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Resumen

La alcalinidad del suelo es uno de los principales factores que afectan el crecimiento
de las plantas, ya que interfiere con el desarrollo de las raices y afecta su capacidad
para adquirir nutrientes y agua. Aunque se han logrado avances significativos en los
ultimos afios en la comprension de las relaciones de los suelos calcareos con la
disponibilidad de nutrientes como el fésforo, el nitrdgeno y el hierro, hasta la fecha
no se ha realizado un estudio detallado de como las plantas crecen y se adaptan a

condiciones de alcalinidad moderada y alta.

En este trabajo, se investigaron los efectos de la alcalinidad sobre el crecimiento y
desarrollo de Arabidopsis thaliana in vitro. Para ello, analizamos el crecimiento de
plantas normales del ecotipo Columbia-0 (Col-0) incrementando el pH del medio de
crecimiento desde 7.0 a 9.0. Nuestros resultados muestran que el desarrollo de A.
thaliana se ve afectado conforme aumenta el pH del medio, ya que la actividad
mitGtica de los meristemos del follaje y de la raiz se interrumpe, lo que bloquea la

organogeénesis y con ello la fotosintesis y el desarrollo general de las plantas.

El analisis se complemento con un estudio de la expresion de genes reporteros de
localizacion en los meristemos (CYCB1:GUS, TOR:GUS), e inducibles por auxinas
(DR5:GUS) y citocininas (ARR5:GUS) para conocer el estado fisiologico de las
plantas. El incremento en el pH disminuyé la expresion de los genes reporteros
analizados, sugiriendo que la drastica represion del crecimiento por efecto de la
alcalinidad implica una reduccion de la actividad meristematica, asi como

desequilibrios hormonales criticos para la sobrevivencia de las plantas.

Seleccionamos a Pseudomonas putida como una bacteria prometedora para ayudar
a las plantas a resistir el estrés alcalino, por algunas de sus propiedades como la
produccion de ciclodipéptidos con actividad auxinica, que promueven el desarrollo
de la raiz. La interaccion de Arabidopsis en tres diferentes sistemas de co-cultivo
con la bacteria promovio la resistencia de las plantas a la alcalinidad. El efecto
benéfico fue particularmente notable en el sistema de interaccién de placas divididas
en las que la planta reacciona mediante la liberacion de compuestos organicos

volatiles emitidos por la bacteria, aqui se reactivaron los meristemos, y la raiz y el
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follaje reactivaron su crecimiento de manera comparable a las plantas creciendo en

pH de 7.0, en los que no se manifiesta el agobio por alcalinidad.

El analisis de la expresion del gen reportero inducible por auxinas DR5:GUS en las
puntas de las raices mostré claramente un aumento en la respuesta de auxinas en
las plantas inoculadas con P. putida, lo que salvaguarda el meristemo bajo pH
alcalino y explica la recuperacion del crecimiento de las raices. Este trabajo sienta
las bases para un manejo mas apropiado del agobio ambiental y recalca la
importancia que tienen las bacterias para la sobrevivencia las plantas en suelos

alcalinos.

Palabras clave: Rizobacterias - Alcalinidad - Promocion del crecimiento vegetal -

Estrés abidtico en plantas.
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Abstract

Soil alkalinity is one of the main factors affecting plant growth, as it interferes with
root development and affects their ability to acquire nutrients and water. Although
significant advances have been made in recent years in understanding the
relationships of calcareous soils with the availability of nutrients such as phosphorus,
nitrogen, and iron, to date, a detailed study of how plants grow and adapt to

moderate and high alkalinity conditions has not been conducted.

In this work, the effects of alkalinity on the growth and development of Arabidopsis
thaliana in vitro were investigated. To do this, we analyzed the growth of normal
plants of the Columbia-0 (Col-0) ecotype by increasing the pH of the growth medium
from 7.0 to 9.0. Our results show that A. thaliana is unable to grow properly as the
pH of the substrate increases, as the mitotic activity of foliage and root meristems is
disrupted, which blocks organogenesis. Consequently, photosynthesis and overall

plant development are compromised.

The analysis was complemented by a study of the expression of localization reporter
genes in meristems (CYCB1:GUS, TOR:GUS) and inducible by auxins (DR5:GUS)
and cytokinins (ARR5:GUS) to determine the physiological state of the plants. The
increase in pH decreased the expression of the four reporter genes analyzed,
suggesting that the drastic repression of growth by alkalinity implied a reduction in

meristematic activity, as well as hormonal imbalances critical for plant survival.

The microbiome helps plants survive various types of stress. The interactions of
bacteria with plants expand the functions performed by each organism, creating
great expectations for agricultural improvement through the engineering of the
rhizosphere. This is achieved through the inoculation of selected bacterial strains,
which, due to their properties such as nutrition, hormonal balance, and growth

modulation, can enhance plant growth.

We selected Pseudomonas putida as a promising bacterium to help plants resist
alkaline stress, due to its properties, including the production of cyclodipeptides with

auxin activity, which promote root development. The interaction of Arabidopsis in
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three different co-culture systems with the bacterium promoted plant resistance to
alkalinity. The beneficial effect was particularly noticeable in the split-plate interaction
system in which the plant reacts by releasing volatile organic compounds emitted by
the bacterium, here the meristems were reactivated, and the root and foliage
resumed their growth in a manner comparable to plants growing at pH 7.0, in which

the burden of alkalinity is not manifested.

Analysis of the expression of the auxin-inducible reporter gene DR5:GUS at root
tips clearly demonstrated an increase in auxin response in plants inoculated with P.
putida, which protects the meristem under alkaline pH conditions and explains the
recovery of root growth. This work lays the foundations for more effective
management of environmental stress and highlights the importance of bacteria in

the survival of plants in alkaline soails.

Keywords: Rhizobacteria - Alcalinity - Plant growth promotion- plant abiotic stress.
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1. Introduccién

La demanda mundial de alimentos se encuentra en constante aumento debido al
incremento de la poblacion que ha alcanzado los 8000 millones de habitantes. La
agricultura es la principal actividad que suministra frutos, semillas, tubérculos y fibra,
y actualmente enfrenta retos monumentales por el deterioro de los suelos, el
calentamiento global, el desfase de las estaciones y condiciones ambientales

desfavorables.

El pH del suelo se refiere al nivel de acidez o alcalinidad, que se modifica cuando el
agua disuelve componentes del sustrato como materia organica, cenizas y
minerales. También puede ser modulado dindmicamente por las actividades de las
plantas, como la exudacion de protones, acidos organicos, azucares y aminoacidos
(Hinsinger et al., 2003; Korenblum et al., 2020; Esparza-Reynoso et al., 2021). La
escala de pH va de 0 a 14, donde los valores Optimos para el crecimiento y
productividad de la mayoria de las plantas ocurre entre pH 5.5 a pH 7.5, es decir,
ligeramente acido, ya que la mayoria de los macro y micronutrientes pueden estar
disponibles para la absorcion por las raices (Ramirez-Rodriguez et al., 2007;
Rengel, 2015). En los suelos alcalinos se encuentran comunidades vegetales con
especies de diversas afinidades ecoldgicas, que son endémicas o0 incluyen

adaptaciones que les permiten tolerar la alcalinidad (Lee, 1998; Gentili et al., 2018).

Los suelos alcalinos suelen ser ricos en calcio (Ca) y pobres en fosfato y
micronutrientes, incluidos hierro (Fe), zinc (Zn) y manganeso (Mn). Dichas
caracteristicas imponen fuertes presiones de seleccion y aquellas especies que no
logran crecer en ellos se conocen como calcifugas (Lee, 1998), ya que un
desequilibrio nutrimental compromete el crecimiento y la sobrevivencia (Hayes et
al., 2019; Pereira et al., 2021; Kotula et al., 2021). Aspectos muy relevantes, aln no
resueltos, es cémo la alcalinidad impacta en la produccion de biomasa, el
crecimiento, el desarrollo de las raices y los niveles enddgenos de las fitohormonas.
Estos parametros pueden analizarse gracias al estudio de plantas modelo y
ayudarian al manejo de los suelos alcalinos que ocupan una gran superficie del

planeta (Figura 1)
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Figura 1. Distribucion del suelo a escala global con base en la escala de pH. Los suelos acidos
se muestran en color rojo, en tanto que los alcalinos se presentan en color azul. Imagen tomada con
permiso para fines educativos citando la fuente original: IGBP-DIS (1998) SoilData(V.0) A program
for creating global soil-property databases, IGBP Global Soils Data Task, France.

Arabidopsis thaliana se ha utilizado durante décadas como organismo de referencia
para comprender los mecanismos moleculares, celulares y del desarrollo de las
plantas (Kramer 2015). El uso de Arabidopsis abrié nuevas areas de investigacion
en los campos de la nutricion, la adaptacion ambiental y la exploracion de
microbiomas (Lopez-Bucio et al., 2002; Fitzpatrick et al., 2020; Ruiz-Aguilar et al.,
2020). Esta planta puede ayudar en la comprension de los procesos biologicos
relacionados con las propiedades del suelo, los ajustes del crecimiento de las raices
y en ultima instancia, la acumulacién de biomasa, conocimiento que es aplicable a
los cultivos y especies horticolas a través de la “biologia traslacional” (Yaschenko
et al., 2024).

Laraiz es el primer érgano vegetal que emerge después de la germinacién y explora
el substrato para esparcirse y absorber nutrientes y agua. El pH acido puede
provocar serios dafios en las raices, ya que en suelos con pH menor a 5 se

solubilizan metales téxicos como el aluminio (AI**) que reprimen la division y
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elongacion celular, y puede causar la muerte de las células (Koyama et al. 2001;
Shavrukov y Hiral 2016; Pelagio-Flores et al. 2017). En contraste, a medida que el
pH se incrementa a valores superiores a 8.0, las concentraciones de hierro y fosfato
(Fe) disminuyen, lo que puede ocasionar, clorosis, necrosis y arresto del

crecimiento.

En Arabidopsis, la raiz primaria forma un sistema pivotante con un eje dominante a
partir del cual se desarrollan extensiones a traves de la iniciacion reiterativa de
primordios de raices laterales (Smith y De Smet, 2012). Los procesos de elongacién
y ramificacion radicular estan bajo el control de dos fitohormonas principales, las
auxinas y las citocininas, que actuan coordinadamente para impulsar el ciclo celular
en los meristemos y para activar el periciclo, un tejido interno cuyas células
proliferan para dar lugar a nuevos primordios de raices laterales (Aloni et al., 2006;
Liu et al., 2017; Ogura et al., 2019).

El microbioma asiste a los vegetales en la sobrevivencia a diversos tipos de estrés.
Las interacciones de las bacterias con las plantas amplian las funciones que
desempeiia cada organismo, con lo que se ha creado una gran expectativa para el
mejoramiento agricola a través de la ingenieria de la rizosfera, mediante la
inoculacién de cepas bacterianas selectas, que, por sus propiedades reguladoras
sobre procesos como la nutricion o la homeostasis hormonal pueden incrementar el

crecimiento vegetal (Sanchez-Canizares et al., 2017).

Un aspecto relevante en investigacion agronémica es incrementar la resiliencia de
los cultivos ante los efectos cambiantes y adversos del ambiente, como el pH.
Entender la influencia que tiene la alcalinidad en la morfogénesis de la raiz
proporcionaria conocimiento util para el manejo de la agricultura en suelos alcalinos,
gue ocupan alrededor del 25% de la superficie cultivable mundial. En este sentido,
la contribucion que tienen las bacterias como promotores del crecimiento vegetal
abre una ventana de oportunidad para ayudar a las plantas a resistir el estrés

alcalino.
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2. Antecedentes
2.1. La agriculturay la produccion mundial de alimentos

La agricultura representa uno de los mas grandes avances de la civilizacion. La
domesticacion de especies silvestres, la seleccion de semilla y su cultivo permitié
abarcar grandes extensiones de terreno para producir los satisfactores que
obtenemos de las plantas y que son la base de la alimentacién mundial, incluyendo
tubérculos, granos, frutos y forrajes. Antes de la agricultura, la dieta consistia
principalmente de insectos, la caceria de animales y la recoleccion de frutos
silvestres. La agricultura no solo permitié satisfacer la demanda de alimentos de
grandes nudcleos urbanos, también el surgimiento de las ciudades y excedentes de
produccion para el sostén del estado y sus gobernantes (Singh y van der Knaap,
2022; Fuller et al., 2023).

