencia de hierro, y se 
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mantuvo igualmente baja bajo exceso de hierro, indicando que la planta no 

experimenta un desbalance redox significativo en ausencia del microorganismo 

(Fig. 14A–C, G–I). En 2.4% de sacarosa la señal volvió a ser homogénea y de 

baja intensidad, lo que confirma que la planta mantiene su homeostasis oxidativa 

bajo estas condiciones y que el aumento del anión superóxido no produce una 

acumulación del peróxido de hidrógeno (Fig. 14D–F, J–L). 

 

Figura 14. Acumulación de peróxido de hidrógeno en el follaje de A. thaliana en la 
interacción con P. chlororaphis. Se muestran imágenes representativas de la 
acumulación de peróxido de hidrógeno en los follajes de plántulas en las distintas 
concentraciones de hierro y ferrozina en las condiciones de 0.6% de sacarosa no 
inoculadas (A-C, G-I) e inoculadas (M-O, S-U) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (D-F, 
J-K) e inoculadas (P-R, V-X). 

 

En plantas inoculadas, cultivadas con 0.6% de sacarosa, la señal de H₂O₂ 

aumentó de manera notable en las condiciones control y en exceso de hierro 

(Fig. 14N, T) y en menor medida en deficiencia de hierro (Fig. 14O, U); algo muy 

similar a lo que habíamos observado con el anión superóxido. Este patrón 
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coincide con la hipótesis de que la interacción con la bacteria podría activar 

procesos que favorecen la generación de EROs, especialmente cuando el hierro 

es abundante. En plantas inoculadas, cultivadas con 2.4% de sacarosa la 

acumulación de H₂O₂ fue baja en el tratamiento control, tan solo ligeramente 

superior a su control no inoculado, lo cual nos demuestra nuevamente de que en 

estas condiciones la planta puede mantener su estatus redox en equilibrio (Fig. 

14P–R, V–X). Por otro lado, se observó un aumento considerable en la condición 

de exceso de hierro (Fig. 14Q, W). En deficiencia de hierro (Fig. 14R, X), la señal 

fue similar a la observada en 0.6% de sacarosa.  

8.7.- La interacción con P. chlororaphis en las condiciones limitantes de 
hierro acentúa los síntomas de deficiencia de hierro en las plantas. 

La tinción histoquímica Perls/DAB permitió evaluar la distribución del hierro en 

raíces de A. thaliana bajo diferentes concentraciones de sacarosa y 

disponibilidad del metal, tanto en plantas inoculadas con P. chlororaphis como 

en controles no inoculados. Los paneles superiores muestran el follaje completo 

como referencia visual de la clorosis foliar, mientras que las micrografías 

radiculares corresponden a la tinción de hierro en distintas regiones de la raíz, 

incluyendo el hipocótilo y la zona apical. 

Las plantas no inoculadas, cultivadas con 0.6% de sacarosa, la tinción se 

observó leve y homogénea, reflejando una captación basal de hierro sin 

acumulación marcada (Fig.15 A–B, E–J). Al incrementar la concentración de 

sacarosa a 2.4% la tinción aumentó notablemente en la base del hipocótilo y, en 

menor medida, en la punta de la raíz, lo que sugiere que la mayor disponibilidad 

de carbono favorece la absorción y el transporte de hierro hacia los tejidos 

vasculares (Fig. 15C–D, G–L). Este patrón coincide con el fenotipo más 

saludable observado en estas condiciones, donde las plantas muestran un 

crecimiento vigoroso y ausencia de clorosis. 

En contraste, las plantas inoculadas con P. chlororaphis mostraron una 

reducción marcada de la tinción en prácticamente todas las condiciones 

evaluadas (Fig. 15M–P, Q–X). La disminución fue especialmente evidente en 

2.4% de sacarosa, donde la bacteria atenuó la acumulación de hierro 
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previamente promovida por la alta disponibilidad de carbono. Esta pérdida de 

señal coincide con el fenotipo de clorosis y con la inhibición del crecimiento foliar 

y radicular de las plántulas inoculadas, lo que sugiere que, en presencia de la 

bacteria, la planta enfrenta una disponibilidad limitada de hierro, probablemente 

debido a un proceso de competencia. 
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Figura 15. La interacción con P. chlororaphis acentúa los síntomas de deficiencia 
de hierro y disminuye la cantidad de hierro en los tejidos radiculares. Se muestran 
imágenes representativas del desarrollo del follaje de plántulas en las distintas 
concentraciones control y ferrozina en las condiciones de 0.6% de sacarosa no 
inoculadas (A, B) e inoculadas (M, N) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (C, D) e 
inoculadas (O, P), adicionalmente se muestra una tinción Perls/DAB con un precipitado 
marrón que corresponde al hierro en los tejidos internos de la raíz de plántulas en las 
distintas concentraciones control y ferrozina en las condiciones de 0.6% de sacarosa no 
inoculadas (E-J) e inoculadas (Q-V) y 2.4% de sacarosa no inoculadas (G-L) e 
inoculadas (S-X). 
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8.8.- Efecto de los niveles de hierro sobre el desarrollo y comportamiento 
de P. chlororaphis 

Con el fin de evaluar si los cambios fisiológicos observados en la interacción con 

A. thaliana pueden estar asociados a modificaciones en el comportamiento de P. 

chlororaphis inducidas por la disponibilidad de hierro, se realizaron ensayos de 

crecimiento bacteriano, motilidad superficial y producción de metabolitos bajo 

condiciones contrastantes de sacarosa y hierro.  

