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RESUMEN

La necesidad de incrementar la produccion agricola aumenta afio con afo, razén
por la que se ha buscado alternativas que sean de bajo impacto ambiental. Una de
estas herramientas ha sido la aplicacién de microorganismos benéficos en el suelo.
En las Ultimas décadas se han dedicado bastantes recursos a la investigacion de
las interacciones planta-bacteria y, recientemente, a la conformacién de
comunidades sintéticas. Hasta el momento existe poca informacién que permita
entender los mecanismos de accion de dos 0 mas cepas en consorcio, por lo que el
objetivo de este trabajo fue construir comunidades sintéticas con Achromobacter sp.
5B1, Bacillus sp. LC390B, Micrococcus luteus LS570 y Pseudomonas brassicae H4-

45 y evaluar la respuesta de Arabidopsis thaliana en su desarrollo.

Se emplearon lineas transgénicas de Arabidopsis que permiten analizar con
marcadores que reportan la estimulacién de diferentes vias hormonales como
DR5:GUS, ARR5:GUS, CYCB1:GUS, JAZ1:GUS y JAZ10:GFP. Se observo que
algunas combinaciones de las bacterias estimulan la sefializacion por auxinas y
citocininas mientras que otras combinaciones estimulan la activacion de la defensa
mediante la sefalizacion por acido jasmaonico. Se evalud la produccién de biomasa
y semillas, asi, la comunidad sintética que contiene bacterias provenientes de
ambientes con caracteristicas similares incrementa estos parametros. Se concluye
que es importante conocer el origen de las bacterias y los mecanismos mediante

los cuales actian para poder establecer una comunidad sintética funcional.

Palabras clave: interaccion planta-bacteria, comunidades sintéticas, PGPR,
Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp. LC390B, Micrococcus luteus LS570,

Pseudomonas brassicae H4-45.



ABSTRACT

The need to increase agricultural production grows each year, driving the search for
cost-effective, low impact alternatives. One of these tools is the use of beneficial soil
microorganisms. In recent decades, considerable resources have been invested to
research in plant—bacteria interactions. Until now, there is little information on the
actions of synthetic communities and formation criteria. This work aimed to create
synthetic communities using Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp. LC390B,
Micrococcus luteus LS570, and Pseudomonas brassicae H4-45 and evaluate the

response of Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis lines were used to assess different hormone responses such as
DR5:GUS, ARR5:GUS, CYCB1:GUS, JAZ1:GUS, and JAZ10:GFP. Some bacterial
combinations stimulate auxin and cytokinin signaling, while others stimulate defense
activation via jasmonic acid signaling. Biomass and seed production were evaluated,
and it was observed that the synthetic community formed with bacteria from regions
with similar origin increases these parameters. Thus, understanding the origin of the
bacteria and the biological processes through which they act is important for

establishing a functional synthetic community.

Keywords: plant-bacteria interactions, synthetic communities, PGPR,
Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp. LC390B, Micrococcus luteus LS570,

Pseudomonas brassicae H4-45.



1. INTRODUCCION

Uno de los mayores retos de la agricultura es abastecer la demanda alimenticia de
los mas de 8000 millones de personas que habitamos el planeta, en tanto, la
extension de los campos de cultivo disminuye. En los suelos agricolas se aplican
pesticidas y fertilizantes para incrementar la productividad, lo que provoca efectos
secundarios en el medio ambiente y en la salud del ser humano, asi como grandes

inversiones econémicas (Eijsackers et al., 2005; Haverkort et al., 2008).

El suelo fértil alberga multiples formas de vida, como bacterias, hongos, algas,
protozoos, e insectos que mantienen el equilibrio biético del suelo, lo airean, le
brindan estructura y contribuyen con la absorcion y reciclaje de nutrientes. Uno de
los descubrimientos mas relevantes en las interacciones planta-microorganismo ha
sido la influencia que tienen los microbiomas sobre el desarrollo de organismos
eucariotas, como el microbioma asociado a la raiz de las plantas (Berendsen et al.,
2018). La concentracion de estos microorganismos es mayor en la zona del suelo
que rodea a la raiz conocida como rizosfera, la cual es rica en compuestos nutritivos
como acidos organicos, aminoacidos y azucares, que contribuyen con el desarrollo

de los microorganismos que, a cambio, brindan ventajas a las plantas.

Se han descrito bacterias benéficas conocidas como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR: Plant Growth Promoting Rhizobacteria) debido a las
ventajas que otorgan a la planta que colonizan. Estos microorganismos pueden
encontrarse en relaciones simbioticas o en vida libre y atentan el impacto del agobio
ambiental; mejoran la absorcién de nutrientes e influyen en la organogénesis
mediante la produccién de fitohormonas, compuestos volatiles y metabolitos
secundarios (Vorholt et al., 2012; Vacheron et al., 2013; Verbon y Liberman, 2016).
En este punto se introduce el concepto de organismo holobionte, es decir, aquel
gue cuenta con un microbioma que extiende sus capacidades (Lundberg et al.,

2012), y que se adapta con mayor eficiencia al agobio ambiental.

El uso de microorganismos promotores del crecimiento vegetal se vislumbra como
una alternativa al uso de pesticidas y fertilizantes, disminuyendo el impacto

ambiental y los efectos en la salud humana (Adesemoye y Kloepper, 2009; Calvo et



al., 2014; Ravanbakhsh et al., 2018). Algunos de los géneros de PGPR mejor
conocidos son Pseudomonas, Rhizobium, Klebsiella, Azospirillum, Azotobacter,

Achromobacter, entre otros.

Recientemente, se han caracterizado algunas rizobacterias como promotoras del
crecimiento vegetal en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo Vegetal, incluyendo
reportes sobre Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp. LC390B, Micrococcus luteus
LS570 y Pseudomonas brassicae H4-45, las cuales presentan diferentes
mecanismos de estimulacion del crecimiento y comparten algunos otros. Lo
interesante es que son bacterias aisladas de regiones geograficas distintas con
condiciones ambientales diferentes (Jiménez-Vazquez et al., 2020; Garcia-
Cardenas et al., 2022; 2023; Lépez-Hernandez et al., 2023).

Gran parte de los estudios existentes sobre bacterias benéficas implican el uso de
aislados bacterianos individuales, y el reto de analizar comunidades se ha
empezado a solventar con la secuenciacion de genomas de aislados especificos y
su posicionamiento taxondémico, ya que asi se brinda informaciéon sobre las
interacciones bacteria-bacteria, planta-bacteria y bacteria-ambiente. En la
actualidad podemos encontrar una gran variacién entre los modelos biolégicos de
estudio que se han empleado para analizar las comunidades, pues se ha empleado
desde Arabidopsis, un modelo de laboratorio, hasta especies mas relevantes en el
sector econdmico y agricola como el jitomate, el maiz y el pimiento verde (Vilchez
et al., 2016).