Con el paso del tiempo, diferentes civilizaciones realizaron mejoramiento genético
empirico en especies adaptadas localmente, lo que derivé en los principales centros
de origen que actualmente se reconocen y que incluyen el delta del Nilo en Egipto,
la media luna fértil en Asia, Mesoameérica, China y Peru (Gutaker y Purugganan,
2024). Entre las caracteristicas deseables que se seleccionaron destacan un
crecimiento mas rapido, mayor numero y tamafio de frutos, asi como resistencia al
frio y la sequia, que con el paso del tiempo y miles de afios de labor continua
condujo a las cerca de 20 especies que actualmente se siembran en monocultivo y
de las cuéles depende la alimentacion mundial (Komarnyisky et al., 2022). Para
mencionar algunos ejemplos, destaca la amplisima variedad de maices que se
desarroll6 en Mesoamérica, papas en Sudamérica, arroces en China, y trigos en
Egipto, desde donde se extendieron globalmente. Con la produccién sostenida y
predecible durante todo el afio y el almacenamiento de las cosechas, florece
también la ganaderia y la domesticacion de animales de compafia (Purugganan,
2022).

A pesar de los notables avances que representaron los centros de origen de la
agricultura, a principios del siglo XX la esperanza de vida alcanzaba apenas los 40

afios de edad, las personas morian jovenes manteniendo cierto equilibrio en el
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crecimiento de la poblacion. Con los avances en la medicina, la microbiologia, la
quimica y especialmente con el aseo, la higiene y los antibidticos, se logran tratar
heridas que antes se infectaban y podian resultar mortales, disminuye la incidencia
de enfermedades, y en general se mantiene una mejor salud. Asi, la esperanza de
vida aument6 al doble en solo 70 afos (Laxminarayan et al., 2016; Aburto et al.,
2020).

Nuevamente es gracias a la agricultura que se permite el nimero creciente de
individuos en el planeta, gracias a la “Revolucién Verde”, concepto que se acufié
para denotar los avances en labranza tecnificada, el uso de monocultivos de
distintas especies de vegetales, el desarrollo de fertilizantes quimicos, plaguicidas,
y técnicas de irrigacion para sostener una produccion intensiva, que tuvo su maximo
impacto a partir de 1960 (Den Herder et al., 2010; Wang et al., 2021; Dash y Ral,
2022). El éxito de la “Revolucion Verde” ha sido innegable, sin embargo, en este
afo 2025 alcanzamos los 8,200 millones de seres humanos y este nimero continda
en aumento, el crecimiento de las ciudades nos deja cada vez menos superficie
cultivable y la que queda presenta cierto grado de degradacion, lo que nos plantea
la incesante tarea de buscar alternativas amigables con el medio ambiente que nos

permitan optimizar la produccién vegetal utilizando una menor superficie.

2.2. Las plantas son la base de las cadenas troficas

Las plantas son los productores primarios de los ecosistemas y sostienen la
produccion mundial de alimentos. A pesar de su importancia, nuestro entendimiento
sobre la biologia vegetal es infimo. Esto se explica porque las plantas cumplen su
ciclo vital ancladas al suelo, no caminan ni se desplazan, y deben resistir la

adversidad mediante estrategias que apenas empezamos a comprender.

Hace unas cuantas décadas, el reino vegetal era considerado mas proximo al
mundo mineral que al reino animal, por su naturaleza sésil. Afortunadamente, esta
mala percepcidén ha empezado a cambiar, una vez que se ha demostrado que las

plantas poseen los mismos, y posiblemente, mas sentidos que los animales,
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cuentan con movimientos graciles y dinamicos, algunos imperceptibles al ojo
humano y poseen un microbioma altamente sofisticado (Nakamura et al., 2019;
Trivedi et al., 2020; Mano et al., 2021; Li y Song, 2024). Esta concepcion es muy
importante en nuestra biusqueda de una agricultura redituable y amigable con el

ambiente.

Las plantas son una rama del arbol de la vida eucariota, que tiene su origen en la
diversificacion de especies bacterianas que dieron lugar a los organelos como la
mitocondria y los cloroplastos mediante eventos de endosimbiosis (Zimorski et al.,
2014). Su material genético (4cido desoxiribonucleico, ADN), su metabolismo, sus
rutas de transduccion de sefiales, y los procesos basicos de decodificacion de la
informacion genética que subyacen al fenotipo son comparables a la otra gran rama
del arbol de la evolucion, los animales. Apenas unas cuantas caracteristicas las
hacen diferentes de otros eucariotas multicelulares, 1) la presencia de una pared
celular que confiere aislamiento, proteccion y rigidez al protoplasto, crucial para la
resistencia al agobio ambiental, 2) una vacuola que ocupa la mayor parte del
citoplasma, esencial para acumular reservas de agua Yy administrarla
apropiadamente en tiempos de sequia, y 3) la presencia de cloroplastos que les

otorgan su color verde y posibilitan el proceso de la fotosintesis (Figura 2).

Figura 2. Caracteristicas de la célula vegetal. Izquierda, rama de Elodea sp., una planta acuatica,
derecha, observacién de una hoja bajo el microscopio con la técnica de Nomarski, a una resolucion
de 50 micras, en donde se aprecia la pared celular y el gran nimero de cloroplastos que hacen
posible el proceso de la fotosintesis. Im&genes del autor.
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Las plantas manifiestan un crecimiento indeterminado gracias a zonas de
proliferacidn celular llamadas meristemos, que se encuentran en las puntas de las
raices y de los tallos, en los que ocurre la division celular (Eljebbawi et al., 2024).
Posterior a la mitosis, las células crecen y se diferencian, posibilitando la formacion
de o6rganos y tejidos con actividades especificas, como el parénquima en
empalizada de las hojas, responsable de la fotosintesis, o las raices laterales que
extienden la superficie de absorcién para la captacion de agua y nutrientes (Shin et
al., 2020; Tourdot et al., 2023). Lo anterior implica una organogénesis continua y un
potencial de regeneracion sorprendente durante todo el ciclo de vida que puede
durar siglos o incluso milenios. Esto ha sido aprovechado ampliamente en la
agricultura, ya que la mayoria de las especies frutales son arboles que pueden
florecer y producir cosecha una o dos veces por afo, algunos durante incontables

generaciones (Tourdot et al., 2023).

Aunque la mayoria de los animales ingieren los nutrientes con su boca, en el caso
de las plantas la nutricion es diferente, ya que los toman con su sistema radicular a
partir de las particulas del suelo, mediante transportadores especificos (Robe vy
Barberon, 2023). Los nutrientes minerales que son esenciales para el crecimiento

vegetal se dividen en 2 grandes grupos:

Macronutrientes (ej. C, H, O, N, P, S, K, Ca). Las plantas los necesitan en grandes
cantidades, tipicamente se acumulan en citoplasma en concentraciones milimolares
bajas (entre 1 y 10 mM), y tienen funciones estructurales al ser parte de moléculas
biologicas como el ADN, proteinas, lipidos, polisacaridos o moléculas energéticas

como el ATP.

Micronutrientes (ej. Fe, Cu, Zn, Na, Mg, Mn, CI). Se requieren en cantidades
pequefas, por lo que son también conocidos como elementos traza. Se acumulan
en el citoplasma en concentraciones micromolares bajas o nanomolares, y se
utilizan como cofactores de enzimas o de otras proteinas con funciones celulares
relevantes (Kirkby 2012).

Los nutrientes minerales entran a los pelos radiculares en disolucion, es decir, se

requiere agua, asi la sinergia agua-nutrientes es por definicion el recurso mas

19



importante para la agricultura, no solo por su papel en el crecimiento, sino por que

posibilita el proceso de la fotosintesis.

Los cloroplastos tuvieron su origen a partir de cianobacterias fotosintéticas y son
estructural y funcionalmente similares a estos procariontes (Moreira et al., 2000),
poseen una doble membrana, la externa e interna, esta Ultima se encuentra plegada
y acomoda a los complejos proteinicos responsables de la cosecha de luz y de la
generacion del gradiente electroquimico para la sintesis de ATP a partir de la ruptura
de la molécula de agua. Esta fuente de energia se utiliza posteriormente en las
reacciones de obscuridad para la reduccién del diéxido de carbono en compuestos
energéticos que seran la materia prima para producir azucar. La glucosa, fructosa y
sacarosa se acumulan en hojas, tubérculos, tallos, frutos y semillas, que los
organismos consumidores, incluyendo los humanos, aprovechamos para nuestra

alimentacion.

2.3. Diversas hormonas participan en el crecimiento de las plantas

Los organismos cumplen sus funciones vitales mediante la integracion de estimulos
en respuestas celulares especificas, y en ellas participan diversas moléculas de
sefalizacion conocidas como hormonas. El término deriva del griego que significa
“poner en movimiento” o “estimular”, asi, en su concepto mas amplio, una hormona
es un bioestimulante. Las bacterias producen aminolipidos, ciclodipeptidos, y
polipéptidos que funcionan en la comunicacion célula a célula, y pueden ser
reconocidas por los animales y las plantas con los que establecen relaciones de

patogenicidad o simbiosis (Ortiz-Castro y Lopez-Bucio, 2019).

En los animales, las hormonas se producen en un érgano y viajan a través del
torrente sanguineo hasta un tejido blanco en donde ejercen su efecto, es notable
mencionar la funcidén de los neurotransmisores como la serotonina, la melatonina y
aminoacidos como el glutamato en la sinapsis neuronal para modular el suefio, el
hambre y la ansiedad (Binks et al., 2020). Las plantas no son la excepcién en cuanto

al funcionamiento hormonal, y se han descubierto una amplia gama de moléculas

20



de origen volatil o difusible, muchas de ellas funcionan en la atraccion de
polinizadores, otras fortalecen los sistemas de defensa y algunas méas actiian como
mitbgenos, cuya concentracion determina la identidad de células madre, y/o activa
la division, elongacion y diferenciacion celular (Pieterse et al., 2012; Kieber vy
Schaller, 2018; Mazzoni-Putman et al., 2021).

Las auxinas y citocininas desempeiian funciones muy importantes para el desarrollo
de las plantas. Si bien se han descrito metabolitos correspondientes a cada grupo,
sobresalientes por su actividad biolégica, o porque han sido estudiados
ampliamente, por ejemplo, el 4cido indol-3-acético (AlA), y la zeatina, bien conocida
por trabajos realizados en maiz, éstas no son exclusivas de las plantas y se pueden
producir por organismos de diferentes reinos, como las bacterias y los hongos.
Recientemente, se asigno un papel importante al AlA en la respuesta celular a la
guimioterapia en pacientes bajo tratamiento contra el cancer (Tintelnot et al., 2023),

con lo que podemos concluir que las auxinas desempefian una funcién universal.

Las auxinas y las citocininas se identificaron en las plantas a principios del siglo XX,
con el advenimiento de la biologia molecular, se han identificado proteinas
responsables de transducir sus respuestas celulares, incluidos algunos receptores
y varios factores de transcripcién, en plantas modelo y en cultivos (Enders y Strader,
2015; Carrillo-Carrasco et al., 2023). El AlA fue descubierta por el botanico holandés
Fritz W. Went en sus estudios sobre la respuesta a la luz en puntas de coleoptilos
de avena y luego aislada de orina humana, hongos y bacterias (Enders y Strader,
2015; Carrillo-Carrasco et al., 2023). El descubrimiento de la kinetina, una de las
principales citocininas, a partir del ADN de los espermatozoides de arenque
esterilizado en autoclave data de 1955 (Miller et al., 1955). Posteriormente, Letham
(1963) aislé la zeatina de granos de maiz inmaduros (leche de elote tierno), y se
han caracterizado genes que codifican las enzimas implicadas en su biosintesis y

metabolismo en bacterias y hongos (Frébortova y Frébort, 2021; Anand et al., 2022).