8.8.1.- Efecto del hierro sobre el crecimiento bacteriano 

Se realizó una curva de crecimiento en medio MS 0.2X líquido suplementado con 

0.6% o 2.4% de sacarosa, iniciando con una D.O. de 0.1 y monitoreando cada 

30 minutos durante 24 horas (Fig. 16A). En estas condiciones, la concentración 

de 2.4% de sacarosa promovió un incremento progresivo en la densidad óptica 

a partir de las 18 horas, mientras que el tratamiento con 0.6% de sacarosa no 

mostró crecimiento detectable, permaneciendo en valores cercanos al punto 

inicial. Este comportamiento sugiere que, en las condiciones evaluadas, P. 

chlororaphis requiere una disponibilidad adecuada de carbono para mantener su 

crecimiento, lo cual coincide con los resultados observados en la interacción 

planta-bacteria, es interesante pues se descarta que los efectos puedan deberse 

a estrés osmótico o por mayor crecimiento bacteriano. 

 

Figura 16. Crecimiento y motilidad de tipo swarming en diferentes 
concentraciones de hierro y condiciones diferenciales de sacarosa. Efecto de los 
niveles de hierro sobre el crecimiento de P. chlororaphis (A, B) en medios MS líquido al 
0.2X se monitoreó cada 30 minutos por 24 horas. Las barras representan la media ± EE 

A B 
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de 3 mediciones en cada 30 minutos de los tratamientos indicados; la diferencia 
estadística se determinó mediante t test. 

 

Adicionalmente se evaluó el efecto del hierro utilizando 0, 25 y 200 µM de FeSO₄ 

(Fig. 16B). Aunque no se detectaron diferencias estadísticamente significativas 

entre los tratamientos, la concentración de 200 µM mostró una tendencia a 

alcanzar menores valores de densidad óptica en comparación con el control sin 

hierro. Estos resultados indican que los cambios en el comportamiento 

bacteriano observados durante la interacción con la planta no se deben a 

modificaciones importantes en la tasa de crecimiento, sino posiblemente a 

ajustes metabólicos inducidos por la disponibilidad de hierro y no 

necesariamente ligados a proliferación celular. 

8.8.2.- Efecto del hierro sobre la motilidad tipo swarming 

La motilidad superficial se evaluó mediante ensayos de swarming en medio 

King’s B modificado con 0.5% de agar y suplementado con 25 µM o 200 µM de 

FeSO₄, así como con 200 µM de ferrozina (Fig. 17). En el tratamiento con 25 µM 

de hierro (Fig. 17A), la bacteria formó colonias simétricas sin evidencia de 

expansión radial. La adición de 200 µM de FeSO₄ (Fig. 17B), alteró ligeramente 

la simetría del borde de la colonia, lo cual indica un incremento en la motilidad 

de tipo swarming. En contraste, bajo la deficiencia de hierro inducida por 

ferrozina (Fig. 17C), se observó una expansión marcada del crecimiento 

superficial, indicando un aumento importante en la motilidad swarming. Esta 

respuesta puede representar una adaptación de la bacteria para explorar el 

entorno en busca de recursos limitados, o bien reflejar condiciones poco 

adecuadas que estimulan comportamientos asociados a competencia y 

desplazamiento, características relevantes en la rizosfera, lo más importante es 

que la bacteria es altamente sensible a la ferrozina lo cual nos indica que si se 

inicia una respuesta a deficiencia de hierro. 
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Figura 17. Motilidad de tipo swarming en diferentes concentraciones de hierro. 
Efecto de los niveles de hierro sobre la motilidad de tipo swarming en medio king´s B en 
las condiciones control (A), exceso (B) y deficiencia de hierro (C). Se muestran 
imágenes representativas de cada tratamiento n=5. 

 

8.8.3.- Producción de factores de virulencia en las distintas condiciones de 
hierro y sacarosa. 

La producción de metabolitos comúnmente asociados a comportamientos 

competitivos o potencialmente virulentos fue cuantificada directamente en las 

placas donde se llevó a cabo la interacción planta–bacteria, bajo condiciones 

contrastantes de hierro y sacarosa (Fig. 18). La concentración de ácido fenazina-

1-carboxílico (PCA) alcanzó su valor más alto en el tratamiento con 200 µM de 

FeSO₄ y 0.6% de sacarosa, siendo significativamente mayor respecto al control. 

En contraste, la deficiencia de hierro inducida con 200 µM de ferrozina, redujo 

notablemente la producción de PCA en ambas concentraciones de sacarosa. Al 

nivel de las condiciones de 2.4% de sacarosa y hierro control, se observó, como 

se había reportado anteriormente, una menor producción de fenazinas, las 

cuales son metabolitos redox-activos. En este contexto, los tratamientos con 

mayor producción de PCA correlacionan con la mayor acumulación de EROs 

observada previamente (Fig. 18A), lo cual es consistente con el papel de las 

fenazinas como moduladores del estado redox del entorno. 

La producción de ramnolípidos mostró un patrón similar en ambos niveles de 

sacarosa: los valores más altos se registraron bajo exceso de hierro, aunque las 

diferencias entre tratamientos no fueron estadísticamente significativas (Fig. 

A B C 
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18B). Interesantemente, los cambios más contrastantes los encontramos entre 

las condiciones de 0.6 y 2.4% de sacarosa y hierro control, siendo en 2.4 % la 

concentración más alta, lo que nos sugiere que en este contexto los ramnolipidos 

no están teniendo un rol importante en la virulencia de P. chlororaphis.  