El estudio de comunidades sintéticas permite determinar cuéles son las condiciones
en las que se puede establecer relacién entre dos 0 mas especies bacterianas y
una planta. Estos sistemas brindan informacion ecoldgica sobre las interacciones,
sus funciones y propiedades, y la posible respuesta vegetal. La aproximacion in vitro
de bacterias permite conocer qué elementos pueden ser candidatos a formar parte
de una misma comunidad con potencial de promover el crecimiento vegetal
(GrolRkopf y Soyer, 2014; Herrera Paredes et al., 2018). En este proyecto de

investigacién evaluaremos cémo es que consorcios artificiales de bacterias
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promotoras del crecimiento vegetal provenientes de diferentes sitios con

condiciones ambientales distintas afectan el desarrollo de Arabidopsis thaliana.

2. MARCO TEORICO

2.1. Crecimiento y desarrollo de las plantas

Existen diversas descripciones para el concepto de crecimiento que dependen del
contexto de espacio, tiempo y escala de referencia, en este trabajo se define como
crecimiento vegetal a la elongacion longitudinal y aumento en volumen de 6rganos
(raices, tallos, hojas) y, al balance entre el incremento reversible e irreversible de
células, biomasa, volumen o la combinacion de estos, resultante de la fotosintesis
y la interaccién con estimulos internos y externos de la planta como temperatura,
intensidad de luz, calidad de la luz, humedad, concentracion de CO: en el aire,
velocidad del viento, nutrientes y entorno edéafico. Algunos de estos factores pueden
modificar la fotosintesis y otros afectan directamente la morfologia vegetal (Kubota,
2016). Existen estudios que evidencian como influye la luz en el desarrollo de las
plantulas, que existe variacion debida al entorno en procesos como el paso de la
etapa vegetativa a la reproductiva, el tiempo de floracion, la dormancia e incluso la
germinacion (Nemhauser, 2008; Andres y Coupland, 2012). Las plantas tienden a
priorizar el ahorro de energia, por lo que durante su desarrollo una vez que se llega
a la etapa de floracion los procesos involucrados en la reproduccion se favorecen
sobre la defensa (Winter et al., 2011).

El crecimiento comienza con la proliferacion celular, lo cual ocurre en los
meristemos tanto radiculares como foliares, donde las células primero se dividen,
después atraviesan un proceso de elongacién y posteriormente se diferencian. Los
meristemos se convierten entonces en una fuente continua de células nuevas, lo
gue resulta en el crecimiento indeterminado vegetal. La biomasa puede distribuirse
entre crecimiento, defensa y almacenamiento; una gran parte se encuentra entre
los componentes estructurales de las plantas como celulosay lignina en las paredes
celulares, y otra parte se encuentra en carbohidratos como amortiguador de los

cambios ambientales (Stitt y Zeeman, 2012).
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2.2. Arabidopsis thaliana como modelo de estudio

Arabidopsis thaliana es una planta que, aunque carece de importancia
agroecondémica, es un modelo biologico ideal para comprender fenémenos
fisiolégicos, bioquimicos, genéticos y moleculares. Su genoma, completamente
secuenciado, contiene alrededor de 30,000 genes distribuidos en 5 cromosomas y
multiples estudios han permitido la integracion de colecciones de germoplasma con
lineas mutantes, asi como aquellas que portan genes reporteros, como GUS y GFP,
que facilitan el analisis de la expresion de genes en tejidos especificos y permiten
estudiar la respuesta a diversos estimulos en tiempo real (Farrel y Beachy, 1990;
Koornneef y Meinke, 2010; Kramer, 2015).

El follaje de Arabidopsis consta de una roseta de aproximadamente 4 cm de
diametro, en donde brotan del centro los tallos florales que llegan a alcanzar 30 cm
de altura en su etapa adulta, su ciclo puede durar 6 a 8 semanas desde la
germinacion hasta la produccion de semilla (Figura 1), la cual puede considerarse
alta, ya que de una planta pueden llegar a colectarse hasta 10,000 semillas, y
efectiva debido a su autopolinizacion (Meinke et al., 1998; Pang y Meyerowitz,
1987).
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Figura 1. El ciclo de vida de Arabidopsis thaliana._El ciclo tarda de 6 a 8 semanas
comenzando con la germinacion a los dos dias después de la siembra, el desarrollo
vegetativo en donde se producen tejidos fotosintéticos y acumula biomasa como hojas y
tallos durante las primeras 3-4 semanas, posteriormente llega la etapa reproductiva con la
produccién de flores y la maduracién de sus drganos sexuales en la semana 5-6 y
finalmente la aparicién de frutos y producciéon de semilla en las semanas 6-8.

2.2.1 Sistema radicular

El sistema radicular de Arabidopsis esta conformado por la raiz primaria, raices
laterales y raices adventicias, todas de organizacion similar. Desempefia funciones
especificas y de gran importancia como el sostén del tejido aéreo, la absorcion y
distribucion del agua y los nutrientes tomados del suelo hacia el resto de los tejidos.
Adicionalmente juega un papel importante en el establecimiento de relaciones
bidticas en la rizésfera, volviéndose asi un érgano vital para el crecimiento y
desarrollo. En la punta de la raiz primaria se encuentra el meristemo apical que se
establece durante la embriogénesis y se encarga de la produccion de células. En
esta zona se encuentra un conjunto de células madre pluripotentes que rodean al

centro quiescente, el cual es un grupo de células con menor actividad mitética.
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Las células situadas en la parte superior del centro quiescente formaran el tejido
vascular, endodermis, cértex, epidermis y la cofia lateral; mientras que las células
iniciales situadas por debajo del centro quiescente dan lugar a las diferentes capas
de la columnela de la cofia que se encuentran distribuidas longitudinalmente (Figura
2) (Schiefelbein y Benfey, 1991; Lopez-Bucio et al., 2003; Petricka et al., 2012).

La formacion de las raices laterales ocurre a partir de las células del periciclo
adyacentes a los haces vasculares. La ramificacion de la raiz extiende el area de
absorcion y los pelos radiculares que se forman incrementa la superficie total en
contacto con el sustrato. Su distribucion espacial puede verse modificada por
factores internos y externos, como la disponibilidad de agua y nutrientes,
principalmente de nitrégeno y fosforo que son dos elementos muy importantes para
la agricultura. Los cambios en el sistema radicular proporcionan a la planta la
capacidad de adaptarse a diversas perturbaciones ambientales (L6pez-Bucio et al.,
2003; Malamy, 2005; Yamoune et al., 2021).
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Figura 2. Distribucidn tisular en la punta de la raiz de Arabidopsis. La punta de las
raices de Arabidopsis contiene el meristemo donde se lleva a cabo el proceso de
proliferacion celular que da lugar al crecimiento de este 6rgano. Se diferencia en 4 zonas
marcadas en a), y en b) se observa un acercamiento de la zona meristeméatica donde se
muestran en diferentes colores la estratificacién celular (Modificado de Petricka et al.,
2012).