Aunque el balance entre las concentraciones de auxinas y citocininas puede
promover la divisién celular, el paradigma actual sefala a las segundas como

reguladores criticos del desarrollo de los brotes (Howell et al., 2003; Schaller et al.,
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2015), mientras que las primeras potencian el desarrollo de la raiz (Roychoudhry y
Kepinski, 2022). Estas substancias controlan el ciclo celular en las células
meristematicas, asegurando la division celular para mantener el crecimiento
indeterminado de brotes y raices (Roychoudhry v Kepinski, 2022). Por otra parte,
los factores ambientales y la presencia de microorganismos influyen directamente

en los niveles hormonales internos que instruyen el crecimiento de los vegetales.

2.4. El estrés en plantas y mecanismos de resistencia ante el agobio ambiental

La naturaleza sésil de las plantas las hace particularmente sensibles ante los
cambios en las condiciones ambientales y en las relaciones que se establecen con
otros organismos. El agobio se presenta en los vegetales cuando éstas enfrentan
condiciones adversas de tipo bidtico y abidtico, que se manifiesta en una merma en

el crecimiento y la produccion (Du et al., 2024).

Los ataques por herbivoros, insectos, bacterias, y hongos, aunado a las
enfermedades virales afectan la calidad y cantidad de la cosecha. Los variados y
complejos sistemas de defensa permiten resistir con eficiencia los ataques, pero
suelen ser costosos energéticamente. Las células vegetales reaccionan ante la
presencia de componentes celulares como la quitina, la flagelina, lipopolisacaridos,
proteinas, metabolitos y hormonas de origen microbiano mediante receptores
membranales y rutas de transduccion de sefiales de respuesta rapida (Nobori vy
Tsuda, 2019; Jones et al., 2024). Al igual que los animales, las plantas cuentan con
microbiomas robustos consistentes de especies simbiontes o comensales que
asisten y confieren proteccién a patégenos (Chakraborty, 2023). Con la revolucion
verde, se estableci6 el uso indiscriminado de herbicidas, insecticidas, fungicidas y
otros pesticidas como estrategia para la proteccion de los cultivos de patégenos y
plagas, con un alto impacto negativo en el ambiente, ya que dichos productos matan
indiscriminadamente especies microbianas benéficas, polinizadores y disminuyen
la biodiversidad en su contexto mas amplio (Tudi et al., 2021), por lo que es urgente

su remplazo.
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En la agricultura, el estrés abiotico es la causa principal del desbalance econdmico,
ya que se requiere una gran inversion de insumos, maquinaria, y labor para alcanzar
cosechas redituables. Algunos ejemplos de estrés son el frio, el calor, la sequia, la
radiacion ultravioleta, la escasez de nutrientes, y el pH &cido o alcalino del suelo
(Chang et al., 2023). Las plantas tienen diferentes estrategias para adaptarse al
agobio, algunas verdaderamente excepcionales. El crecimiento se potencia en el
periodo de lluvias y se detiene durante la estacion seca. Cuando hay agua
disponible la planta invierte energia en crecer y desarrollarse mientras que cuando
experimenta sequia entra en un periodo de latencia o dormancia quedando la
fotosintesis y el metabolismo al minimo posible, dichas respuestas estan
controladas por el acido abscisico (\Waadt et al., 2022). La temporada de sequia es
la responsable de la mayor mortandad de arboles silvestres, tremendo problema
ecoldgico que nos esta perjudicando en todo el mundo (Li et al., 2022; Liu et al.,
2023). Las especies agricolas domesticadas no existian como las conocemos
ahora, fuimos modificandolas de sus predecesoras y requieren de nuestro cuidado
para su supervivencia. Es necesario disminuir en la mayor medida posible el estrés
ambiental mediante un manejo apropiado del ciclo de vida, usualmente aparejado

con el ciclo hidrologico.

Una de las principales adaptaciones de las plantas para enfrentar el estrés es la
plasticidad fenotipica, que consiste en el crecimiento dinamico de raices y ramas en
funcién de la disponibilidad de recursos como la luz, el agua y los nutrientes, cuyas
respuestas se conocen genéricamente como tropismos (Nicotra et al., 2010; Gilroy,
2008). Aunado a lo anterior, en el reino vegetal existen dos estrategias de
crecimiento: determinado e indeterminado. Las plantas con crecimiento
determinado cumplen el ciclo de vida en unos pocos meses y es tipico de especies
horticolas y cereales como el maiz y el trigo. En cambio, el crecimiento
indeterminado posibilita el aumento de biomasa de forma constante y recurrente por
la actividad de los meristemos y yemas axilares, ejemplos de plantas con esta
estrategia son los arboles frutales y especies silvicolas, se han descrito arboles con
una edad de hasta dos mil afios (Liu et al., 2022). Las especies de frutales con ciclo

de vida indeterminado posibilitan la obtencion de una o dos cosechas anuales, con
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un manejo apropiado de nutricion, hidratacion, control de plagas y patdégenos, un
ejemplo ilustrativo para el estado de Michoacéan, es el cultivo del aguacate (Persea

americana) que sostiene la economia de miles de familias en esta regién de México.

Se han descrito diversas adaptaciones para tolerar el agobio, algunas estructurales
como la presencia de tricomas en las hojas y el reforzamiento de paredes celulares,
y otras fisiologicas, como la apertura y cierre de estomas (Du et al., 2022). En la
raiz, la deficiencia de nutrientes activa la expresion de transportadores de manera
especificay se induce la secrecidén de acidos organicos que facilitan la solubilizacién
y el transporte de elementos como el fosfato y el hierro (Robe y Barberon, 2023;
Seregin y Kozhevnikova, 2024). Estas estrategias suelen ser también Utiles para
disminuir el impacto negativo cuando aumenta la concentracion de metales, ya sea

por causas naturales o antropocéntricas.

2.5. Laimportancia del suelo para el crecimiento de las plantas

El suelo tal y como lo conocemos en nuestro tiempo tardd millones de afios para
formarse a partir de la degradacion de la roca madre y la acumulacion de materia
organica proveniente de las actividades de los organismos. La profundidad del
suelo, cantidad y tipo de nutrientes que contiene esta directamente relacionada con
eventos geologicos, cambios en el clima, cataclismos, erosion hidrica y edlica, y las
diferentes comunidades que lo han habitado a lo largo del tiempo (Ponomarenko,
2015).

El suelo y la vegetacion se pueden considerar como la piel del planeta, ya que es
gracias a esta cubierta que se logra mantener cierta proteccion y equilibrar el clima
mundial. Esta capa externa de la corteza terrestre les sirve a las plantas para
anclarse y crecer, estableciéndose una relacion intima con diferentes grupos de
organismos que viven en torno a la rizosfera, sitio influenciado por la secrecién de
azlcares, acidos organicos y mucilago (Pantigoso et al., 2022). En esta zona se
alberga a millones de especies de bacterias, hongos y protozoarios que interactlian

con las plantas, con las que han co-evolucionado para sobrevivir a los ambientes
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extremos en donde se encuentran, resistiendo los cambios bruscos en la
temperatura, la escasez de recursos como nutrientes y agua, o condiciones
establecidas por la naturaleza fisicoquimica del suelo como el pH (Lopez-
Hernandez et al., 2023). En la siguiente seccién, me enfocaré en describir algunos
de los componentes conocidos del bacterioma vegetal, con énfasis particular en las
especies que se han caracterizado en interaccién con Arabidopsis, nuestro modelo

de estudio.

2.6. El bacterioma vegetal

El bacterioma comprende miles de especies que se asocian con las plantas,
colonizando la rizésfera o viviendo como endofitos dentro de los tejidos. Las
bacterias son organismos unicelulares que habitan nuestro planeta desde hace al
menos 4000 millones de afios y han sido capaces de adaptarse a todos los
ambientes conocidos, desde las profundidades de los océanos hasta los grandes
desiertos (\Vos et al., 2023). A finales del siglo XIX y principios del XX, los eminentes
microbiologos Louis Pasteur y Robert Koch destacaron el papel de las bacterias en
la causa de enfermedades. Asi, durante mucho tiempo, estos microorganismos se
consideraron agentes peligrosos. Mas de 100 afios después del descubrimiento de
las bacterias, se ha comenzado a reconocer la importancia del bacterioma con el
hospedero multicelular, al cual proporcionan beneficios adaptativos (Petipas et al.,
2021).

Los primeros estudios con plantas leguminosas como el frijol, el chicharo y el
cacahuate, indicaron la importancia de las bacterias del género Rhizobium para la
nutricion de las plantas. Estas bacterias forman estructuras especializadas en las
raices llamadas nédulos, donde viven, proliferan y brindan varios beneficios,
incluida una mejor nutricién de nitrégeno, fosforo y hierro a través de cambios en la
arquitectura de las raices (Concha y Doerner 2020). En este sentido, el nddulo
representa un nicho donde las relaciones planta-bacteria adquieren tal sofisticacion
gue permite a las plantas sobrevivir sin necesidad de fertilizantes quimicos. Las

ventajas de la nodulacién fueron reconocidas por las antiguas civilizaciones de
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Mesoamérica, ya que diferentes grupos de agricultores combinaron la siembra de
frijol con maiz y calabaza, obteniendo mayores rendimientos sobre la siembra

individual de cada cultivo (Fonteyne et al., 2023).

Las bacterias que habitan en las raices o viven en el interior de tallos, hojas, flores,
semillas y su hospedero conforman el "holobionte", un sistema ecoldgico que
proporciona innumerables beneficios tanto al hospedero vegetal como a los
microorganismos (Sanchez-Cafizares et al. 2017). A través de los avances de la
secuenciacion genomica, la metabolémica y la proteémica, se han comenzado a
desvelar los mecanismos moleculares por los cuales las especies bacterianas
promueven la adaptacion y la productividad de las plantas, se ha resaltado la
importancia de un namero cada vez mayor de géeneros, incluidos Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Achromobacter, Azospirillum y Micrococcus (Mendez-Gomez
et al., 2020; 2021; Barrera-Ortiz et al., 2023; Garcia-Cardenas et al., 2022; 2023;
Esparza-Reynoso et al., 2024; Jiménez-Vazquez et al., 2020; 2024).

Las interacciones de las bacterias con las plantas amplian las funciones que
desempeia cada organismo, con lo que se ha creado una gran expectativa para
mejoramiento agricola a través de la ingenieria de la rizosfera, mediante la
inoculacion de cepas bacterianas selectas, que, a través de propiedades como la
nutricion, el equilibrio hormonal y la modulacion del crecimiento y la defensa
permitirian el ahorro de insumos con un impacto positivo para el productor, el

consumidor y el ambiente.

2.7. Arabidopsis thaliana en el estudio de las interacciones planta-bacteria

El uso de Arabidopsis, una pequefia maleza para estudios de laboratorio, ha
permitido avanzar en el entendimiento de los mecanismos moleculares por los
cuales las plantas reaccionan a la presencia de bacterias, basicamente debido a las
técnicas de secuenciacion masiva desarrolladas a finales del siglo pasado, que
permitieron conocer sus casi 25, 000 genes (Arabidopsis Genome Initiative, 2000),

el desarrollo de técnicas de transformacion para sobreexpresar genes
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seleccionados y estudiar su regulacion a través de la fusion de sus promotores con
genes reporteros, como los que codifican la B-glucuronidasa de E. coliy la proteina

verde fluorescente (GFP) de la medusa Aequorea victoria (Huttly, 2009).

Se han disefiado tres métodos de interaccion: en el primero se utilizan cajas de Petri
divididas, con una separacion en el centro que impide la difusién de las moléculas
a través del medio. Asi, las plantas y las bacterias se colocan en lados opuestos de
la caja de Petri, y se permite la comunicacién a través de la emisién de compuestos
organicos volatiles que se propagan en la atmésfera interior de la caja, sellada con
cinta plastica (Pérez-Flores et al., 2017).

El segundo método de interaccién implica la germinacion de las semillas de
Arabidopsis formando una fila en un extremo de la placa de Petri, las placas se
inclinan verticalmente para permitir el crecimiento de la planta en la superficie del
medio nutritivo y se hace una estria con el inoculo bacteriano a una distancia
definida (es decir, 3 0 5 cm) del sitio de crecimiento de la planta. Este sistema
permite analizar el crecimiento radicular como respuesta a los compuestos
difusibles emitidos por bacterias como las citocininas, las auxinas, ciclodipeptidos y

N-acil-L-homoserina lactonas (Ortiz-Castro et al., 2020).