Finalmente, la producción de pioverdina se midió como se mencionó 

anteriormente mediante la detección de fluorescencia en ChemiDoc, donde se 

graficaron Unidades Arbitrarias/píxel, y esta fue altamente dependiente de la 

disponibilidad de hierro. En 0.6% de sacarosa, el exceso de FeSO₄ incrementó 

de forma significativa la fluorescencia respecto al control, mientras que la 

deficiencia de hierro suprimió completamente su síntesis. En 2.4% de sacarosa, 

la señal de pioverdina disminuyó respecto al control bajo exceso de hierro, y 

nuevamente fue reprimida en condiciones de ferrozina (Fig. 18C).  

En conjunto, estos resultados muestran que la disponibilidad de hierro regula de 

manera diferencial los metabolitos bacterianos evaluados: PCA y pioverdina se 

inducen fuertemente bajo condiciones de hierro abundante y se reprimen en su 

ausencia, mientras que los ramnolípidos presentan una regulación más estable 

y menos sensible a las fluctuaciones del micronutriente. Estos patrones 

concuerdan con la idea de que P. chlororaphis ajusta su metabolismo en función 

de las condiciones nutrimentales. 

 

Figura 18. Producción de factores de virulencia asociados la toma de hierro en las 
diferentes concentraciones de hierro y sacarosa. Se cuantificó la producción de los 
factores de virulencia PCA (A), ramnolipidos (B) y pioverdina (C), directamente de la 

A B C 



53 
 
 
 
 
 

placa de interacción en las diferentes concentraciones de hierro y sacarosa. Las barras 
representan la media ± EE de 3 muestras de 3 experimentos diferentes de los 
tratamientos indicados; letras diferentes indican diferencias estadísticas determinadas 
mediante ANOVA unidireccional, seguido de un análisis post hoc de Tukey (P < 0,05). 

 

8.8.4.- Producción de fenazinas en las distintas condiciones de hierro y 
sacarosa.  

La producción de pigmentos cristalinos correspondientes a fenazinas, 

específicamente fenazina-1-carboxamida, fue evaluada en medio sólido King’s 

B, un medio especializado en la producción de estos pigmentos suplementado 

con diferentes concentraciones de hierro (Fig. 19). En el tratamiento control, P. 

chlororaphis formó cristales verdes distribuidos de forma homogénea en la 

superficie del medio (Fig. 19A). La suplementación con 200 µM de FeSO₄ 

incrementó significativamente el número y densidad de los cristales, 

evidenciando una mayor producción de fenazinas en comparación con el control 

(Fig. 19B). Por el contrario, bajo la deficiencia de hierro inducida con 200 µM de 

ferrozina no se detectó la formación de cristales (Fig. 19C). El análisis 

cuantitativo confirmó estos patrones, mostrando un incremento significativo de la 

producción de fenazinas bajo exceso de hierro y una represión total en ausencia 

de hierro disponible (Fig. 19D). Estos resultados concuerdan con la 

cuantificación de PCA realizada previamente por espectrofotometría, reforzando 

la idea de que la síntesis de fenazinas depende fuertemente de la disponibilidad 

de hierro y puede ser un proceso estrechamente regulado por el estatus 

nutrimental del entorno. 
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Figura 19. Formación de cristales de fenazina-1-carboxamida en medio king’s en 
diferentes concentraciones de hierro sacarosa. Se analizó la formación de cristales 
verdes precipitados en el fondo del medio de cultivo correspondientes a fenazina-1-
carboxamida en las diferentes condiciones de hierro (A-C), adicionalmente se muestra 
la cuantificación de estos (D). Las barras representan la media ± EE de 3 réplicas 
experimentales de los tratamientos indicados. La diferencia estadística se determinó 
mediante el t test. 

8.8.5.- Distribución de fenazinas en raíces de A. thaliana durante la 
interacción con P. chlororaphis bajo condiciones diferenciales de hierro y 
sacarosa 

La acumulación de fenazinas producidas por P. chlororaphis se pudo detectar en 

raíces de A. thaliana mediante microscopía confocal aprovechando la 

fluorescencia emitida por estas moléculas cuando son excitadas con luz 

ultravioleta. En las plantas no inoculadas no se detecta señal fluorescente (Fig. 

20A), mientras que como control positivo se aplicó de exógena ácido fenazina-

1-carboxílico (PCA, 10 µg/mL), es se permea a la raíz de Arabidopsis y puede 

ser detectado por microscopia confocal (Fig. 20B). 

En plantas inoculadas cultivadas con 0.6% de sacarosa, la condición control 

mostró una fluorescencia intensa distribuida a lo largo de la raíz (Fig. 20C, F). La 

suplementación con 200 µM de FeSO₄ incrementó notablemente la señal, 

particularmente en pelos radicales y zonas superiores (Fig. 20D, G), mientras 

que la deficiencia de hierro (200 µM ferrozina) redujo la fluorescencia casi por 

completo (Fig. 20E, H). Un patrón similar se observó en 2.4% de sacarosa, 

aunque con menor intensidad general de fluorescencia, solo restaurándose 

parcialmente en el exceso de hierro que concuerda con la restauración de la 

virulencia (Fig. 20I–N), indicando que la producción de fenazinas depende tanto 

B C D
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del hierro como del estado metabólico de la bacteria, asociado a la disponibilidad 

de carbono. 