La actividad de las fitohormonas y la concentracion de carbohidratos son
determinantes para el desarrollo del sistema radicular. Los fotosintatos se
distribuyen del tejido aéreo hacia la raiz a través del floema e incluyen sacarosa,
glucosa y fructosa, y funcionan tanto como fuente de energia y como moléculas de
sefalizacion para la formacion de raices laterales (Gibson, 2004; Hammond y White,
2008; Mishra et al., 2009). Diversos estudios que han permitido avanzar nuestro

conocimiento sobre el crecimiento y desarrollo vegetal, asi como las respuestas de
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las plantas ante las condiciones ambientales cambiantes se han realizado utilizando
a Arabidopsis thaliana. A continuacion, se profundiza en los mecanismos que
participan en el crecimiento y desarrollo con un enfoque en aquellos que regulan la

interaccion con bacterias benéficas.

2.3. Importancia ecoldgica de la rizosfera

Las interacciones microbianas con las plantas ocurren principalmente en la raiz,
promovido por la exudacién de multiples compuestos que se concentran en la region
del suelo circundante, la rizosfera, e impactan directamente sobre el microbioma.
Es por esta razén que las comunidades microbianas en esta zona presentan mayor

diversidad, y funcionalidad (Shayanthan et al., 2022).

En la rizosfera se encuentra uno de los ecosistemas mas interactivos, por lo que es
importante conocer su ecologia y las dinAmicas que aqui ocurren para desarrollar
practicas agricolas sostenibles. Esta region se ha dividido en tres zonas: 1)
Endorizosfera, es el tejido de la raiz que incluye la endodermis y las capas
corticales, 2) Rizoplano, superficie de la raiz en donde particulas bacterianas y del
suelo se adhieren, incluye epidermis, cortex y células secretoras de mucilago y, 3)
Ectorizésfera, que es el suelo adyacente a la raiz (Clark, 1949; Lynch, 1987; Pinton
et al., 2000; Marschner, 2012).

Desde la germinacidn, las raices secretan metabolitos por exudacion, o deposicion,
lo que permite que las bacterias proliferen en esta zona y que su poblacion sea
mucho mayor en comparacion con el resto del suelo, a esto se le conoce como
efecto de la planta o efecto de la rizésfera y es evidente cuando se compara la
rigueza microbiana entre suelos cultivados y no cultivados (Antoun y Prevost, 2005).
La presencia de los protozoos en la rizosfera también es importante, pues son
cruciales para el reciclaje de nutrientes y el establecimiento de poblaciones
benéficas. Se estima que en esta zona hay 35 veces mas protozoos y 50 veces mas
bacterias y hongos que en el resto del suelo, aunque también existen otros
organismos como nematodos, algas y micro artropodos (Jeffery et al., 2010). Las

bacterias son los microorganismos mas abundantes, se estima que el 15% de la
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superficie de la raiz se encuentra colonizado por especies de Pseudomonas,
Bacillus, Arthrobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Azotobacter, Mycobacterium,

Flavobacter, Cellulomonas y Micrococcus.

Los compuestos orgénicos liberados por las raices hacia su entorno circundante
pueden incluir iones inorganicos, células muertas y gases como CO:2 y etileno. Esto
puede comprender del 15 al 60% del total de los fotosintatos de la planta y encabeza
las reservas de carbono y energia de la rizosfera para la microbiota (Curl y Truelove
1986; Lynch y Whipps 1990). La composicion quimica de la rizodeposicion es muy
compleja y varia segun los procesos de las etapas de vida de las plantas, asi como
con los cambios ambientales, no obstante, la permanencia de estos compuestos en
la rizosfera se debe a sus propiedades quimicas, su estabilidad y el volumen de
suelo con el que tienen contacto, ya que pueden sufrir modificaciones y perder
algunas de sus propiedades como resultado de procesos como biodegradacion,

adsorcion, y volatilizacién (Nannipieri et al., 2007).

La exudacion le permite a la planta protegerse de ciertos procesos como la friccion
con las particulas de suelo, reducir el riesgo de deshidratacion y brinda estabilidad
estructural. No solo se encuentran compuestos carbonados en la rizosfera, sino que
también existen nitratos, iones de amonio y aminoacidos. La exudacion esta
estrechamente relacionada con el estado de salud de la planta, ya que la cantidad
y calidad de estos puede modificar la diversidad de bacterias, la arquitectura de la
raiz, la disponibilidad de nutrientes y la persistencia de algunos patégenos. Por su
parte, los microorganismos influyen sobre los procesos de exudacién de las raices
(Barea, 2000; Paterson et al., 2007). Dado que el suelo, en este contexto, es el
medio de cultivo para las bacterias y las plantas, ciertas caracteristicas son
importantes al momento de estudiar la diversidad y el establecimiento bacteriano,
como el pH, la salinidad, la textura, el contenido de materia organica, la
concentracion de nutrientes, los efectos estacionales y algunas practicas, como el
tipo de irrigacion, la labranza, el cultivo, la aplicacion de fertilizantes y pesticidas,
asi como la reincorporacion de residuos (Grayston et al., 1998; MacDonald et al.,
2004; Ibekwe et al., 2010).
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2.4. Mecanismos de formacion de comunidades bacterianas

Como ya se ha mencionado, la diversidad bacteriana en la rizosfera se debe a
multiples factores. En estudios genéticos se ha encontrado que las bacterias
asociadas a plantas poseen genes para mecanismos interespecificos e
intraespecificos de competencia, tal como la produccién de antibioticos, y también
la resistencia a estos metabolitos que, en conjunto pueden modificar y/o controlar la
diversidad de los grupos microbianos circundantes (Berendsen et al., 2018; Blair et
al., 2018; Helfrich et al., 2018).

Un mecanismo de interaccion entre bacterias bastante estudiado es el quorum
sensing. Este actla a través de moléculas de sefalizacion como las L-acil-
homoserina lactonas. Diferentes géneros bacterianos pueden secretar la misma
molécula de sefalizacion, pero esta puede actuar permitiendo o inhibiendo la
ejecucion del quorum. Este mecanismo de comunicacién no solo funciona en la
relacion bacteria — bacteria, sino que sobrepasa los limites entre reinos. Cuando las
plantas detectan L-acil-homoserina lactonas se modifica el metabolismo, la
respuesta inmune y el desarrollo de la raiz. Aproximadamente el 45% de las
bacterias aisladas del entorno de plantas manifiestan actividad de quorum-sensing
(Rutherford y Bassler, 2012; Blair et al., 2018).