En el tercer método, se coloca una estria bacteriana en la superficie del medio y se
transfieren plantas de 5 dias después de la germinacion, colocando la raiz
directamente sobre el inoculo. Tanto el crecimiento de las bacterias como las
plantas en interaccion se pueden monitorear durante varios dias (Jimenez-Vazquez
et al., 2020). Este ultimo sistema permite el contacto directo y la diseminacion de
las bacterias por toda la raiz durante su crecimiento, ayudando en la colonizacion
de los meristemos, las raices laterales y los pelos radiculares, asi, la planta puede
reconocer elementos estructurales de la bacteria, como el flagelo y los
lipopolisacaridos de la pared celular, que actian como estimuladores del desarrollo
y la defensa. En los ultimos afios, el ensayo de la placa de Petri ha sido muy valioso
para evaluar la respuesta de las plantas a diversas rizobacterias promotoras del

crecimiento vegetal (Barrera-Ortiz et al., 2023; Garcia-Cardenas et al., 2023;
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Jiménez-Vazquez et al., 2024; L6pez-Hernandez et al., 2023; Tinoco-Tafolla et al.,
2024).

El sistema in vitro demostrd su valor en la caracterizacion de un gran niumero de
aislados bacterianos distinguiendo a las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal de patdgenos como Pseudomonas aeruginosa PAOL, Enterobacter sp. y
Pseudomonas lurida que inhiben el crecimiento de las plantas pocas horas después
de la inoculacion (Gonzalez-Ista et al., 2023; Lopez-Bucio et al., 2023; Lopez-
Hernandez et al., 2023).

Las bacterias que son benéficas promueven notoriamente la formacion de follaje y
raices laterales, sin comprometer el crecimiento de las raices primarias, como
Bacillus sp. (Garcia-Cardenas et al., 2023) y Burkholderia phytofirmans PsJN
(Poupin et al., 2013). Sin embargo, un grupo bastante definido rompe la dominancia
apical de la raiz primaria, lo que potencia el desarrollo de las raices laterales al
activar sus meristemos como Micrococcus luteus (Garcia-Cardenas et al., 2022),
Pseudomonas brassicae (Lopez-Hernandez et al., 2023), P. putida, P. fluorescens
(Ortiz-Castro et al., 2020) y Azospirillum spp. (Mendez-Gomez et al., 2021; Mora et
al., 2023; Spaepen et al., 2014). Se cree que la formacion de un sistema radicular
mas denso y poco profundo facilita la adquisicion de nutrientes, principalmente
fésforo y micronutrientes, que se precipitan facilmente y tienden a acumularse en

las capas superiores del suelo.

2.8. Reconocimiento quimico entre plantas y bacterias

Las plantas poseen sistemas de reconocimiento altamente sofisticados para
reconocer a las bacterias benéficas o patdgenas a través de la deteccion de
componentes estructurales de las células y diversas moléculas secretadas,
incluyendo toxinas, hormonas bacterianas, y compuestos organicos volatiles. Los
lipopolisacaridos (LPS), son componentes principales de la membrana externa de

las bacterias Gram-negativas que afectan el crecimiento y lainmunidad en plantulas
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de Arabidopsis en interacciones con Azospirillum brasilense Sp245 (Méndez-

Gomez et al., 2020) y Herbaspirillum sp. Root189 (VVanacore et al., 2022).

Las N-acil-L-homoserina lactonas (AHL), una clase de pequefios compuestos
lipidicos, controlan la proliferacion celular, la formacion de biopeliculas y la virulencia
en las bacterias. Las AHLs modulan el crecimiento radicular en funcion de la especie
quimica y la concentracién aplicada, por ejemplo, la N-hexanoil-L-homoserina
lactona y la 3-oxo-decanoyl-L-homoserina lactona promueven el crecimiento
radicular (Pazarlar et al., 2020), mientras que las moléculas con fracciones de
acidos grasos mas largas, como la N-dodecanoil-L-homoserina lactona y la 3-oxo-
dodecanoil-L-homoserina lactona, reprimen el crecimiento radicular de forma dosis-
dependiente (Ortiz-Castro et al., 2008; 2011).

Las AHL también refuerzan la defensa de las plantas, actuando como inductores de
la biosintesis de acido salicilico o acido jasmonico, y contribuyen a la resistencia
contra Pseudomonas syringae en Arabidopsis (Liu et al., 2020) vy
Pseudoperonospora cubensis en pepino (Pazarlar et al., 2020). Recientemente,
Duan et al. (2023), mediante analisis transcriptomicos y hormonales demostraron
gue la reaccion de las plantas expuestas a una mezcla de AHL difiere ante su
exposicion a AHL individuales, y que la combinacion de AHL modifica el
metabolismo de los jasmonatos a través del monofosfato de adenosina ciclico

(AMPc), como un segundo mensajero (Zhao et al., 2024).

La biosintesis de ciclodipéptidos (CDPs), como el ciclo(L-Pro-L-Val), el ciclo(L-Pro-
L-Phe) y el ciclo(L-Pro-L-Tyr) esta reprimida por la 3-oxo-C12-HL (Ortiz-Castro et
al., 2011), lo que sugiere que la sefalizacion de AHL y CDP actiua de manera
antagodnica en la fisiologia bacteriana. De manera opuesta a las AHLS, que pueden
actuar como sefales de alarma para las células vegetales, los CDPs inducen una
respuesta auxinica en la raiz al actuar directamente sobre los receptores de la
familia TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1), que conducen a una mejor
produccion de biomasa a través de la formacion de pelos radiculares y raices
laterales en Arabidopsis. Ortiz-Castro et al., (2020) demostraron que la produccién

de ciclodipéptidos por Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens ejerce
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efectos positivos sobre el crecimiento de Arabidopsis, y estas moléculas pueden
promover la fosforilacion de la proteina cinasa ribosémica S6 (S6K), un sustrato que
actla cascada abajo de la cinasa TOR, lo que indica que los CDP son factores
mitogénicos que contribuyen a la adaptacion metabdlica de las plantas (Calderan-

Rodrigues et al., 2021; Gonzalez-Lopez et al., 2021).

Los sistemas de reconocimiento quimico presentes en las células vegetales pueden
detectar toxinas y hormonas bacterianas, un ejemplo es la percepcion de
coronatina, una toxina producida por el patdgeno bacteriano Pseudomonas syringae
que llevé al descubrimiento del receptor de acido jasmonico CORONATINE
INSENSITIVE 1 (COI). La coronatina es muy potente y actla imitando moléculas de
sefalizacion de defensa (Gao et al., 2021), que ayudan a las plantas a reaccionar
correctamente bajo estrés biotico. En cuanto a los productos quimicos de las plantas
reconocidos por las bacterias, los fotosintatos exportados desde el follaje al sistema
radicular y, en ultima instancia, secretados al suelo, ejercen una quimiotaxis positiva
gue atrae a las bacterias, cuya proliferacion influye en la rizosfera. Es en esta region
donde la raiz cambia su arquitectura al responder localmente a la acumulacién de
moléculas de origen microbiano a través de crecimiento diferencial, patrones de
ramificacion y formacion de pelos radiculares (Garnica-Vergara et al., 2016;

Esparza-Reynoso et al., 2021; Garcia-Cardenas et al., 2022).

Los compuestos organicos volatiles pueden tener distintas funciones en los seres
vivos, desde mejorar el crecimiento de las plantas como el 2,3-butanediol producido
por bacterias del género Bacillus, hasta aumentar la resistencia de la planta ante
ciertos patégenos. Los VOCs provocan cambios en la estructura de las
comunidades microbianas del suelo (Wheatley, 2002). Las bacterias pueden
colonizar varias zonas de las plantas como las hojas, los frutos o las raices, pero
los volatiles producidos por las plantas, pueden inhibir el crecimiento de ciertos

grupos de bacterias y promover el de otros (Junker y Tholl, 2013).
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2.9. Regulacion de la arquitectura radicular por rizobacterias

La raiz es el 6rgano de la planta responsable de absorber el agua y los nutrientes.
En las dicotiledoneas, el sistema radicular es tipicamente una raiz pivotante,
formada por el crecimiento predominante del eje principal que aumenta en extension
a lo largo del ciclo de vida. A partir de la raiz principal, emergen ramificaciones a
partir de una capa celular interna denominada periciclo y se extienden
longitudinalmente, lo que permite un aumento en la capacidad de absorcién (Du vy
Scheres 2018; Torres-Martinez et al., 2022). Tanto en la raiz principal como en las
raices laterales, los pelos radiculares se forman a partir de células epidérmicas

llamadas tricoblastos (Herburger et al., 2022).

Las raices adventicias se pueden desarrollar desde el tallo e incluso las hojas, y son
particularmente abundantes en las plantas monocotiledoneas, como el maiz, y su
proliferacion confiere un fuerte anclaje al suelo. Tanto las raices laterales como las
adventicias se forman después de la germinacion y se consideran estructuras
postembrionarias. La configuracién tridimensional del sistema radicular, sus
principales ejes de crecimiento y sus grados de ramificacion se define como
arquitectura radicular (Abbas et al., 2022; Magbool et al., 2022). Este es un concepto

de gran valor debido a sus importantes aplicaciones para la agricultura.

Las bacterias promueven la ramificacion de las raices, 1o que conduce a un mejor
desarrollo y productividad, frecuentemente a través de la produccion diferencial de
sustancias bioactivas y metabolitos secundarios, incluidos los mencionados
anteriormente. Entre los géneros mas conocidos con efectos probidticos,
encontramos especies de Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Achromobacter,
Micrococcus, Azospirillum y Rhizobium (Ortiz-Castro et al., 2020; Garcia-Cardenas
et al., 2022; 2023).

Las especies de Pseudomonas establecen una comunicacion intima con las plantas
y pueden ser patdgenos como P. aeruginosa y P. syringae, o promotores del
crecimiento que contribuyen no solo a la inmunidad a través de la resistencia
sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR), sino también a

la plasticidad fenotipica (Schikora et al., 2011; Liu et al., 2020; Solis-Ortiz et al.,
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2022). En relacion con la morfogénesis de la raiz, la inoculacion de plantulas de A.
thaliana en placas de Petri con dos especies promotoras del crecimiento de las
plantas, P. putida y P. fluorescens, disminuyd la dominancia apical de la raiz

primaria y promovié la formacion de raices laterales (Ortiz-Castro et al., 2020).

Las cepas de Pseudomonas CM11 y WCS417 influyen en el crecimiento de las
raices de una manera muy contrastante, por ejemplo, la inoculacion de CM11
conduce a la inhibicién del crecimiento de la raiz principal, mientras que WCS417
manifesto la tendencia opuesta y promovié la elongacién de las raices. A pesar de
los efectos contrarios sobre la extension de la ramificacion, la mayoria de las
Pseudomonas promotoras del crecimiento tienen la propiedad comun de inducir la
ramificacion de las raices (Ortiz-Castro et al., 2020; Li et al., 2022; Lopez-Hernandez
et al., 2023; Tinoco-Tafolla et al., 2024).

P. aeruginosa y P. chlororaphis 3T4-12 provocaron sintomas de enfermedad en las
plantas, e inhibicion general del crecimiento y la ramificacion de las raices (Ortiz-
Castro et al., 2014; Lopez-Hernandez et al., 2023). Los efectos deletéreos que
ambas especies provocaron en las plantas desaparecen al disminuir la produccion
de factores de virulencia. En P. aeruginosa, la mutacion del gen Lasl que codifica la
3-o0x0-N-dodecanoil-L-homoserina lactona sintasa disminuyo la virulencia y
aumento la produccién de ciclodipéptidos que promueven la formacion de pelos
radiculares y raices laterales, que en general extienden la superficie radicular (Ortiz-
Castro et al., 2011; 2020). La virulencia de P. chlororaphis 3T4-12 se pudo revertir
parcialmente aumentando la concentracion de sacarosa en el medio, teniendo un
efecto positivo incrementando la biomasa de las plantas (Tinoco-Tafolla et al.,
2024).