 

Figura 20. Fluorescencia de fenazinas producidas por P. chlororaphis en la 
interacción con A. thaliana. Se muestran imágenes representativas de la fluorescencia 
de las fenazinas producidas por P. chlororaphis en la interacción con A. thaliana. Las 
imágenes se tomaron con microscopia confocal en las condiciones de hierro y ferrozina, 
en las condiciones de 0.6% (C-H) y 2.4% de sacarosa (I-N). Adicionalmente, se muestra 
el control no inoculado (A) y el control positivo con PCA a 10 µg/ml (B). 
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8.8.6.- Producción y acumulación de pioverdina en las distintas 
condiciones de hierro y sacarosa.  

La producción de pioverdina se pudo detectar durante la interacción planta–

bacteria mediante análisis de fluorescencia directa en placa (proyección XY) y 

reconstrucción tridimensional de la señal asociada a las raíces (proyección XZ). 

En la condición hierro control, P. chlororaphis mostró una colonización 

homogénea a lo largo de la raíz, con una fluorescencia elevada concentrada en 

la zona de elongación (Fig. 21B, J). En condiciones de exceso de hierro, la señal 

fluorescente aumentó notablemente y la colonización se volvió más densa y 

focalizada en regiones específicas, lo que indica una mayor actividad de 

sideroforos y un establecimiento más marcado de la colonia en zonas superiores 

de la raíz (Fig. 21C, K). En contraste, la deficiencia de hierro inducida con 

ferrozina (200 µM), resultó en la pérdida total de fluorescencia y en la ausencia 

de colonización detectable (Fig. 21D, L). 

La disponibilidad de sacarosa modificó estos patrones. En 2.4% de sacarosa, la 

colonización fue más superficial y distribuida a lo largo del eje radicular, además 

fue menos intensa (Fig. 21F, N), mientras que, bajo exceso de hierro, la señal se 

intensificó y se concentró principalmente en la punta de la raíz restaurando 

parcialmente lo observado en las condiciones más virulentas de 0.6% (Fig. 21, 

O). Finalmente, en presencia de ferrozina no se detectó actividad de pioverdina 

(Fig. 21H, P). Estos resultados indican que la combinación de hierro y fuente de 

carbono no solo regula la síntesis de pioverdina, sino también el modo y la 

distribución de la colonización bacteriana sobre la superficie radicular, revelando 

una dinámica de colonización modulada de manera compleja por la 

disponibilidad de hierro. 
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Figura 21. Fluorescencia de la pioverdina producida por P. chlororaphis en la 
interacción con A. thaliana. Se muestran imágenes representativas de fluorescencia 
de la pioverdina producida por P. chlororaphis en la interacción con A. thaliana en 
placa Petri en las condiciones contrastantes de hierro y ferrozina, Se muestran placas 
no inoculadas donde no hay fluorescencia visible (A, E, I y M) en las condiciones de 
0.6% de sac (B-D) y 2.4% sac (F-H). En los paneles inferiores se muestran 
construcciones tridimensionales de la fluorescencia emitida por P. chlororaphis en las 
distintas condiciones de hierro y ferrozina, en las condiciones de 0.6% (J-L) y 2.4% de 
sacarosa (N-P). 

En conjunto, los patrones observados en la producción de fenazinas y 

pioverdina, así como en su acumulación diferencial en la raíz, muestran que P. 
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chlororaphis tienen cambios importantes en la producción de factores de 

virulencia en función de la disponibilidad de hierro y de la sacarosa. Las 

condiciones que promovieron una mayor síntesis de fenazinas, particularmente 

el exceso de hierro en combinación con baja sacarosa, coincidieron con una 

señal intensa en raíz y con los niveles más altos de especies reactivas de 

oxígeno detectados previamente en la planta, así como con los fenotipos de 

marchitez y daño foliar. Por el contrario, la deficiencia de hierro disminuyó la 

producción de fenazinas y pioverdina, y no indujo acumulación significativa de 

EROs ni activación de las vías de defensa, aunque sí acentuó la clorosis 

asociada a la deficiencia de hierro lo que podría sugerir que los efectos negativos 

son consecuencia de otro mecanismo como puede ser la competencia por el 

hierro. Estos resultados indican que el hierro no solo afecta la síntesis de 

sideróforos y fenazinas, sino que también puede influir en el modo de 

colonización y el impacto de la bacteria sobre la planta, sugiriendo que la 

interacción A. thaliana–P. chlororaphis es altamente sensible al estado 

nutrimental del entorno y la bacteria puede adoptar comportamientos distintos 

según las condiciones de hierro y carbono disponibles. 

 

9.- Discusión 
Conforme la población mundial aumenta tambien lo hace la demanda de 

recursos vegetales, convirtiendo esto en un desafío para el sector agrícola que 

se ve en la necesidad de incrementar el rendimiento de los cultivos. En las 

últimas décadas, se ha intentado resolver esta problemática mediante del uso de 

fertilizantes y pesticidas, sin embargo, el uso excesivo de estos a la larga puede 

acarrear efectos perjudiciales como, la pérdida de la fertilidad de los suelos, la 

contaminación de los cuerpos hídricos y daños sobre la salud humana, es por 

ello que se ha vuelto una necesidad el desarrollar alternativas que permitan 

aumentar el rendimiento de los cultivos sin afectar negativamente el medio 

ambiente (Jiménez-Velázquez et al., 2020; Abd El-Azeem et al., 2012). En 

respuesta a esto, se han implementado diversas estrategias y tecnologías que 

puedan solventar esta situación, el uso de PGPRs se planta como una de las 
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estrategias más prometedora dado que son capaces de estimular el desarrollo 

de las plantas con la producción de fitohormonas, solubilización de nutrientes, a 

través de la inducción de respuestas de defensa o la supresión directa e indirecta 

de patógenos de patógenos (López-Hernández et al., 2023; Tanveer et al., 2023; 

Niu et al., 2011). 