2.5. Sefializacion planta - bacteria

La comunicacién entre reinos ocurre mediante la produccion de terpenos, moléculas
volatiles con diversas funciones biolégicas, asi como la produccion de carotenoides,
los cuales funcionan como defensa quimica ante el ataque de herbivoros y algunos
patdgenos. Existen dos tipos de respuesta ante la colonizacion microbiana, la
respuesta local se manifiesta con la exudacion de metabolitos de la raiz, mientras
que la respuesta sistémica implica la comunicacion de micro habitats que no se
encuentran en contacto en la rizésfera (Blair et al., 2018; Chagas et al., 2018;
Korenblum et al., 2020).
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2.5.1. Colonizacion

En la asociacion entre el microbioma y la planta intervienen varios factores como
las interacciones entre las especies, el ambiente y el hospedero. Las primeras
relaciones son transmitidas de los progenitores hacia las semillas y, posteriormente,
colonizan tejidos que se encuentran bajo tierra (Shade et al., 2017). EI microbioma
de la raiz se modifica en funcion de la etapa del ciclo de vida y de las perturbaciones
ambientales que se presenten. La composicion de los microbiomas es dinamica
durante la etapa vegetativa y al llegar la fase reproductiva esta tiende a estabilizarse
(Mandyam et al.,, 2013; Torres-Cortés et al., 2018; Wei et al., 2019). Los
microorganismos manifiestan distintos grados de supervivencia, tolerancia a
algunos tipos de estrés y efectos benéficos para sus hospederos. Algunas
caracteristicas como la tolerancia a enfermedades o a la sequia pueden heredarse,
lo que enfatiza la importancia de la relacién entre la genética de la planta hospedera

y su microbioma (Gehring et al., 2017; Tian et al., 2017).

La colonizacion empieza cuando las bacterias detectan moléculas de sefializacion
exudadas por las plantas, luego los microorganismos se trasladan con ayuda de sus
flagelos y, posteriormente se adhieren a la superficie de la raiz para formar una
biopelicula (Delmotte et al., 2009; Levy et al., 2018). El sistema inmune de la planta
es un filtro que los microorganismos deben evadir exitosamente para concretar la
colonizacion. La deteccion de flagelina, lipopolisacaridos, quitina y algunos péptidos
gue se consideran Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos (MAMPs,
por sus siglas en inglés — Microorganism-Associated Molecular Patterns)
(Hammond y White; 2008) fortalecen la inmunidad. Su deteccion estimula la
generacion de especies reactivas de oxigeno, la activacion de cinasas activadas por
mitogenos (MAPKSs, Mitogen-Activated Protein Kinases) y la induccion de las vias
de sefalizacion del acido salicilico y el acido jasmonico. Para que las bacterias
puedan evadir el sistema inmune, estas secretan proteinas efectoras que funcionan
como camuflaje contra la defensa. Se sugiere que otro mecanismo para evadir la
defensa de la planta sea el desplazamiento del sitio inicial de colonizacion después

de activar la defensa (Jones y Dangl, 2006; McCann et al., 2017).
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La colonizacion se considera exitosa cuando las bacterias logran establecerse en
alguna de las capas de la rizosfera, esto incluye el crecimiento bacteriano en el
rizoplano y/o en las capas de suelo adyacente a la raiz. Las cepas bacterianas
predominantes tienden a ser aquellas que cuentan con un sistema de colonizacion
efectivo y un metabolismo versétil para competir con otros organismos sin causar

dafio a la raiz (Kloepper et al., 1991; Kloepper et al., 1999; Liu et al., 2024).

La microbiota de la rizosfera actia como un intermediario entre la planta y el medio
ambiente que la rodea. Incide desde la nutricion hasta la susceptibilidad ante
enfermedades y patdgenos (Shetty et al., 1994; Weishuang et al., 2009). Las
especies que afectan negativamente se denominan deletéreas mientras que
aguellas que benefician a la planta se nombran rizobacterias promotoras del

crecimiento vegetal.

2.6. Beneficios del microbioma para las plantas

La rizésfera es la region del suelo que se encuentra rodeando a la raiz, se le ha
atribuido gran importancia debido a que ahi se encuentra el microbioma vegetal
(Garbeva et al., 2008). Las PGPR actian mediante mecanismos directos que
implican la produccién de fitohormonas que promueven el crecimiento vegetal (Kang
et al., 2014), o bien, a través de mecanismos indirectos que pueden incluir el
antagonismo de patdogenos mediante la produccion de sideroforos, bacteriocinas,
antibiéticos, enzimas liticas, lipopéptidos y metabolitos antifingicos (Mohamed et
al.,, 2017; Molina-Romero et al., 2015). La diversidad de las comunidades
bacterianas que colonizan la rizésfera puede verse modificada por los compuestos
exudados por las raices, de manera que esto contribuye a mantener a aquellos que
brindan beneficios; el genotipo vegetal también contribuye al establecimiento del

microbioma (Shayanthan et al., 2022).
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2.7. Principales fitohormonas reguladoras del crecimiento vegetal

Desde mediados de los afios noventa del siglo pasado se determiné la importancia
de las fitohormonas como reguladores del crecimiento al igual que la sensibilidad
especifica que presentan los diferentes tejidos vegetales. Estas moléculas ejercen
efectos a concentraciones nano y micro molares, ademas participan en la dinamica
adaptativa al entorno tanto biético como abibtico debido a que las plantas son
incapaces de desplazarse como lo hacen los animales (Gaspar et al., 1996;
Maekawa et al., 2006; Verma et al., 2016). Las fitohormonas producidas por las
plantas incluyen las auxinas, giberelinas (GA), citocininas (CK), acido abscisico
(ABA), acido jasmonico (JA), etileno (ET), acido salicilico (SA), brasinosteroides
(BR) y estrigolactonas (SL). Cada grupo tiene una participacion en diferentes
procesos durante el ciclo de vida de la planta y, sin embargo, la interaccién entre

ellos es importante para su desarrollo (Verma et al., 2016).

2.7.1. Hormonas que participan en el desarrollo
2.7.1.1. Auxinas

Las auxinas son el grupo de fitohormonas que ha sido mas estudiado. Su principal
precursor es el L-Triptéfano producido en los cloroplastos a través de la ruta del
shikimato (Maeda y Dudareva, 2012). Participan en mdltiples procesos como la
respuesta a la luz y la gravedad, la formacion de érganos, el desarrollo vascular, la
dominancia apical en raiz y follaje, la divisién y elongacién celular. Las auxinas
modulan el crecimiento de la raiz primaria, asi como la formacion y desarrollo de

raices laterales, a través de componentes del ciclo celular (Seo et al., 2021).

El transporte de auxinas en la raiz contribuye a la conformacion del centro
quiescente y el establecimiento de las zonas de elongacion y diferenciacion a
medida que las nuevas células se van generando. La interrupcion del transporte
provoca reduccion del crecimiento de la raiz debido a que las zonas antes
mencionadas disminuyen su tamafio y disminuye el brote de raices laterales
(Kepinski y Leyser, 2005; Woodward y Bartel, 2005; Teale et al., 2006; Rahman et
al., 2007; Benjamins y Scheres, 2008; Malamy, 2010; Wooedars y Bartel, 2018).
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Todos estos procesos estan mediados por una proteina F-box que implica la
percepcion de la sefial auxinica, TRANSPORT INHIBITOR RESPONSEL1 (TIR1),
que recibe la sefial y desencadena una cascada de sefializacion de respuesta a las
auxinas (Watanabe et al., 2017; Leyser, 2018).