Los cambios fenotipicos inducidos en A. thaliana por Pseudomonas pueden ocurrir
a través de la modulacion de una via hormonal de auxinas, como se observa tras la
aplicaciéon de AHLs o CDPs (Ortiz-Castro et al., 2008; Yin et al., 2022). Ademas de
la exudacion bacteriana de sefiales de deteccion de quérum, la liberacion de
fitohormonas como las auxinas es responsable de la regulacion del crecimiento de

las raices, P. putida PCI2, por ejemplo, produce acido indol-3-acético cuyos niveles
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aumentan tras la suplementacion con L-triptéfano (Pastor et al., 2014), mientras que
las especies de Bacillus aumentan la capacidad de ramificacion modulando la
sefializacion de auxinas o citocininas (Garcia-Cardenas et al., 2023; Barrera-Ortiz
et al., 2023).

La represion bacteriana del crecimiento radicular también puede atribuirse a la
produccién de moléculas bioactivas, como lo demuestra la regulacién de la
arquitectura radicular por Micrococcus luteus LS570, aunque el crecimiento de la
raiz primaria de las plantas inoculadas con esta bacteria se inhibe, la formacion de
raices laterales aumenta (Garcia-Cardenas et al., 2022). La acumulacion de auxinas
dentro de las puntas de las raices de Arabidopsis inhibi6 tanto la division celular
como la elongacion, interrumpiendo la dominancia apical. Esta informacion sugiere
gue la modulacion del desarrollo de las plantas por parte de las rizobacterias se
basa en la capacidad de producir un amplio nimero de sustancias bioactivas,
incluidas hormonas vegetales y compuestos que imitan la accion de las
fitohormonas. Sin embargo, la mayoria de los elementos moleculares que median
el reconocimiento de compuestos bacterianos por parte de las células vegetales ain

no se han identificado.

2.10. Papel de las rizobacterias en la nutricién de las plantas

La alta demanda de nutrientes para cultivos como el maiz, el trigo, el arroz, la
cebada, y para la produccién de frutas tropicales se logra mediante la aplicacion de
fertilizantes quimicos o enmiendas organicas. Cada afio, los agricultores aplican
millones de toneladas de estos productos para aumentar el rendimiento, lo que
implica inversiones monetarias muy elevadas y fuertes costos ambientales, ya que
el exceso de nutrientes puede provocar la salinizaciéon del suelo y la contaminacion
de las aguas subterraneas, lagos y rios que finalmente llegan al océano (Chand,
2023). Por estas razones, es esencial desarrollar nuevas estrategias efectivas,

econdmicas y ambientales para optimizar el uso de fertilizantes.
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Las raices manifiestan un comportamiento muy dinamico para descubrir y absorber
nutrientes minerales. La secrecién radicular de protones, mucilago, &cidos
organicos y aminoacidos, permite, por un lado, solubilizar nutrientes y, por otro,
promover la proliferacion de bacterias que ayudan a la planta en diversas funciones

adaptativas, incluida la absorcién de nutrientes (Giehl y von Wirén 2014).

El fosforo es uno de los elementos mas limitantes para la agricultura debido a su
alta reactividad con cationes como el calcio, el magnesio y el aluminio (Lopez-
Arredondo et al.,, 2014). Este elemento es quimicamente asimilable como ion
fosfato, pudiendo establecerse en formas organicas o inorganicas, que con
frecuencia son insolubles (Lopez-Hernandez et al., 2023). Las raices acceden al
fosfato a través de una combinacion de mecanismos bioquimicos, fisiologicos y
moleculares que involucran transportadores de fosfato de baja y alta afinidad y la
secrecion de malato y citrato por parte de las raices o por las bacterias y hongos
asociados a la raiz, particularmente bajo escasez nutrimental (Lopez-Bucio et al.,
2019; Raya-Gonzalez et al., 2021; Naumann et al., 2022; Esparza-Reynoso et al.,
2024). Por lo tanto, la eficiencia de la absorcién y movilizacion de fosfato dentro del
suelo implica una interaccion de factores enddégenos y ambientales modulados por
el microbioma. En dicha interaccion, los minerales del suelo actian no solo como
elementos nutritivos, sino también como factores de sefalizacion (Lopez-Bucio et
al., 2019; Li et al., 2021).

Las propiedades de solubilizacion de fosfato se han descrito ampliamente en
Pseudomonas y otras bacterias. De hecho, algunos ejemplos seleccionados de la
literatura sugieren una correlacion positiva para Pseudomonas lutea OK2 aislada de
la rizosfera de pastos silvestres (Peix et al., 2004), Pseudomonas putida PCI2
identificada en muestras de raices de tomate (Pastor et al., 2014), Pseudomonas
argentinensis SA90 de la raiz de una palmera del desierto (Lafi et al., 2016) y
Pseudomonas koreensis P2 (Srivastava et al., 2019) con una mejor nutricion de las

plantas inoculadas bajo condiciones limitantes de fosfato.

En un trabajo reciente, se identificaron seis especies de Pseudomonas, incluidas P.

brassicae, P. baetica, P. laurylsulfatiphila, P. chlororaphis, P. lurida y P.
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extremorientalis con una alta capacidad de solubilizacion de fosfato (Lopez-
Hernandez et al., 2023). Sin embargo, se observaron efectos positivos o0 negativos
sobre la biomasa, el crecimiento radicular y la ramificacion en plantas inoculadas
con cultivos puros de cada una de las especies, lo que indica que no todas las
bacterias que solubilizan fosfato pueden considerarse benéficas para las plantas.
De hecho, algunas de estas especies podrian ser patdégenas, lo que hace
necesarios protocolos para separar claramente los aislados del suelo que

manifiestan especialmente rasgos benéficos sobre los deletéreos.

La solubilizacion del fosfato parece estar bajo control hormonal, ya que el acido
indol-3-acético (IAA) induce los genes que codifican enzimas responsables de la
sintesis de acidos organicos que hacen disponible el fosforo para la nutricion. Un
analisis de 841 rizobacterias identific6 15 géneros, incluyendo especies
solubilizadoras de fosfato, capaces de producir IAA. El precursor de auxinas L-
triptofano mejoré aun mas la solubilizacion del fosfato debido a una mayor
produccion de IAA, la acidificacion del pH y la liberacién de una alta concentracion
de &acidos organicos como el a-cetoglutarato, cis-aconitato, citrato, malato y
succinato (Alemneh et al., 2021). Por otro lado, Bacillus amyloliquefaciens, una
bacteria resistente a pH alcalino, solubiliza el fosfato mediante la produccion de

acido tartarico, acido citrico y acido succinico (Zhang et al., 2023).

En un estudio de interaccion de plantas con Pseudomonas putida, Esparza-
Reynoso vy col. (2024) demostraron que la colonizacidon de raices por la bacteria en
medio con alto contenido de fosfato indujo la expresion de genes que normalmente
se activan bajo la escasez de fosfato. P. putida también promovié la acumulacién
de hierro y la expresiéon de genes inducibles por carencia de hierro, lo que indica la
integracion de mecanismos para la adquisicion simultanea de fosfato y hierro. La
mutacion de genes maestros para la nutricion del hierro, incluida la proteina ligasa
BRUTUS (BTS), y los factores de transcripcion bHLH POPEYE (PYE) e IAA-
LEUCINA RESISTANT3 (ILR3) comprometieron la ramificacion radicular inducida
por P. putida, lo que implica un papel para una bacteria benéfica en la mejora de la

nutricion de las plantas a través de la modulacién de la sefalizacion celular.
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Lopez-Bucio y col. (2023) mostraron la inducciéon del transportador de nitrato
CHL1/AtNRT1/NPF6.3 y las nitrato-reductasas NIAL1 y NIA2 en plantulas de
Arabidopsis en interaccidén con la mutante Alas/ de P. aeruginosa. La interaccion
mejoro la nutricién por nitratos y condujo a una mejor ramificacion de las raices y la

produccion de biomasa, asi como al fortalecimiento de la inmunidad de las plantas.

2.11. Suelos alcalinos y su manejo

La alcalinidad del suelo compromete el crecimiento y la sobrevivencia y representa
un reto poder manejar la productividad vegetal, particularmente en especies como
los cereales y citricos que son altamente sensibles a dicho agobio (Hayes et al.,
2019; Pereira et al., 2021; Kotula et al., 2021). EI manejo agronomico que se
considera adecuado incluye la aplicacion de enmiendas, abonos y compostas que
contienen acidos humicos y que disminuyen el pH del suelo, asi como la aplicacion
de microorganismos que acidifican la rizésfera mediante la secrecion de protones y
acidos organicos, por ejemplo, bacterias que solubilizan fosfato y hongos del género

Trichoderma (Lépez-Hernandez et al., 2023; Pelagio-Flores et al., 2017).

2.12. Contribucién de las rizobacterias en la resistencia vegetal al estrés

alcalino

Las bacterias pueden extender las propiedades adaptativas de la planta a través de
varios mecanismos. Sin embargo, queda por aclarar hasta qué punto la aplicacion
de cultivos bacterianos puros puede ser determinante en una mayor produccion de
biomasa por parte de las plantas que se cultivan en suelos con condiciones
adversas. Un ejemplo de estos suelos son los suelos calcareos salinos y alcalinos

gue estan ampliamente distribuidos por todo el mundo.

Jiménez-Vazquez et al. (2020) aislaron Achromobacter sp. 5B1 del suelo adherido
a las raices de un arbol de mezquite que habita en cercania a una poza salada en
el desierto de Chihuahua. La inoculacién de cultivos puros de Achromobacter sp.

5B1 a plantulas de Arabidopsis in vitro y en el suelo mejoré el crecimiento y la
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produccién de biomasa, y ayudd a resistir el estrés salino y alcalino. Una
caracteristica muy interesante de este aislado fue la propiedad de dirigir los
movimientos de las raices interfiriendo con la respuesta normal de la gravedad, por
lo que las raices inoculadas formaron ondas, vueltas y espirales, que, a su vez,
inducen la formacion de raices laterales y se penso6 que esta respuesta ayudaba a
las plantas a explorar mejor las capas del suelo y a absorber mas agua y nutrientes.
Cabe destacar que Achromobacter sp. 5B1 permite crecer a Arabidopsis en un
medio alcalino (pH 9.0), aliviando la clorosis de las hojas y activando los meristemos
de los brotes y las raices. Se observo que una condicién alcalina perjudica la mitosis
en los meristemos debido a la disminucion de la homeostasis de las auxinas en las
plantulas cultivadas axénicamente, y la bacteria podria normalizar el crecimiento y
el desarrollo al incrementar la acumulacion de auxinas (Jimenez-Vazquez et al.,
2024).

La secuenciacion del genoma de Achromobacter sp. 5B1 revel6 genes que codifican
para proteinas potencialmente involucradas en la adaptacion al estrés alcalino que
influyen en procesos como la percepcion de quorum, la biosintesis de auxinas y la
absorcion de nutrientes que contribuyen en la produccion de biomasa bajo estrés.
En otro trabajo, Zhuang et al. (2023) compararon los efectos de S. rhizophila 'y una
cepa mutante rpfF- efectada en el sistema de quorum sensing DSF-QS en Brassica
napus L. con respecto a la germinacion de semillas, la produccion de biomasa, la
capacidad antioxidante y el contenido de clorofila. DSF mejor6 la adaptacion y la
tasa de supervivencia de S. rhizophila, y promovio el crecimiento de la germinacion
de las plantas bajo estrés salino-alcalino y dichos beneficios se comprometieron al

afectar la percepcion de quorum en la bacteria.

Este proyecto plantea el uso de Arabidopsis thaliana, para estudiar los efectos
adversos de la alcalinidad sobre el crecimiento, desarrollo, y respuesta hormonal,
asi como el impacto que tiene la inoculacion con Pseudomonas putida en la

adaptacién a dicha condicién adversa.
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3. Hipdtesis

Pseudomonas putida confiere tolerancia al pH alcalino a plantas de Arabidopsis

thaliana.

4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Caracterizar el efecto de la inoculacibn con Pseudomonas putida a plantas de

Arabidopsis thaliana expuestas a condiciones de alcalinidad.