Uno de los géneros de PGPR más estudiados es el género Pseudomonas que 

son bacilos gram negativos, ubicuas y que destacan por poseer una gran 

versatilidad metabólica, si bien este género de bacterias se le han descrito 

numerosas especies como PGPR, también se han descrito especies patógenas, 

lo que nos habla de una notable variedad ecológica (Gross & Loper, 2009; Xin et 

al., 2018; Jun et al., 2016). Este género se ha estudiado ampliamente como 

PGPR principalmente por su capacidad para sintetizar una gran variedad de 

metabolitos secundarios, con potencial interés para el sector agrícola, entre los 

que se incluyen antibióticos, sideróforos, fenazinas y biosurfactantes. Estos 

compuestos no son solo subproductos del metabolismo bacteriano, tambien 

cumplen roles como moléculas reguladoras clave para la adaptación al entorno, 

la competencia microbiana y la interacción con el hospedero (Wu et al., 2022; 

López-Hernández et al., 2022; Vallejo-Ochoa et al., 2017). 

En particular, P. chlororaphis ha sido descrita como una bacteria no patogénica 

e incluso PGPR debido a su capacidad para producir ácido indol-3-acético (AIA), 

solubilizar fosfatos y sintetizar compuestos con actividad antifúngica utilizados 

como agentes de biocontrol (Ortiz-Castro et al., 2011; López-Hernández et al., 

2022). Sin embargo, trabajos recientes desarrollados por nuestro grupo, ha 

demostrado que el comportamiento de P. chlororaphis no es exclusivamente 

benéfico, pues en condiciones de interacción in vitro mostraban un 

comportamiento patogénico sobre A. thaliana bajo condiciones específicas. 

Nuestros hallazgos permitieron observar que la bacteria podía revertirse este 

efecto patogénico por uno promotor del crecimiento vegetal al modificar 

disponibilidad de sacarosa en el medio de interacción. Se realizaron análisis 

sobre los cambios en la producción de factores de virulencia y se observó que 

P. chlororaphis reduce significativamente la producción de fenazinas en 
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concentraciones altas de sacarosa. Esta reducción en la síntesis de fenazinas 

se corroboro con la medición de la expresión de un gen de síntesis de estas, y 

se confirmó su papel como factor de virulencia al suplementar con una fenazina 

exógena y recuperar el comportamiento patogénico, mientras que no solo se 

disminuía la producción de fenazinas, si no que había una estimulación en la 

señal auxínica e inducción de la respuesta de defensa (Tinoco-Tafolla et al., 

2024). No obstante, aunque el papel de la sacarosa ha sido parcialmente descrito 

en la virulencia de P. chlororaphis, aún no se ha profundizado en el efecto de 

otros nutrientes, entre los cuales el hierro destaca como un micronutriente clave 

y que cuya disponibilidad podría ser importante en la expresión de los factores 

de virulencia bacteriana, debido a que muchos de ellos están relacionados con 

la homeostasis de este metal. 

El hierro es un micronutriente esencial, debido a su participación en procesos 

fundamentales como la fotosíntesis, la respiración y la síntesis de enzimas redox. 

Si bien es un metal muy abundante de la rizosfera suele estar poco disponible 

pues se encuentra principalmente como hierro ferrico la forma no asimilable por 

las plantas y formando complejos insolubles, lo que genera una intensa 

competencia entre organismos por su captación. Debido a esta limitación, las 

bacterias del género Pseudomonas han desarrollado diversos mecanismos para 

la adquisición de hierro, en la rizosfera su mecanismo principal es la síntesis 

sideróforos como la pioverdina, una molécula fluorescente que no solo facilita la 

captación del metal, sino que también en condiciones específicas puede regular 

la expresión de genes asociados a la homeostasis del hierro y a la virulencia 

(Cornelis, 2010; Schalk, 2008). 

En P. aeruginosa, el exceso de hierro se ha sido descrito que es capaz de activar 

vías que son dependientes del quorum sensing, favoreciendo la producción de 

fenazinas y de otros metabolitos con actividad antimicrobiana. Esto nos sugiere 

que el hierro para la bacteria no solo actúa como un nutriente, sino que también 

puede ser percibido como una señal ambiental sobre si las condiciones son 

propicias para la competencia ecológica o para la colonización del hospedador 

(Imperi et al., 2019; Visca et al., 2022). Así, la respuesta bacteriana al hierro 



61 
 
 
 
 
 

podría ser importante en la virulencia, dependiendo la disponibilidad la bacteria 

podría parar de estrategias mutualistas a competitivas según el estado de este 

nutriente. Aunque actualmente existan estudios que han reportado los efectos 

del hierro en la producción de factores de virulencia, aún queda poco estudiado 

estos cambios regulados por el hierro en una interacción directa planta–bacteria, 

donde ambos organismos se enfrenten simultáneamente el estado del 

micronutriente. 