2.7.1.2. Citocininas

Las citocininas estan involucradas en la senescencia de las hojas, la dominancia
apical, la filotaxia, la sefalizacion nutricional y la produccion de raices. Estas
hormonas se producen en el tejido radicular y en el follaje. La ausencia de estas
hormonas se ve manifestada con una reduccion del desarrollo de la parte aérea y
un incremento de la masa radicular, en cambio, con su aplicaciébn exégena se
observa una raiz de tamafio reducido, afectacion de la formacion de raices laterales
y un incremento en el desarrollo de los tejidos aéreos. Las citocininas estan
ampliamente involucradas en la regulacién del ciclo celular, percepcion de estimulos
externos y la respuesta de la planta. A su vez, se ha descrito que algunos genes de
biosintesis de citocininas se regulan con la aplicacion de nitrato, sulfato y fosfato
(Miyawaki et al., 2006; Hirose et al., 2008).

2.7.2. Hormonas que participan en la defensa
2.7.2.1. Acido salicilico

Esta fitohormona se sintetiza en plantas a partir del corismato por la ruta de
shikimato en cloroplastos como respuesta al ataque de fitopatdogenos, y su
produccion es indispensable para la proteccion a través de la resistencia sistémica
adquirida contra organismos biotroficos y hemibiotréficos (Mishra y Baek, 2021). Las
células reconocen los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs), como
la flagelina de las bacterias, que activa las proteinas cinasas activadas por
mitogenos (MAPK) que inducen la expresion de los genes de defensa, sin embargo,
reprimen genes involucrados en el crecimiento (Loake y Grant, 2007; Zhong et al.,
2021).
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2.7.2.2. Acido jasmonico

El &cido jasmonico juega un papel importante como molécula de sefializacion en
multiples procesos, como germinacion, crecimiento, desarrollo de los estambres y
senescencia. Los derivados de esta molécula se denominan jasmonatos y
provienen de lipidos, como el acido linoleico, mediante procesos oxidativos, por lo
tanto, se consideran oxilipinas (Demole et al., 1962). La sefial del acido jasmonico
activa la expresion de factores de transcripcion claves para regeneracion de tejidos
por dafios de insectos y patdgenos necrotroficos (Gamalero y Glick, 2011;
Wasternack y Hause, 2013; Song et al., 2014; Li et al., 2022).

Durante los miles de afios de coexistencia con herbivoros, los vegetales han
desarrollado mecanismos de defensa que les permitan sobrevivir ante el ataque de
diversos organismos. Estos se dividen inicialmente en dos categorias, defensa
preformada o constitutiva y defensa inducida. La primera categoria se refiere a las
caracteristicas fisicas y quimicas con las que el insecto tendria una primera barrera,
mientras que la defensa inducida incluye todos los mecanismos que son activados
cuando se detecta un atague. Aunque las barreras preformadas pueden
incrementarse con la presencia de insectos, ha sido de mayor interés la defensa
inducida por el costo energético que implica para la planta y la especificidad de estos
mecanismos. La defensa inducida consiste basicamente en 3 pasos, percepcion,
transduccion de sefales, y produccion de moléculas bioactivas con funcién de
proteccion (Dicke y van Poecke, 2002; Kessler y Baldwin, 2002; Ferry et al., 2004;
Dangl y McDowell, 2006; Han, 2019).

Se han planteado un par de teorias de como las plantas reconocen a los patdgenos.
Una de estas que ha sido ampliamente aceptada sobre la resistencia a
enfermedades es aquella denominada “gen por gen”, que establece que la
resistencia a la enfermedad es activada solo si el producto proteinico de un gen de
“‘Resistencia” (R) en la planta reconoce a una proteina codificada por un gen de
“Avirulencia” (Avr) del patégeno. Los microorganismos se encuentran
evolucionando constantemente de manera que logran desarrollar genes Avr que la
proteina R no haya identificado antes, de esta manera sobrepasan el sistema de
deteccion de los genes de resistencia (Flor, 1956; Liu et al., 2024).
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Arabidopsis posee un sistema de defensa efectivo contra herbivoria, una vez que
se reciben heridas en el follaje, se activa el sistema de comunicacion a larga
distancia mediante cambios de potencial eléctrico de superficie entre 43y 150 um/s
involucrando proteinas de membrana relacionadas con el receptor ionotropico de
glutamato (iGIuR) (Mousavi et al., 2013). Este mecanismo de respuesta se asemeja
al que se encuentra presente en los vertebrados en la fase de transmision de la

sinapsis en el sistema nervioso central (Kramer, 2015).

2.8. Mecanismos de defensa

Los mecanismos de defensa directa incluyen rasgos de la planta que por si mismo
afecte la susceptibilidad de los hospederos a los ataques de insectos. La planta
puede producir moléculas toxicas que provoquen dafios quimicos a los insectos,
mientras que la anti-nutricion puede afectar la digestion de las hojas mediante la
fortificacion de paredes celulares, reacciones hipersensitivas, disminucién del valor
nutricional, mecanismos anti-manipulacién y produccion de moléculas repelentes de
insectos. Los genes que participan en estas respuestas de defensa directas pueden
incrementar su expresion una vez que se ha detectado el ataque de insectos
herbivoros y, algunos de ellos participan en diversos procesos biolégicos de
respuesta a enfermedades u otros tipos de estrés (Chen et al., 2004; Chen et al.,
2005; Chen, 2008).

La defensa de la planta también se puede activar mediante compuestos llamados
elicitores. Estos pueden ser conjugados de aminoacidos, acidos grasos, o volatiles,
siendo la volicitina la mas estudiada de este grupo. Su presencia induce la
produccion de varios compuestos volatiles y fitohormonas en diferentes especies
vegetales (Alborn et al., 1997). Los acidos grasos sulfoxidos (Alborn et al., 2007),
caeliferos (Vilaine et al., 2007; O'Doherty et al., 2011), las bruquinas (Oliver et al.,
2000; Doss et al., 2000), y algunos péptidos pueden presentar funciones elicitoras
gue inducen altos niveles de etileno, acido jasmoénico y acido salicilico en plantas,
permitiendo la liberacion de volatiles terpenoides (Schmelz et al., 2006; Schmelz et

al., 2007). Conocer como funcionan los elicitores contribuye al entendimiento de las
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interacciones con organismos patdgenos y comprender como estos afectan

diversas etapas del desarrollo vegetal.

2.9. Adquisicion de nutrientes

Las bacterias juegan un papel muy importante en la adquisicion de nutrientes. Tanto
aguellas que viven en simbiosis como aquellas de vida libre tienen la capacidad de
promover el crecimiento vegetal mediante la solubilizacion de nutrientes insolubles
como el fosfato, asi como modificando la arquitectura de la raiz, esto brinda una
mayor capacidad para explorar el suelo en busca de agua y minerales (Richardson
y Simpson, 2011, Trivedi et al., 2016; Trivedi et al., 2020).