4.2. Objetivos especificos

- Caracterizar los efectos del incremento en el pH del medio sobre el crecimiento,
desarrollo, y arquitectura de la raiz de Arabidopsis en un sistema in vitro y en

interaccién con Pseudomonas putida y Solibacillus isronensis

-Analizar los cambios en la expresion de los transgenes CycB1:GUS, TOR:GUS,
ARR5:GUS y DR5:GUS en follaje y raiz en respuesta al estrés alcalino y en

interaccién con Pseudomonas putida y Solibacillus isronensis

-Comparar el impacto benéfico que tiene Pseudomonas putida sobre la resistencia

de Arabidopsis al estrés alcalino en tres sistemas de interaccion in vitro.
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5. Materiales y métodos
5.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento

El material vegetal incluyé semillas de Arabidopsis thaliana del ecotipo Columbia 0
(Col-0), y las lineas transgénicas DR5:GUS,CYCB1:GUS, TOR:GUS y ARR5:GUS.
Las semillas se procesaron para eliminar agentes contaminantes mediante
tratamientos con etanol (96°) e hipoclorito de sodio al 20% (v/v) por 5 minutos cl/u,
y varios enjuagues con agua destilada, previamente esterilizada en autoclave. Las
semillas se introdujeron en un refrigerador (4 °C) por 48 h, para homogenizar y
sincronizar la germinacion, y al cabo de este tiempo fueron sembradas en cajas de
Petri conteniendo medio MS al 0.2X (Murashige y Skoog, 1962) solidificado con
agar. La mezcla de sales basales de Murashige y Skoog, carente de amino acidos
y vitaminas, se adquirié en la casa comercial Phytotechnology y se aplicé en
concentracion de 0.9 g/l. Los experimentos se condujeron en un gabinete para
crecimiento de plantas (Percival Scientific AR-95L) con un fotoperiodo ajustado de
16 horas luz y 8 horas de oscuridad, una intensidad de luz de 100 moles/m? sy una

temperatura de 22 °C.

5.2. Cepas bacterianas

Los aislados de Pseudomonas putida y Solibacillus isronensis fueron obtenidos de
la coleccion del Laboratorio de Biologia del Desarrollo Vegetal, compilados
previamente mediante exploraciones de la biodiversidad de diferentes ambientes.
Cada cepa fue reactivada a partir de stocks almacenados a -80 °C (50% Medio LB
liquido + 50 % glicerol), se tomaron 10 pl de cada stock para su siembra en cajas
de Petri con medio sdlido, para lograr un éptimo crecimiento cada cepa fue incubada
a 30 °C.

5.3. Ensayos de crecimiento in vitro de Arabidopsis thaliana

Las plantas de 5 dias después de la siembra fueron transferidas a medio MS 0.2X
con distinto pH (7, 7.5, 8, 8.5y 9) el cual fue ajustado agregando gotas de hidroxido

de potasio. Se marcoé la base de la caja para sefalar la punta de la raiz primaria y
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se midié la longitud de la misma una vez pasados los 7 dias de tratamiento, se
contabilizd el nimero de raices laterales y se tomaron imagenes representativas de
los tratamientos. Para medir el crecimiento de la raiz primaria se utiliz6 una regla 'y
se analizaron al menos 24 plantas provenientes de 3 cajas de Petri diferentes. Las
raices laterales fueron contabilizadas con la ayuda de un microscopio

estereoscopico Leica MZ6/L2 (Leica Mycrosystems, Wetzlar Germany).

5.4. Ensayos de co-cultivo planta-bacteria

Las plantas de 5 dias después de la siembra fueron transferidas a medio MS 0.2X
a los que previamente se les aplica un estriado de inéculo bacteriano a partir de
colonias aisladas en medio Luria-Bertani (LB) solidificado con agar. Las plantas se
colocaron sobre la superficie del medio en donde se realiz6 la estria, quedando el
follaje aproximadamente a 1 cm del in6culo, mientras que la raiz se mantuvo en
contacto directo con las colonias. Se marco la base de la caja para sefialar la punta
de la raiz primaria y se midié la longitud de la misma una vez pasados los 7 dias de
tratamiento, también se contabilizé el nUmero de raices laterales y se tomaron
imagenes representativas de los tratamientos. Para medir el crecimiento de la raiz
primaria se utilizd una regla y se analizaron al menos 18 plantas provenientes de 3
cajas de Petri diferentes. Las raices laterales se contabilizaron con la ayuda de un
microscopio estereoscopico Leica MZ6/L2 (Leica Mycrosystems, Wetzlar Germany).
Para estudiar el efecto que tuvieron los compuestos difusibles de cada especie de
Pseudomonas, las estrias bacterianas se colocaron a 4 cm de distancia de la punta
de la raiz primaria.

Para analizar si los compuestos organicos volatiles mejoraban el crecimiento de
Arabidopsis, se utilizaron cajas divididas que permiten la separacion del medio

donde se encuentran las plantas y el medio donde se inocula cada cepa bacteriana.
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5.5. Anadlisis histoquimico de la expresion del gen uidA

Las plantas transgénicas que expresan el gen reportero uidA, y codifica para la
proteina B-glucuronidasa (GUS), se transfirieron a cajas de micro-titulo conteniendo
el substrato X-Gluc al 0.1% (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucoronido) en
amortiguador de fosfatos (NaH2PO4, Na2HPO4, 0.1 M, pH 7) y se incubaron por 6
horas a 37 °C. Posteriormente, se retird la solucion de X-Gluc y las plantas se
clarificaron con una solucién de HCI 0.24 N en metanol al 20% (v/v) durante 60
minutos a 62 °C, la solucién fue removida para agregar NaOH al 7% (v/v) en metanol
al 60% (v/v) por 25 minutos a temperatura ambiente. La solucion fue retirada y el
tejido se deshidrat6 con tratamientos seriados de etanol al 40, 20 y 10% (v/v) por 20
minutos. Una vez retirado el etanol al 10%, se adiciono glicerol al 50% (v/v) y las
plantas fueron colocadas en portaobjetos para su analisis por microscopia de

Nomarski.

6. Resultados
6.1. Efecto del pH alcalino en el desarrollo de Arabidopsis thaliana

El estrés alcalino es perjudicial para el crecimiento y desarrollo de las plantas (Lee,
1998). Para analizar los efectos de la alcalinidad durante el crecimiento temprano,
plantulas de Arabidopsis de 4 dias de edad, fueron transferidas a cajas de Petri con
medio Murashige y Skoog 0. 2x ajustando el pH a 7.0, 7.5, 8.0, 8.5y 9.0 con gotas
de hidroxido de potasio, y solidificado con agar. Las plantulas del ecotipo Columbia-
0 se analizaron a los 8 dias después de la transferencia (Fig. 3 a-c). El aumento del
pH disminuy6 la acumulacién de biomasa en el follaje y la raiz, consecuente con
una marcada clorosis en las hojas. En particular, el pH de 8 y 8.5 reprimié en un
50% el crecimiento de la raiz primaria, y esta inhibicion se magnifico en pH de 9.0
(Fig. 3 a-c).

Gracias a que el medio de crecimiento es casi transparente, se visualizé el fenotipo
de raices y follajes (Fig. 3 d-g). Junto con la drastica reduccién del tamafio de la

planta a pH 9.0, las raices primarias fueron mas cortas, el nUmero de raices laterales
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disminuyé y se presentaron ondulaciones cuando se compara con plantas

cultivadas en medio con pH 7.0 (Fig. 3 h, i).

El fenotipo de los follajes y raices de las plantas crecidas en los medios alcalinos
indica que la produccion de biomasa y el metabolismo energético pueden verse
comprometidos. Se observo presencia de clorosis en las hojas a pH 8.5y 9.0, que

puede deberse a una disminucion en los niveles de clorofila en la planta (Fig. 3e).

Los resultados en conjunto muestran la interrupcion del crecimiento vegetal y la
organogénesis como consecuencia del estrés alcalino, lo cual podria estar

relacionado con la clorosis foliar.
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Figura 3. Efectos del incremento en el pH del medio en el crecimiento de Arabidopsis. Plantas
transferidas a medio MS 0.2X y pH de 7.0 (a), 8.5 (b), y 9.0 (c). Acercamientos del follaje y raiz de
plantas de Arabidopsis crecidas en pH de 7 (d, f, h) y pH de 9 (e, g, i). El experimento incluyd tres
cajas de Petri por tratamiento y en cada caja se transfirieron 8 plantas, y se repitié al menos tres
veces.

6.2. El sistema radicular de Arabidopsis thaliana es sensible al estrés alcalino

El sistema radicular proporciona sostén a la planta y contribuye con la absorcién de

agua y nutrientes (Yokawa y Baluska, 2018). El siguiente objetivo de nuestra
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investigacion fue comprender el impacto que tenia el pH en 2 parametros
importantes del sistema radicular, el crecimiento de la raiz primaria y la formacion
de raices laterales. La raiz primaria de las plantulas cultivadas en medio MS 0.2X
con pH 7.0 corresponde a 2.5 cm al quinto dia después de la transferencia, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas a pH 7.5, sin embargo, si las
hubo en los medios alcalinos (pH 8.0-9.0), los cuales disminuyeron el crecimiento
(Fig. 4a). El numero de raices laterales también disminuyé de una manera dosis
dependiente por la alcalinidad (Fig. 4b), lo que indica que el proceso de ramificacién
de la raiz es muy sensible al pH alcalino y dicho estrés perjudica tanto el crecimiento

como la ramificaciéon de las raices.
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Figura 4. Efecto del pH alcalino en la modificacién del sistema radicular de plantulas de
Arabidopsis thaliana. a) Crecimiento de la raiz primaria, b) NUmero de raices laterales. El
experimento incluyo tres cajas de Petri por tratamiento y en cada caja se transfirieron 8 plantas, y se

repitié al menos tres veces.

6.3. El pH alcalino inhibe la expresion de genes relacionados con el ciclo

celular y la respuesta hormonal

La acumulacion de biomasa de las plantas depende de la produccion celular en los
meristemos del follaje y de la raiz, y la formacion de nuevos primordios (Huerta-

Venegas et al., 2022). En este trabajo observamos que una elevada alcalinidad (pH
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9.0) detiene el desarrollo de los primordios de hojas. Para entender a qué se debia
esta represion en el crecimiento, analizamos el crecimiento de las lineas
transgénicas de Arabidopsis CycB1:GUS, TOR:GUS, ARR5:GUS y DR5:GUS en
pH neutro (7.0) (Fig. 5 a-d) y pH alcalino (9.0) (Fig. 5 e-h). Como se esperaba, el
follaje de las plantulas de todas las lineas transgénicas crecidas en pH 9.0 mostré
una inhibicion en el desarrollo de primordios de hoja cuando las comparamos con

las crecidas en pH de 7.0 (Fig. 5 a-h).

El andlisis histoquimico de la expresion de GUS no revelé una clara expresion de
CYCBL1 en el sistema aéreo independientemente de la condicién donde fueron
crecidas las plantas (Fig. 5 a, €), en cambio la expresion de TOR fue claramente
detectada en primordios de hoja en desarrollo en pH 7 y 9 como se puede observar
por el color azul manifiesto en los tejidos de la planta (Fig. 5 b, f ), mientras que los
reporteros inducibles por citocininas y auxinas ARR5 y DRS5, respectivamente,
fueron dramaticamente inhibidos en pH de 9.0, esto correlaciona con la inhibicion

en el desarrollo de los primordios de hoja (Fig. 5 c¢,d,g,h).
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Figura 5. Expresiéon de genes reporteros relacionados con el ciclo celular y hormonas
reguladoras del crecimiento vegetal en follaje en pH neutro y alcalino. Plantulas transgénicas
de Arabidopsis expresando CYCB1:GUS, TOR:GUS, ARR5:GUS y DR5:GUS fueron transferidas a
los 3 dias después de la germinacién a medios con pH 7.0 o pH 9.0 y crecidas durante 7 dias
adicionales. La expresién de GUS en pH 7 (a, b, ¢, d) 0 9 (e, f, g, h) se muestra en el follaje. Las
fotografias fueron tomadas con ayuda de un microscopio Leica DM 5000B con Optica Nomarski y
son representativas de 12 ejemplares examinados.