En el caso específico de P. chlororaphis, si consideramos las similitudes que 

presenta en la producción de algunos factores de virulencia y en los sistemas de 

quorum sensing con P. aeruginosa, se puede pensar que el hierro podría 

funcionar como señal que también afecte estos sistemas o vías dependientes a 

estos, los cuales en general de factores de virulencia estos coordinan la síntesis 

de fenazinas, sideróforos y ramnolípidos; la formación de biopelícula, la motilidad 

y la secreción de toxinas en función de la densidad poblacional y pueden verse 

afectados por  (Jun et al., 2016; Visca et al., 2022). Este planteamiento cobra 

mayor importancia si se contempla que la interacción entre las bacterias del 

género Pseudomonas y las raíces tiene lugar en ambientes en los que el hierro 

se encuentra en distintos estados de oxidación y en el que la planta tambien 

cuenta con sus propios mecanismos para la adquisición de este metal. En este 

contexto, la bacteria puede llegar a interpretar la abundancia de hierro como una 

señal para la síntesis de factores de virulencia asociadas al hierro, mientras que 

su deficiencia puede ser interpretada como una condición que favorece un 

comportamiento mutualista al priorizar su supervivencia o bien de competencia 

por este recurso con la planta. Y de esta forma la disponibilidad de hierro puede 

actuar como un modulador en virulencia, justificando la importancia de evaluar 

cómo este metal influye en la interacción P. chlororaphis–A. thaliana. 

En este estudio se lleva a cabo la evaluación de la interacción directa entre A. 

thaliana - P. chlororaphis en distintas concentraciones de hierro y condiciones 

diferenciales de sacarosa que se establecieron como mayor virulencia (0.6) y 

menor virulencia (2.4%), los resultados presentados muestran que la 

disponibilidad de este micronutriente modifica significativamente el resultado de 
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la interacción, evidenciando que el hierro al igual que la sacarosa es un factor 

clave propiciando un comportamiento  virulento. En la condición de baja sacarosa 

(0.6%) donde ya se había reportado un efecto de patogenicidad, los aumentos 

en las concentraciones en la concentración de hierro produjeron una inhibición 

del desarrollo radicular muy severa, disminuyendo el número de raíces laterales 

y su longitud, acompañadas de la aparición de síntomas visibles de estrés y daño 

en los follajes, algo muy similar ocurrió en las concentraciones más altas de 

sacarosa (2.4%) donde se había reportado el comportamiento menos virulento 

al añadir el hierro se revierte este comportamiento y comienza una inhibición 

importante en el desarrollo del follaje y del sistema radicular. Este efecto no 

puede ser atribuido a un efecto propio del hierro, puesto que el control no 

inoculadado no mostraba efectos negativos en esas condiciones, confirmando 

que el efecto observado es consecuencia de un cambio sólo inducido por la 

bacteria y no por el efecto nocivo del metal. 

Este comportamiento dependiente del hierro se confirmó al evaluar los efectos 

de la deficiencia inducida con ferrozina. En esta condición, tanto en 0.6% como 

en 2.4% de sacarosa, se observó una inhibición importante del desarrollo global 

de la planta; sin embargo, disminuyó la capacidad de la bacteria para inducir 

síntomas severos de marchitez y colapso de los follajes. En su lugar, las plantas 

presentaron una clorosis homogénea, atribuible a una posible competencia por 

el hierro entre la planta y la bacteria. Este hallazgo sugiere que, bajo deficiencia 

de hierro, P. chlororaphis podría adoptar un estado con menor virulencia o una 

virulencia asociada a un mecanismo distinto esto basado en la diferencia del 

fenotipo en las interacciones, probablemente asociado a priorizar la 

supervivencia y la adquisición del metal antes que la infección activa de un 

hospedero y como consecuencia de la competencia producir este efecto de 

deficiencia de hierro exacerbada. Los ensayos interacción en tiempos 

prolongados mostraron que únicamente las plantas inoculadas en alta sacarosa 

y hierro control mantuvieron un desarrollo sostenido del sistema radicular y foliar; 

en contraste, aquellas expuestas a exceso de hierro experimentaron un deterioro 

progresivo principalmente visible en los follajes con síntomas evidentes de daño 



63 
 
 
 
 
 

y estrés, confirmando que este metal no solo modula la virulencia inicial, sino 

que influye directamente en la trayectoria de la interacción a largo plazo. 

La evaluación de las respuestas hormonales en A. thaliana evidencia que el 

comportamiento de la bacteria, regulado por las condiciones de hierro y sacarosa 

también altera el estatus hormonal de la planta. En condiciones de alta sacarosa 

y de hierro control, se observó la activación importante de los marcadores 

DR5::GUS y ARR5::GUS, asociados a las vías de auxinas y de citocininas, 

respectivamente, en el caso de la señal auxínica se observó lo que se había 

reportado anteriormente, una señal elevada a lo largo de la raíz y en el caso de 

la señal de las citocininas no se observaron cambios en comparación con su 

control promovido por la sacarosa. Este patrón de expresión indica que P. 

chlororaphis actúa como promotora del crecimiento vegetal cuando la 

disponibilidad de hierro no favorece la producción de factores de virulencia y 

cuando la concentración de sacarosa es alta. Estos resultados evidencian que la 

planta no responde simplemente a la presencia de la bacteria, sino a su estado 

fisiológico y metabólico, el cual es determinado por las señales del hierro y 

sacarosa. 

En paralelo, los marcadores de defensa mostraron un comportamiento opuesto. 

La expresión de PR1::GUS se incrementó en condiciones de hierro control y 

exceso y disminuyó bajo deficiencia, lo que indica que la planta 

independientemente del comportamiento virulento percibe a P. chlororaphis 

como un agente potencialmente patogénico en presencia de hierro disponible. 