La velocidad de crecimiento que presenta una planta se atribuye a la composicion
de su microbioma. Hestrin y col. (2019) demostraron que las asociaciones
bacterianas cooperan con la asimilacion de mas de 70 teragramos (10%? g) de
nitrégeno, y esto se ve reflejado positivamente en la productividad. Estos
microorganismos que aumentan la biodisponibilidad del nitrdgeno, trabajan
retrasando la floracion y convirtiendo el triptéfano al acido indol acético que regula
negativamente los genes de la floracién (Lu et al., 2018). EI microbioma de las
plantas tiene la capacidad de convertir nutrientes que no son asimilables, como el
fosfato inorganico y el hierro, a formas solubles mediante la excrecién de sideroforos

o0 acidos organicos (Bodenhausen et al., 2019).

2.10. Resistencia a enfermedades

Las comunidades microbianas contribuyen a que las plantas resistan enfermedades
provocadas por patdégenos, aunque esta habilidad bacteriana no se ha logrado
relacionar con algun género en especifico. La relacién existente entre las
comunidades microbianas y el antagonismo de patdégenos puede manifestarse
mediante varios mecanismos como la producciéon de metabolitos antifingicos o
metabolitos volatiles, aunque esto varia con cada género. Si los patogenos llegaran

a superar el primer filtro contra la respuesta inmune, las bacterias enddfitas se
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encargarian de brindar una segunda linea de seguridad produciendo enzimas y
metabolitos secundarios contra los patdogenos (Mendes et al., 2011; Carrion et al.,
2019).

La resistencia sistémica inducida (RSI) puede ser activada por bacterias benéficas
y algunos hongos de la rizosfera, con este estimulo se presentan respuestas locales
en donde la raiz hace una seleccion y suprime su inmunidad ante microorganismos
benéficos sin desprotegerse ante patdogenos. Esta diversificacion del microbioma
que emplea la planta, coopera con el fortalecimiento de las distintas lineas de
defensa que la protegeran también contra algunos tipos de estrés abidtico (Pieterse
et al., 2014; Berendsen et al., 2018). Otro aspecto importante en la defensa es la
asociacion con la via de sefalizacion del acido jasmonico por PGPRs, pues este
protege a la planta contra la herbivoria. La presencia de las PGPRs en la rizosfera
promueve la secrecion de compuestos antimicrobianos, como la cumarina y los
benzoxazinoides, que contribuyen a la selectividad de bacterias estimulantes de la
RSI. Esta modificacién del microbioma en funcién del beneficio, puede influir a sus

generaciones filiales (Kong et al., 2019; Voges et al., 2019).

2.11. Tolerancia al estrés

Si bien las plantas tienen la capacidad de responder ante los cambios ambientales
para adaptarse, estas se benefician de las comunidades microbianas del suelo para
acelerar el proceso de adaptacion, incluso se ha propuesto que modifican los
tiempos de floracibn en respuesta al estrés por sequia (Lau y Lennon, 2012;
Ravanbakhsh et al., 2018; Fitzpatrick et al., 2019). Aunque no se conoce con
precision el mecanismo por el cual se activa la floraciébn temprana, se sugiere que
es promovida por factores del microbioma, asi como la disponibilidad de nutrientes
en el suelo, pues la sequia provoca la producciéon de hormonas como el acido
abscisico, que induce al sistema inmune, y el etileno, costoso energéticamente, en
conjunto estas respuestas bioquimicas cooperan para atenuar el estrés por sequia,

aungue se compromete el crecimiento (Sharp et al., 2004).
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El estudio de la interaccion planta-bacteria brinda informacion sobre el ecosistema
de la rizésfera. Arriba se ha descrito la importancia del microbioma por la influencia
que tiene en la planta a lo largo de su vida. En los ultimos afios se ha comenzado a
indagar en el estudio de las comunidades microbianas, lo cual ha llevado a pensar
en la formacion de comunidades sintéticas que se sugieren como una estrategia de
promocion del crecimiento vegetal con mayor potencial de aplicacion que el uso de
solo una PGPR.

3. ANTECEDENTES
3.1. Comunidades bacterianas sintéticas

La conformacién de comunidades sintéticas ocurre a partir de dos o mas
organismos procedentes de diversos entornos, que son caracterizados vy
reconstituidos en comunidades con una mayor complejidad, y avalados por ensayos
de inoculacion del microbioma conocido para poder estudiar mas a fondo las
interacciones microbioma — planta (Vorholt et al., 2017).

Las bacterias asociadas a las plantas han sido empleadas como bioinoculantes en
multiples estudios de campo, aunque existe cierto rezago de productividad vegetal
cuando se habla de un aislado Unico debido a la variacibn de comportamiento
respecto a la modificacion ambiental. Por esta razén se ha comenzado a indagar
sobre el funcionamiento de los microbiomas completos asociados a plantas. El
estudio de Comunidades Microbianas Sintéticas ha surgido como una estrategia en
la que se emplea el co-cultivo de multiples géneros en condiciones bien definidas
gue imitan a las de una comunidad microbiana natural. Se espera que en una
comunidad sintética se aumente la estabilidad de la comunidad microbiana gracias

a esfuerzos sinérgicos entre los miembros de esta (Shayanthan et al., 2022).

Los géneros bacterianos mas empleados en la conformacion de comunidades
sintéticas han sido Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Streptomyces y Pantoea
(Martins et al., 2023). Participan en la supresion de enfermedades y son Utiles para
tratar enfermedades en condiciones de campo. Liu y col. (2022) encontraron que la
comunidad sintética que crearon a partir de 8 especies de PGPR de diferentes

géneros ayudo a que la planta tolerara la enfermedad provocada por Fusarium
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pseudograminearum, ademas, la comunidad microbiana del suelo se modificé con
la presencia de esta comunidad sintética (Mendes et al., 2011; Santhanam et al.,
2015). Por otro lado, Ali y col. (2021) inocularon plantas de maiz con varios
consorcios sintéticos de los cuales dos demostraron tener actividad antagonista
contra el patégeno Rhizoctonia solani WH1 adicional a la promocion del crecimiento
vegetal comparado con el indculo de los aislados individuales y con el tratamiento
control. De Vrieze y col. (2018) emplearon cultivo de papa in vitro para evaluar una
comunidad sintética compuesta por 9 especies de Pseudomonas que aislaron del
cultivo en campo. Se observo que algunos de estos aislados presentaron mejor
efectividad de inhibicion del desarrollo de Phytophtora infestans de manera
individual mientras que algunos otros mostraron ser mas efectivos en la comunidad

sintética.