La punta de la raiz incluye la zona meristematica y la zona de elongacion, que
producen la biomasa celular necesaria para la organogénesis (Salvi et al., 2020).
Se realizaron ensayos para monitorear los cambios en la expresion génica de
CYCB1:GUS, TOR:GUS, ARR5:GUS, y DR5:GUS en la raiz incrementando el pH
de 7.0 hasta 9.0, lo cual nos permitié corroborar el dominio de expresién de cada
promotor, donde CYCBL1 se expreso en el meristemo de la raiz (Fig. 6 a), TOR fue
localizado en la zona meristematica y la zona de elongacion (Fig. 6 b), ARR5 y DR5
tuvieron su maxima expresion en la columela de la punta de laraiz (Fig. 6 c, d). En
comparacion, en las plantulas de las 4 lineas crecidas en pH de 9.0 sus dominios
de expresion disminuyen drasticamente (Fig. 6 e-h), lo cual correlaciona con la

detencion del crecimiento de la raiz impuesto por el estrés al pH alcalino.
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Figura 6. Expresion de genes reporteros relacionados con el ciclo celular y hormonas
reguladoras del crecimiento vegetal en la raiz bajo pH neutro y alcalino. Las plantulas
transgénicas de Arabidopsis expresando CYCB1:GUS, TOR:GUS, ARR5:GUS y DR5:GUS fueron
transferidas a los 3 dias después de la germinacién a medios con pH 7.0 o pH 9.0 y crecidas durante
7 dias adicionales. Expresion de GUS en la raiz de plantulas crecidas en pH 7.0 (a, b, ¢, d) o pH 9.0
(e, f, g, h). Las fotografias fueron tomadas con ayuda de un microscopio Leica DM 5000B con éptica
de Nomarski.

6.4. Pseudomonas putida permite la adaptacion de Arabidopsis al estrés

alcalino

Las bacterias colonizan los tejidos de las plantas y les confieren diversas ventajas
adaptativas que podrian contribuir a la resistencia al estrés alcalino. Se ha
demostrado que especies del género Pseudomonas pueden modificar el sistema
radicular de las plantas, producir fitohormonas y solubilizar nutrientes que
normalmente son dificiles de asimilar (Lopez-Hernandez et al., 2023). Con el
objetivo de investigar si Pseudomonas putida podria mejorar el crecimiento de
Arabidopsis ante condiciones de estrés, plantulas de 3 dias después de la
germinacion fueron transferidas a cajas de Petri estriadas con Pseudomonas putida.
Aunque la inoculacién de Pseudomonas putida en pH 7.0 y pH 9.0 provoca una
inhibicién del crecimiento de la raiz primaria comparada con las plantas control, las
plantulas crecidas en pH de 7.0 y colocadas en contacto directo con la estria
bacteriana generaron 10 veces mas raices laterales comparadas con las plantas
control, las plantulas crecidas en pH 9.0 e inoculadas con Pseudomonas putida
también lograron formar mas raices laterales, en comparacion con las plantas
control y las plantas crecidas en pH de 9.0 sin inocular (Fig. 7). La clorosis foliar
(Fig. 7 c) disminuy0 en las plantas crecidas en pH alcalino inoculadas con P. putida
y se obtuvo una restauracion en la formacion de primordios de hojas, comparado

con las plantulas no inoculadas (Fig. 7 d).
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Figura 7. Respuesta de plantulas de Arabidopsis crecidas en condiciones axénicas en pH
neutral y alcalino ala interacciéon de laraiz con P. putida. (a) Plantas axénicas en pH 7. (b) pH 7
inoculadas con Pseudomonas putida, (c) pH 9 en condiciones axénicas, (d) pH 9 inoculadas con
Pseudomonas putida. Analisis de la arquitectura radicular, crecimiento raiz primaria (e), nimero de
raices laterales (f). El experimento incluy6 24 plantas por tratamiento.

6.5. Los compuestos difusibles de Pseudomonas putida restauran el

crecimiento radicular de plantulas de Arabidopsis expuestas a pH alcalino

Las plantas pueden percibir si un microorganismo patégeno o promotor del
crecimiento vegetal se encuentra a su alrededor gracias a los metabolitos que éstos
producen. Las bacterias secretan moléculas de comunicacion con los vegetales
pudiendo promover su crecimiento y desarrollo (Ortiz-Castro et al., 2011). Para
conocer si los compuestos difusibles producidos por Pseudomonas putida podian
brindar una ventaja adaptativa a Arabidopsis crecidas bajo estrés alcalino,
transferimos plantulas de Arabidopsis 5 dias después de la siembra a cajas de Petri

con medio MS 0.2x con pH contrastante 7 y 9 (Fig. 8 a, c), colocamos estrias de
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Pseudomonas putida a 4 cm de distancia de la raiz primaria (Fig. 8 b, d) y se analizé
la arquitectura radicular de plantulas a los 8 dias después de la transferencia a
medios con bacteria y sin bacteria. En el caso de la raiz primaria, las plantas control
en pH 7 (Fig. 8 a) se mantienen mas grandes que los tratamientos (Fig. 8 b, d), en
cambio las plantas crecidas en el medio con pH 9 (Fig. 8 c) presentan una inhibicion
casi completa en el crecimiento de la raiz primaria, las cuales al ser inoculadas con
Pseudomonas putida logran crecer hasta 8 veces mas comparadas con pH 9 sin
bacterias (Fig. 8 d). Las plantas tratadas con P. putida formaron entre 4 y 8 veces

mas raices laterales comparadas con sus respectivos controles (Fig. 8 f).

Figura 8. Efecto de la inoculacion a distancia de P. putida en Arabidopsis crecidas en
condiciones axénicas en pH neutral y alcalino. (a) pH 7 en condiciones axénicas (b) pH 7
inoculadas con Pseudomonas putida, (c) pH 9 en condiciones axénicas, (d) pH 9 inoculadas con
Pseudomonas putida. Andlisis de la arquitectura radicular, crecimiento raiz primaria (e), nimero de

raices laterales (f). El experimento incluy6 24 plantas por tratamiento.
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6.6. Los volatiles producidos por Pseudomonas putida restauran el

crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana crecidas en medios alcalinos

Las bacterias producen compuestos organicos volatiles que utilizan para establecer
comunicacion con otros grupos de seres vivos como los hongos o las plantas, se ha
demostrado que estos compuestos contribuyen con la adaptacién ante condiciones
adversas (Audrain et al., 2015). Para determinar si los volatiles emitidos por P.
putida contribuyen en la tolerancia de Arabidopsis al estrés alcalino, se utilizaron
cajas de Petri con medio MS al 0.2X con 1 division en el centro de la caja, la cual
separa fisicamente el medio donde se encuentran las plantas, del sitio de
inoculacion de la bacteria para evitar que los difusibles producidos por ellas tengan
influencia sobre el medio donde esta creciendo la planta, las Unicas moléculas que
pueden pasar de un lado a otro son los volatiles (Fig. 9 a, b, c, d). Utilizando este
sistema obtuvimos los mejores resultados en promocién del crecimiento y
adaptacion al pH alcalino. Las plantas inoculadas en pH 7 tuvieron
significativamente mayor crecimiento de la raiz primaria comparadas con las plantas
control, las crecidas en pH 9 sin inocular tuvieron una marcada inhibicion en el
crecimiento consistentemente con los experimentos anteriores, interesantemente al
inocular con Pseudomonas putida conseguimos restaurar completamente el
crecimiento de la raiz primaria comparado con las plantas control crecidas en pH
neutro (Fig. 9 e). En el caso de la formacién de raices laterales, las plantas
inoculadas en pH 7 y 9 presentan 8 y 10 veces mas raices laterales comparadas

con sus respectivos controles sin inocular (Fig. 9 f).

50



51



Figura 9. Efecto de los volétiles de Pseudomonas putida en el crecimiento de la raiz primaria
y laformacién de raices laterales en plantulas de Arabidopsis thaliana crecidas en pH alcalino.
Plantulas de Arabidopsis thaliana crecidas en pH 7 sin inocular (a), inoculadas con P. putida (c).
Plantulas crecidas en pH 9 sin inocular (b), €) inoculadas con P. putida (d). Crecimiento de la raiz
primaria (e), cuantificacion de raices laterales (f). El experimento incluyé 24 plantas por tratamiento.

6.7. Los volatiles de P. putida restauran la expresion inducible por auxinas en

la linea transgénica DR5:GUS crecidas en condiciones de alcalinidad

Los metabolitos difusibles de bacterias como P. putida o P. fluorescens pueden
incrementar los niveles auxinicos, promoviendo la formacién de raices laterales y la
acumulacion de biomasa tanto de follaje como de raiz (Ortiz-Castro et al., 2020).
Para determinar si la estimulacion del crecimiento mediada por voléatiles en pH
neutro y el restablecimiento del crecimiento de Arabidopsis en pH alcalino podia
deberse a un incremento en los niveles de auxinas, se analizo la expresion del gen
reportero DR5:GUS, observando que las plantas expuestas a los volatiles de P.
putida presentan un incremento de la expresion en la punta de la raiz primaria como
puede verse en color azul. Comparada con la expresion basal de las plantas
crecidas en condiciones de pH neutro (Fig. 10 a) la respuesta auxinica desaparece
en las plantas expuestas a pH 9 (Fig. 10 c), interesantemente al crecer las plantas
en interaccion con los volatiles de P. putida los niveles auxinicos se restauran en la
punta de la raiz, lo cual puede explicar la recuperacion en el crecimiento de la raiz
primaria (Fig. 10 b, d).
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Figura 10. Efecto de la alcalinidad y los voléatiles de Pseudomonas putida en la respuesta
auxinica de laraiz primaria de Arabidopsis thaliana. Plantas transgénicas de Arabidopsis con el
marcador DR5:GUS fueron transferidas a los 5 dias después de la siembra a nuevas cajas de Petri
con y sin inocular en pHs contrastantes. Expresion de GUS en la raiz primaria de plantas crecidas
en pH 7 sin inocular (a), pH 9 sin inocular (c), pH 7 inoculadas con P. putida (b), pH 9 inoculadas con
P. putida (d). Se muestran imagenes representativas de 12 individuos.

6.8. Los volatiles de Solibacillus isronensis no reestablecen el crecimiento de

Arabidopsis thaliana expuestas a estrés alcalino

Cada microorganismo produce distintos compuestos organicos volatiles que pueden
tener influencia en el crecimiento de la raiz primaria de las plantas, formacién de
raices laterales y acumulacién de biomasa foliar (Sharifi y Ryu 2018). Para

establecer la especificidad de la respuesta mediada por volatiles bacterianos,
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utilizamos cajas de Petri divididas a las cuales transferimos plantulas de 3 dias de
edad a medios con pH neutro y alcalino sin inocular e inoculadas con una bacteria
Gram negativa (P. putida) o una bacteria Gram positiva (S. isronensis). Se observa
que en contraste con los volatiles de P. putida (Fig. 11 c), los volatiles de S.
isronensis (Fig. 11 e) no promueven el crecimiento de la raiz primaria comparado
con las plantas control crecidas en un pH neutro (Fig. 11 a). Al hacer la interaccién
en pH 9, los volatiles de S. isronensis (Fig. 11 f) aunque si mejoran
significativamente el crecimiento de la raiz primaria comparado con las plantas sin
inocular (Fig. 11 b) el follaje sigue presentando problemas de clorosis y la raiz sigue
siendo 4 veces mas pequefia comparada con las de las plantas control crecidas en
pH neutro. En contraste los volatiles de P. putida (Fig. 11 d) no solamente eliminan
los sintomas de clorosis en el follaje si no que la raiz primaria crece mas comparado

con las plantas crecidas en pH neutro.
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Figura 11. Comparacién del crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana crecidas en pH
neutro y alcalino, expuestas a volétiles de bacterias con caracteristicas contrastantes. Plantas
crecidas en pH neutro 7 sin inocular (a), pH 7 con volétiles de P. putida (c), pH 7 con volétiles de S.
isronensis (e), pH 9 sin inocular (b), pH 9 con volatiles de P. putida (d), pH 9 con volatiles de S.
isronensis (f), cuantificacion del crecimiento de la raiz primaria (g). El experimento incluyé tres cajas
de Petri independientes, conteniendo seis plantas cada una y el experimento se repitio tres veces
con resultados similares.