De forma complementaria, la expresión de LOX2::GUS también se activó en 

condiciones de hierro en abundancia, lo que sugiere que la bacteria puede 

inducir simultáneamente respuestas asociadas a patógenos biotróficos y 

necrotróficos, lo cual recuerda la estrategia descrita para P. syringae, que activa 

ambas vías de defensa aprovechándose de la activación de las vías del ácido 

jasmónico para producir una respuesta inmune deficiente en la planta (Gao et al., 

2021). Es posible que algunas bacterias del género conserven esta capacidad, 

lo que explicaría por qué P. chlororaphis muestra este patrón dual de activación 

de SA y JA. 
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La acumulación de EROs, específicamente anión superóxido (O₂⁻) y peróxido de 

hidrógeno (H₂O₂), es interesante pues la acumulación de estos dos 

simultáneamente solo ocurre cuando P. chlororaphis presenta un fenotipo 

virulento. Bajo condiciones de alta concentración de hierro, se observó un 

incremento significativo de EROs en el follaje, acompañado de síntomas visibles 

de daño como necrosis localizada y colapso tisular. Este resultado coincide con 

la sobreproducción de fenazinas, compuestos redox-activos que pueden inducir 

estrés oxidativo por alteración de la cadena de transporte de electrones y 

provocar acumulación de H₂O₂ (Guttenberger et al., 2017; Briard et al., 2015). 

En contraste, bajo deficiencia de hierro, la acumulación de EROs fue mínima, lo 

que se correlacionó con la ausencia de daño tisular y activación de las vías de 

defensa, además que correlaciona con una baja en la producción de fenazinas. 

Este patrón diferencial sugiere que la producción de EROs no es consecuencia 

del estrés ambiental, sino el resultado directo de la interacción. La acumulación 

elevada de EROs bajo exceso de hierro evidencia que P. chlororaphis modifica 

su virulencia en presencia de este metal y se ve puede corroborar mediante la 

producción de metabolitos redox-activos, similar a lo observado en P. aeruginosa 

durante infecciones en tejidos animales. Es sumamente interesante destacar que 

si bien las EROs son componentes de las vías de señalización de defensa su 

acumulación debe ser intensa pero breve de entre 12 y 24 horas pues estos 

compuestos son citotóxicos y una pérdida de la homeostasis redox provocaría 

daños importantes en la salud de la planta, nuestros resultados se muestran 

después de 7 dias de interacción lo que nos indica que la acumulación observada 

no se trata de una respuesta normal de defensa y que debe estar asociada al 

estrés de los metabolitos producidos por la bacteria. 

La tinción histoquímica de Perls/DAB complementó estos resultados al 

evidenciar que la disponibilidad de hierro y la presencia de P. chlororaphis 

modifican drásticamente los patrones de acumulación del metal en los tejidos 

radiculares de A. thaliana. En condiciones sin inoculación, el aumento de la 

concentración de sacarosa favoreció la absorción de hierro, observándose una 

tinción más intensa en la base del hipocótilo y en la punta de la raíz, lo que 
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sugiere que la disponibilidad de carbono estimula la adquisición del metal. Sin 

embargo, al inocular con P. chlororaphis, la acumulación del metal fue 

prácticamente abolida, indicando que la bacteria es capaz de restringir la toma 

de hierro por la planta, probablemente mediante competencia directa o secuestro 

del metal a través de sideróforos. Al no observarse una actividad clara de 

pioverdina como sideróforo principal bajo ciertas condiciones, puede pensarse 

en la participación de sideróforos secundarios no fluorescentes, cuya expresión 

se ha reportado elevada en presencia de quelantes similares a la ferrozina. Esta 

restricción concuerda con los síntomas de clorosis y la reducción del crecimiento 

observados en plantas inoculadas, lo que refuerza la idea de que P. chlororaphis 

puede alterar la homeostasis del hierro de la planta y utilizarlo como recurso 

clave durante la interacción. 

La cuantificación de los factores de virulencia generados por P. chlororaphis bajo 

las diferentes condiciones que se estudiaron permitieron proponer la explicación 

del cambio fenotípico que se observó en la planta y era similar al que se había 

reportado anteriormente. La producción del ácido fenazina-1-carboxílico se 

comprobó que significativamente aumentó por exceso de hierro en condiciones 

de baja sacarosa, en la concentración de 2.4% de sacarosa con exceso de hierro 

también se indujo fuertemente comparado con el control, este resultado coincidió 

con la mayor inhibición del crecimiento radicular y del crecimiento foliar, además 

que estos resultados también concordaron con la productividad de los pigmentos 

verdes precipitados en medio king's B, los cuales habían sido caracterizados 

previamente e identificados como fenazina-1-carboxamida o clororafina y que 

corresponde a una fenazina sintetizada a partir de la PCA, también se pudo 

observar que no sólo la producción de este pigmento se encontraba modificado 

por el hierro en el medio, sin no que tambien el característico pigmento amarillo 

de esta especia, esto es similar al crecimiento de cepas de P. aeruginosa que 

presentaban mutaciones en sistemas de QS, donde no se mostró producción de 

ningún tipo de pigmento y una disminución importante en los factores de 

virulencia. 
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La conexión entre la concentración de fenazinas y la disminución del crecimiento 

de las raíces laterales se asemeja a lo observado en otras especies de este 

género, en las que estos compuestos que se asocian a la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ERO), la ruptura de membranas y la interferencia 

en la señalización por hormonas de las plantas (Ortiz-Castro et al., 2011), donde 

incluso los propios autores dejan entrever la posibilidad de que otras fenazinas 

pueden dar lugar a EROs mediante un mecanismo conservado en eucariontes.  