3.2. Comunidades sintéticas en agricultura

En cuanto al estrés por factores abidticos, también se han realizado ensayos con
comunidades sintéticas de diversos tamafos y origenes. En un estudio se observo
gue comunidades sintéticas formadas por bacterias resistentes a la sequia
brindaron una mejor adaptabilidad a la planta cuando es expuesta a dicho agobio
ambiental (Molina-Romero et al., 2017). Castrillo y col. (2017) demostraron que en
condiciones limitantes de fosfato algunas comunidades sintéticas con diferentes
grados de complejidad indujeron la transcripcién de genes de plantas relacionados
con la respuesta al estrés por deficiencia de fosfato, con lo que incrementd la
cantidad de fosfato inorganico adquirido por las plantas y establecieron una relacion
entre el factor transcripcional PHRL1 y la respuesta inmune. Otro estudio reporté un
incremento del 36% de rendimiento de un cultivo de soya en condiciones de campo
usando una comunidad sintética funcional (Wang et al., 2021). Con base en lo
anterior, resulta interesante el estudio de la aplicacién de comunidades bacterianas
sintéticas partiendo de PGPR con caracteristicas conocidas como herramienta

innovadora en agricultura.
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3.3. Bases para el disefio de comunidades sintéticas

El método clasico en agricultura para realizar transferencia de microbioma ha sido
transferir el suelo de plantas con resistencia a enfermedades o mayor biomasa hacia
plantas débiles (Jiang et al., 2022). La construccion de comunidades sintéticas
puede ocurrir con enfoque ascendente o descendente. La efectividad de estas
depende de identificar comunidades microbianas funcionales y la compatibilidad y
potencial sinérgico entre los miembros, que resultan determinantes para favorecer

el crecimiento y proteccion de los cultivos (Shayanthan et al., 2022).

La conformacion de las comunidades sintéticas enfrenta retos, por ejemplo, la
interaccion de muchas especies en una formulacién resulta poco practico para su
aplicacion, ya que es complejo predecir el establecimiento y la dinamica de la propia
poblacién, por lo que se requiere monitoreos rigurosos para garantizar la
funcionalidad de la comunidad sintética. No obstante, el uso de comunidades
sintéticas se considera una herramienta innovadora para mejorar la produccion
agricola con bajo impacto ambiental, y el estado actual de biotecnologia tanto
agricola como vegetal puede permitir tener un acercamiento multidisciplinar de este

tipo de investigaciones (Shayanthan et al., 2022).

Algunos de los géneros bacterianos mas comunes en la rizésfera son
Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Azotobacter,
Mycobacterium, Flavobacter, Cellulomonas y Micrococcus. Las bacterias mas
abundantes de la riz6sfera pueden incluir géneros gram-negativos, actinobacterias
y proteobacterias (Teixeira et al., 2010). ElI género Bacillus, se encuentra en
concentraciones altas, y esto se atribuye a que produce compuestos
antimicrobianos que inhiben a sus competidores. Las PGPR incluyen bacterias que
fijan nitrdgeno, solubilizan fosforo y antagonizan patdégenos. La cantidad de PGPR
caracterizadas ha incrementado durante los ultimos afios, lo que ha permitido
apreciar el potencial que estas tienen como alternativas o elementos suplementarios
en practicas agricolas (Joshiy Bhatt 2011; Rawat et al., 2011). En la tltima década,
en el Laboratorio de Biologia del Desarrollo Vegetal se han caracterizado algunas

rizobacterias que poseen habilidades excepcionales, como promotoras del
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crecimiento vegetal en interaccion con Arabidopsis thaliana y que seran descritas a

continuacion.

3.4. Achromobacter sp. 5B1

El género Achromobacter pertenece a las proteobacterias, presenta forma bacilar
con bordes bien definidos, es Gram-negativa, no esporulante y presenta movimiento
mediante sus flagelos. Se encuentra en diversos ecosistemas, ya que posee la
capacidad de emplear varios amino4cidos como fuente de carbono y usa en menor
medida los carbohidratos. Esto ha permitido caracterizar cepas de Achromobacter
para su uso en bioremediacion, como la degradacion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos con la bacteria A. aegrifaciens S5, o el tratamiento de aguas
contaminadas con aceites y nitratos por Achromobacter sp. C-1 y Achromobacter
sp. Al4. Algunas especies se han catalogado como promotoras del crecimiento
vegetal como Achromobacter sp. EMCC1936 mediante la produccion de IAA, GA'y
la solubilizacién de fosfato (Busse y Auling, 2015; Abdel-Rahman et al., 2017;
Lazzem et al., 2024; Su et al., 2018; Gracioso et al., 2019).

Jiménez-Vazquez y col. (2020) reportaron la cepa Achromobacter sp. 5B1 como
promotora del crecimiento vegetal. Es una bacteria aislada de la rizésfera de
mezquite de una poza salada en la regién desértica de Chihuahua, una zona de
altas temperaturas y salinidad elevada donde los mezquites se encontraban en buen
estado de salud. En este trabajo se demostré que Achromobacter sp. 5B1 estimula
el crecimiento de la raiz primaria, aumenta la densidad de raices laterales,
incrementa la produccion de biomasa y el rendimiento de fruto. Los autores
analizaron los mecanismos de accion e identificaron que la bacteria induce la
division celular en meristemos, incrementa la expresion de la respuesta auxinica en
primordios de raices laterales y modifica el fenotipo de la raiz primaria provocando
giros y vueltas debido a una redistribucion del flujo de las auxinas. Mas
recientemente, Jiménez-Vazquez et al., (2024) describieron la proteccion que brinda
Achromobacter sp. 5B1 a plantas de Arabidopsis crecidas en condiciones de

alcalinidad que inhiben su desarrollo (Figura 3).
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Figura 3. Interaccion entre Achromobacter sp. 5B1 y Arabidopsis thaliana. a)
Arabidopsis en medio MS 0.2X pH 7.0, b) plantas en medio alcalino (pH 8.5), ¢) inoculacién
con Achromobacter sp. 5B1 en medio neutro, d) Arabidopsis inoculada con Achromobacter
sp. 5B1 en medio alcalino en donde se observa claramente la estimulacion del crecimiento
(Adaptado de Jiménez-Vazquez et al., 2025).

3.5. Bacillus sp.

El género Bacillus se caracteriza por su forma bacilar, son grandes y esporulan, y
presentan flagelos para su movimiento. Estas bacterias pueden ser aerobias y
anaerobias facultativas, se encuentran distribuidas globalmente, pudiendo
pertenecer a la microbiota de animales y vegetales. La endospora que generan
puede dar lugar a una sola célula vegetativa y también funciona como estructura de
resistencia, lo que le confiere la capacidad de crecer en entornos hostiles. Son
células Gram-positivas que se encuentran facilmente en suelos (Macedo y Vola,
2008; Vargas-Ayala et al.,, 2000). Mdltiples estudios reportan la aplicacion de
diversas especies de Bacillus como herramienta para el control biologico y la
estimulacion del crecimiento vegetal gracias a la produccion de metabolitos

antimicrobianos, la solubilizacion de nutrientes como el fosfato, y la resistencia a
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salinidad (Tejera-Hernandez et al., 2011; Goswami et al., 2014; Corrales-Ramirez
et al., 2017).