7. Discusion y conclusiones

En los Ultimos afios se han logrado avances importantes para entender el impacto
gue tiene el pH del suelo en el crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como los
mecanismos que permiten la adaptacién a la alcalinidad. La aplicacién en el campo
de la agricultura de estos avances es fundamental para alcanzar un manejo eficiente
de los cultivos e incrementar la productividad bajo estrés ambiental. Un problema
comun tanto en suelos acidos como alcalinos es la deficiencia de fosfato, ya que
este anion se precipita con metales como el aluminio, que es abundante en suelos
acidos, y se combina con el calcio en suelos alcalinos causando su insolubilidad, lo
gue implica la necesidad de aplicar miles de toneladas de fertilizantes a nivel

mundial (Agegnehu et al., 2021).

En este trabajo estudiamos como la alcalinidad del sustrato impacta sobre el
crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana, con la finalidad de generar
conocimientos extrapolables a otras especies, resaltando que aproximadamente el
25% de los suelos utilizados por los agricultores, principalmente en regiones aridas
y semiaridas, tienen un pH alcalino (Ramirez-Rodriguez et al., 2007; Rengel 2015).
Se utilizé un sistema in vitro de cajas de agar con medio nutritivo MS 0.2x, ajustando
elpHa7.0,7.5,8.0,85y9.0.

La condicion de pH 7.0 se encuentra en un pH neutro y no causa estrés a
Arabidopsis por lo cual nos sirvio de referencia para describir los efectos negativos
del incremento en el pH del medio sobre las plantas, que incluyen la reduccion del
crecimiento tanto del follaje como de la raiz. Aunado a lo anterior, se observo la
aparicion de un color amarillento (clorosis) principalmente notorio en las plantas

crecidas en pH de 9. Estos efectos del estrés alcalino se han documentado en
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muchas especies de cultivos, particularmente en cereales y citricos, y se cree que
son causados por la formacion de hidroxido férrico insoluble, asi como la carencia
de nitrato y fosfato (Li et al., 2021; Lopes et al., 2021). Adn queda por determinarse
la forma como el pH afecta la nutricion mineral de Arabidopsis en las condiciones

en que fue realizado este trabajo.

Las plantas pueden adaptarse a suelos alcalinos/calcareos mediante varias
estrategias, incluida la disminucién del pH a través de la exudacién de protones o
acidos organicos como citrato, malato y oxalato, los efectos metabdlicos de las
comunidades microbianas también pueden contribuir en esta adaptacion (Lopez-
Bucio et al., 2000). En un estudio reciente, se caracterizaron las poblaciones
microbianas asociadas a plantas cultivadas en suelos neutros y fuertemente
alcalinos provenientes de dunas de arena mediante secuenciacion de amplicones
de ARNr 16S (Lopes et al., 2021). El efecto mas notable de las plantas ocurrio en la
composicion de sus microbiomas, lo que sugiere que factores fisiologicos de las
plantas moldean las poblaciones microbianas para resistir el estrés alcalino. De
hecho, hongos simbiontes del género Trichoderma manifiestan una fuerte
capacidad de acidificacion del suelo a través de la extrusion de protones (Pelagio-
Flores et al., 2017), lo que puede ser parte del comportamiento adaptativo que

mejora la supervivencia de las especies vegetales con las que se asocian.

Trabajos publicados recientemente se enfocaron en las respuestas adaptativas de
las plantas ante el estrés alcalino (Li et al., 2017; Liu et al., 2022; Xu et al., 2012),
sin embargo, hasta donde sabemos, no se habian realizado estudios previos para
analizar la influencia del estrés alcalino en procesos criticos para la configuracion
de la arquitectura de la raiz, como la formacion de raices laterales. El uso de un
medio semitransparente solidificado con agar para ajustar el pH permiti6 una
caracterizacion detallada del crecimiento y la capacidad de ramificacion de las
raices de las plantulas de Arabidopsis en condiciones de alcalinidad. Nuestros
resultados muestran con claridad la reduccién del crecimiento de la raiz primaria, lo
cual nos indica que la alcalinidad modifica la disponibilidad de nutrientes del entorno

y la capacidad general de las plantas para absorberlos del medio. Asi, la disfuncion
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de la raiz también puede explicar por qué el follaje crece lentamente y no produce

hojas en las plantas creciendo en un medio con pH de 9.0.

La revolucién verde implementada en el siglo pasado contribuy6 con la produccion
mundial de alimentos. No obstante, se ha sefialado la importancia de la arquitectura
de la raiz en la busqueda de nuevas estrategias productivas (Den Herder et al.
2010), ya que una adecuada ramificacion de las raices puede optimizar el uso de
fertilizantes, lo que conduce a un aumento en la biomasa foliar y produccién de
frutos y semillas, algo que se necesita con urgencia no solo en las regiones
geograficas en los que predominan suelos marginales, sino también en suelos

fértiles en los que se ha implementado el monocultivo.

La evaluacion de los patrones de expresion de CycB1:GUS, TOR:GUS, DR5:GUS
y ARR5:GUS en follaje y raiz, utilizando plantulas transgénicas que expresan estos
reporteros, indic6 cambios importantes en sus dominios de expresion
correspondientes. CycB1 es una ciclina mitética que actia en la transicion G2-M del
ciclo celular y se expresa especificamente en los meristemos de la raiz, mientras
gue TOR es una cinasa que responde a los azUcares y auxinas necesarios para la
mitosis en los meristemos (Li et al., 2017). El hecho de que tanto la expresion de
CycB1 como la de TOR desaparecieran en las raices primarias de Arabidopsis
cultivadas en un medio con pH 9.0 indica el impacto negativo del estrés alcalino
sobre la continuidad del ciclo celular y la sefializacién dependiente de TOR en los
meristemos. La reduccién de la expresion de los transgenes inducibles por auxinas
(DR5) y citocininas (ARRD5) indica ademas que las plantas bajo estrés alcalino
pueden tener problemas para sostener la sintesis de estas fitohormonas, tal vez
debido a la escasa produccion de biomasa, lo que explicaria el nulo desarrollo de
las hojas con el consecuente impacto negativo en la fotosintesis. Algunos factores
adicionales, como la indisponibilidad de fosfato, nitrato o hierro podrian ser criticos
para mantener el crecimiento bajo estrés alcalino, ya que estos nutrientes se
requieren para la produccion de biomoléculas importantes para el funcionamiento

de las células.
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En su entorno natural, las plantas no estan aisladas, sino que estan colonizadas por
una gran cantidad de especies de bacterias, protozoos y hongos que utilizan los
exudados radiculares como fuente de carbono (Lugtenberg y Kamilova 2009). Estos
microbios pueden contribuir a la resiliencia de las plantas bajo condiciones de
crecimiento adversas, como la alcalinidad, mediante la liberacion de una serie de
compuestos promotores del crecimiento de las plantas (Ravelo Ortega et al., 2023).
En este trabajo seleccionamos a Pseudomonas putida como una bacteria
prometedora para ayudar a las plantas a resistir el estrés alcalino, por su propiedad
de producir ciclodipéptidos con actividad auxinica, que promueven el desarrollo de
la raiz (Ortiz-Castro et al., 2019). La interaccion de Arabidopsis en tres diferentes
sistemas de co-cultivo con la bacteria promovio la resistencia de las plantas a la
alcalinidad. El efecto benéfico fue particularmente evidente en el sistema de
interaccion de placas divididas en las que la planta reacciona mediante la liberacion
de compuestos organicos volatiles emitidos por la bacteria. La naturaleza quimica

de dichos volatiles aun queda por determinarse.

El andlisis de la expresion del gen reportero inducible por auxinas DR5:GUS en las
puntas de las raices mostro claramente un aumento en la respuesta de auxinas en
las plantas inoculadas con P. putida, lo que salvaguarda el meristemo bajo pH
alcalino y explica la recuperacion del crecimiento de las raices. Queda pendiente
evaluar el crecimiento de Arabidopsis en condiciones de alcalinidad en presencia
de otros microorganismos probiéticos que liberan volatiles y/o metabolitos que
reducen el estrés oxidativo, mejoran la ramificacion radicular y promueven el
crecimiento de las plantas a través de la sefalizacion de auxinas y TOR como
Azospirillum (Méendez-Gomez et al., 2020; Mora et al., 2023) y otras especies de
Pseudomonas como las identificadas previamente en nuestro grupo (Lopez-
Hernandez et al., 2023).

P. putida es una bacteria Gram negativa que utiliza un sistema de comunicacién
celular basado en la produccion de AHLs (Ortiz-Castro et al., 2019). Las AHL estan
formadas por una cadena de acido graso de longitud variable y un grupo homoserina

lactona. La liberacion celular de AHLs ocurre a alta densidad poblacional y ayuda a
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las bacterias para sincronizar el crecimiento, la produccion de biopeliculas y
comportamientos como la virulencia o la simbiosis. El tratamiento de plantulas de
Arabidopsis con AHLs modifica la arquitectura de la raiz (Ortiz-Castro et al., 2008),
por lo que consideramos que la respuesta de crecimiento de Arabidopsis ante la
inoculacién con P. putida dependeria, al menos en parte, de la secrecion de AHLSs.
Esta hipotesis se fortalece con el hecho de que las plantas poseen metabolitos
bioactivos comparables en estructura con las AHL, como las alcamidas y las N-acil-
etanolaminas (Ramirez-Chavez et al., 2004; Blancaflor et al., 2014), las cuéles
regulan el crecimiento y ramificacién de la raiz, y abren la posibilidad de que esta
familia de lipidos contribuya con el reconocimiento entre organismos de diferentes
reinos. Hasta qué punto el tratamiento con AHLs y/o ciclodiéptidos contribuye con
la resistencia al estrés ambiental, y en particular en un ambiente alcalino queda por

esclarecerse.

En conclusion, nuestro trabajo avanza el conocimiento de las interacciones planta-
bacteria en la adaptacion de las plantas a la alcalinidad. Es posible que P. putida
modifique el medio circundante a través de la secrecion de protones y/o acidos
organicos, disminuyendo de esta manera el pH de la rizosfera y haciéndola
favorable para el crecimiento de las plantas. La secrecion de IAA en si misma puede
ayudar a reducir el pH y, al mismo tiempo, estimular la ramificacion de las raices, lo
gue contribuye a una exploracion mas eficiente del suelo y a la extraccion de
nutrientes, en particular fosfato y hierro, que son fuertemente limitantes a medida

gue aumenta el pH del medio.
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10.1016/j.micres.2023.127594.

En este trabajo participo como primer autor junto con Kiran Jiménez
Vazquez y se presentan una parte de los resultados de esta tesis.

2. Tinoco-Tafolla HA, Lopez-Hernandez J, Ortiz-Castro R, LOpez-Bucio
J,Reyes de la Cruz H, Campos-Garcia J, Lopez-Bucio JS. 2024.
Pseudomonas chlororaphis-Arabidopsis thaliana interaction via decreasing
the production of phenazines and enhancing the root auxin response. J Plant
Physiol. 297, 154259.

En este trabajo participo como colaborador del articulo.

3. Lopez-Hernandez J, LoOpez-Bucio J, Lopez-Bucio JS. 2025. Strong
dissuasive effect of a synthetic capsaicinoid against whitefly infestation in
avocado trees under field conditions. Ciencia Nicolaita 93, 10-17.

En este trabajo en que se evalua la actividad de un capsaicinoide contra
la mosquita blanca participo como primer autor y forma parte de

actividades complementarias realizadas durante la Maestria.
4. Lépez-Hernandez J, Lépez-Bucio JS, Reyes de la Cruz H, Lépez-Bucio J
(2025). Plant growth promoting rhizobacteria: an integration of the

mechanisms behind their agricultural application. En "Microbial allies:
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Understanding plant-microbe interactions in sustainable agriculture.
Olubukola O. Babalola Ed. Springer.
Capitulo de libro sobre el tema principal de la tesis en que participo

como primer autor y se encuentra en prensa.
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