La producción de pioverdina mostró una fuerte dependencia de la disponibilidad 

de hierro, incrementándose notablemente en una situación de exceso. A pesar 

de que habitualmente se afirma que los sideróforos son reprimidos en presencia 

de hierro, esta situación puede deberse al uso de hierro ferroso como medio de 

interacción en lugar de hierro férrico, y porque está considerado un contacto 

biológico directo con la planta en el que, a su vez, la pioverdina puede estar 

actuando como molécula señalizadora además que su producción se ha visto 

elevada en entornos tóxicos por metales. Este resultado es consistente con 

reportes que indican que los sideróforos pueden desencadenar la expresión de 

genes de virulencia bajo condiciones ambientales específicas, desempeñando 

un papel dual como moléculas de adquisición de nutrientes y moduladoras del 

comportamiento patogénico (Cornelis, 2010; Schalk, 2008). 

La cuantificación de ramnolípidos también mostró, aunque en menor medida, un 

patrón inducido por el exceso de hierro. Sin embargo, las condiciones de menor 

virulencia presentaron los niveles más elevados de estos compuestos, por lo que 

pueden descartarse como factores clave en el daño observado, aunque sí 

parecen ser levemente modulados por el hierro, lo cual concuerda con el 

incremento de la motilidad superficial tipo swarming bajo estas condiciones. 

La presencia de ramnolípidos provoca una reducción de la tensión superficial del 

medio, facilitando el desplazamiento colectivo de la bacteria y favoreciendo su 

colonización en el hospedero (Caiazza et al., 2005), pero si bien aumentan los 

ramnolípidos, es probable que algún otro factor pueda influir en este 

desplazamiento tan importante en condiciones limitantes de hierro pues el efecto 
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es mucho mayor que en exceso de hierro donde tambien se encuentran 

elevados. Este desplazamiento tan exacerbado en la motilidad tipo swarming se 

ha vinculado a un paso a un estado de exploración o de colonización más que 

de daño, incluso en estas condiciones, se ha visto una disminución general en la 

expresión de factores de virulencia (Tremblay & Déziel, 2010). Lo cual 

correlaciona con lo observado bajo deficiencia de hierro, que, si bien aumenta la 

motilidad de la bacteria, no se detectó producción significativa de fenazinas ni de 

sideróforos, sugiriendo que la bacteria adopta una estrategia de búsqueda de 

hierro sin activar factores de virulencia, lo que explicaría la disminución o cambio 

del tipo de daño en las plantas en esas condiciones. En adición y dado que no 

hay cambios importantes en el crecimiento bacteriano entre las diferentes 

concentraciones de hierro, podemos descartar que el efecto patogénico sea 

simplemente un efecto derivado del aumento en la acumulación de biomasa 

bacteriana. 

Además, nuestros resultados mostraron variaciones en la colonización y 

acumulación de los factores de virulencia. Se utilizó una estrategia para la de 

detección in situ de los factores de virulencia fluorescentes como las fenazinas y 

pioverdina y gracias a esto fue posible observar en tres dimensiones la 

acumulación de la pioverdina. Pudimos observar que no solo se incrementó la 

señal de fluorescencia de manera diferencial ante la presencia del hierro, si no 

que se podían observar señales de mayor intensidad en las regiones de la punta 

de la raíz y el hipocótilo, y esto se exacerbó en las condiciones más virulentas 

(0.6% de sacarosa con hierro control y en exceso). En condiciones de 

deficiencia, las señales desaparecieron casi por completo, lo cual es un resultado 

interesan pues típicamente los sideroforos son inducidos por la deficiencia de 

hierro nuestra propuesta es que, al no poder obtener el hierro quelado por la 

ferrozina, la bacteria opta por su sideróforo secundario no fluorescente, que es 

una estrategia que se ha reportado anteriormente en P. aeruginosa en donde 

condiciones específicas de limitación de hierro principalmente por algunos tipos 

de quelantes, se inhibe la síntesis de pioverdina y se activa la de pioquelina el 
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sideróforo secundario que no es detectable en estas condiciones fluorescentes 

(Ma et al., 2024). 

De manera similar, la fluorescencia asociada a PCA mostró patrones que son 

coherentes con la cuantificación realizada; la acumulación de este compuesto 

siguió los tratamientos con mayor producción de fenazinas que resultan ser los 

más virulentos y se vio disminuida en el tratamiento menos virulento y en los de 

deficiencia de hierro que a su vez tienen una menor acumulación de EROs. 

Resulta particularmente interesante cómo la PCA parece difundirse libremente 

por la raíz lo que podría explicar su potencial tóxico al distribuirse en los tejidos 

generando EROs y daño a la planta. 

10.-Conclusión 
En conclusión, este estudio muestra a Pseudomonas chlororaphis como una 

bacteria de comportamiento dinámico en la interacción planta-microorganismo y 

que su comportamiento se ve modulado por la presencia no solo de sacarosa si 

no que las condiciones de exceso y deficiencia de hierro promueven 

comportamientos virulentos al modular de forma significativa la producción de 

factores de virulencia. Este resultado es un hallazgo muy importante ya que tiene 

consecuencias en el uso de bioinoculantes en agricultura, al evidenciar que el 

éxito no solo de la especie utilizada, sino que también juega un papel importante 

las condiciones nutrimentales del medio de interacción. Estos resultados incitan 

a reconsiderar el planteamiento tradicional que se tiene del concepto de PGPR 

y a considerar a las bacterias desde una perspectiva dinámica altamente 

dependiente de la condición del medio, lo que a su vez abre nuevas perspectivas 

de estudio sobre la influencia del entorno en el comportamiento de los 

bioinoculantes. 
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