Garcia-Cardenas y col. (2023) describieron a Bacillus sp. LC390B, aislada de la
rizsfera de maiz cultivado en la comunidad El Lometédn, Tarimbaro, Michoacén en
donde el suelo presentaba un pH alcalino de 8.6. El desarrollo de sus colonias en
medio LB solido se observo con bordes irregulares, opaca, cremosa y de color
blanquecino. Después de un exhaustivo analisis de interaccién planta-bacteria,
empleando Arabidopsis como modelo vegetal, se logr6é determinar que esta cepa
promueve el crecimiento vegetal mediante el incremento de la produccion de
biomasa tanto foliar como radicular, ademas observaron que las células de las
plantas que fueron inoculadas eran de mayor longitud. Determinaron que la bacteria
acelera la maduracién de los primordios de raiz por mecanismos auxinicos.
Adicionalmente, reportaron que el desarrollo de las plantas de Arabidopsis
inoculadas que crecieron en un medio limitado de sacarosa como fuente de carbono
logré alcanzar el estado de salud que se observa cuando Arabidopsis crece en
condiciones 6ptimas, lo que vislumbra a Bacillus sp. LC390B como un posible
bioestimulante cuando se encuentra comprometida la disponibilidad de carbono
(Figura 4).
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Figura 4. Respuesta de Arabidopsis a Bacillus sp. LC390B. Se muestran imagenes del
crecimiento en: a) sin suplementacién de sacarosa como fuente de carbono, b) en
limitaciébn de carbono e inoculada con Bacillus sp. LC390B, c) condiciones éptimas de
crecimiento y en medio axénico y, d) suplementacion completa de nutrientes con la
interaccion de Bacillus sp. LC390B (Adaptado de Garcia-Cardenas et al., 2023).

3.6. Micrococcus luteus

Las células del género Micrococcus son Gram-positivas, esféricas, que se agrupan
en tétradas y no presentan motilidad. Micrococcus luteus es una actinobacteria que
puede encontrarse en el ambiente. Sus colonias, circulares y bien definidas,
producen un pigmento de color amarillo brillante perteneciente a los carotenoides y
sus propiedades pueden modificarse segun las condiciones en las que se desarrolle
(Whitman et al., 2012; Chang et al., 2024).

Se ha demostrado que cepas de Micrococcus luteus son eficaces contra patdégenos
como Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Salmonella typhimurium debido a que producen antibioticos
(Umadevi y Krishnaveni, 2013). También se ha reportado que Micrococcus luteus
DE2008 bioabsorbe el plomo y cobre, por lo que puede ser empleada en

bioremediacién de ambientes contaminados (Puyen et al., 2012). A diferentes cepas
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de esta especie, como M. luteus AKAD 3-5, M. luteus S14, se les han atribuido
mecanismos promotores del crecimiento vegetal, directos e indirectos, asi como
para su uso en biocontrol (Dubey et al., 2021). Garcia-Cardenas y col. (2022)
aislaron una cepa de Micrococcus luteus (LS570) de la rizosfera de un cultivo de
maiz que se desarrollaba en condiciones de alcalinidad (pH 8.6) en la regién de
Tarimbaro, Michoacdn. Se determind su morfologia y las caracteristicas de
promocion del crecimiento vegetal, como la modificacién que sufre la arquitectura
del sistema radicular de Arabidopsis con la inoculacion de la bacteria. Se observo
gue se produjo un incremento en la densidad de pelos radiculares y raices laterales.
También se evidencié el incremento de la respuesta auxinica y la estimulaciéon de

la produccién de biomasa fresca total (Figura 5).

Figura 5. Interaccion Arabidopsis — M. luteus LS570. a) Respuesta fenotipica de
Arabidopsis ante la inoculacion con la bacteria Micrococcus luteus LS570, b) Acercamiento
a la punta de la raiz primaria donde se observa el incremento en la densidad de los pelos
radiculares y c) el incremento de la expresién del gen DR5:GUS (Adaptado de Garcia-
Cérdenas et al., 2022).
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3.7. Pseudomonas brassicae

Las bacterias del género Pseudomonas son de forma bacilar con flagelos, Gram-
negativas, aerobias, no esporulantes y se encuentran ampliamente distribuidas en
la naturaleza (Holt et al., 1994). Las especies representativas podrian ser P.
aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. syringae, P. chlororaphis y P. stutzeri, las
cuales pueden ser patdgenos oportunistas en humanos, en plantas y también
participan en la microbiota de la rizosfera como bacterias promotoras del
crecimiento vegetal, por lo que resulta interesante que cuando se identifican, no solo
se caracterice la especie, sino que se determine la cepa ya que puede poseer
caracteristicas diferentes segun sus estimulos externos. Algunas especies tienen la
capacidad de producir compuestos fluorescentes en limitacion de hierro (Cornelis,
2010).

Lopez-Hernandez y col. (2023) aislaron bacterias de suelos con diferentes
caracteristicas, incluida una lombricomposta de la cual se obtuvo la cepa de
Pseudomonas brassicae H4-45. A esta cepa se le atribuyeron mecanismos de
promocién del crecimiento vegetal como la solubilizacion de fosfato de calcio,
incremento la produccion de biomasa fresca, asi como la formacion y el crecimiento
de raices laterales. Estas caracteristicas permiten visualizar el potencial
agroecologico que posee esta cepa volviéndola de particular interés como

herramienta de bajo impacto ambiental (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de P. brassicae H4-45 sobre Arabidopsis thaliana. Se muestran
imagenes del crecimiento en a) condiciones éptimas de crecimiento, b) respuesta de la
planta a la inoculacién con Pseudomonas brassicae H4-45, ¢) desarrollo de Arabidopsis en
medio con fosfato de calcio como Unica fuente de fosfato y, d) crecimiento de Arabidopsis
en fosfato de calcio con la inoculacién de P. brassicae H4-45 (tomado de L6pez-Hernandez
et al., 2023).
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4. JUSTIFICACION

Los antecedentes descritos abren un panorama promisorio para los bacteriomas y
bacterias benéficas en el campo de la agricultura por sus multiples aplicaciones. La
conformacién de comunidades sintéticas promete mejores resultados que los
bioinoculantes individuales. Con base en esta premisa, este trabajo plantea el
desarrollo de comunidades sintéticas entre las bacterias Achromobacter sp. 5B1,
Bacillus sp. LC390B, Micrococcus luteus LS570, y Pseudomonas brassicae H4-45,
ya que el efecto promotor del crecimiento de cultivos puros de cada una de las
especies se ha caracterizado a detalle en Arabidopsis thaliana. Es posible que la
conformacién de consorcios provea ventajas adicionales y aporte informacion

relevante sobre la ecologia de las interacciones bacteria-bacteria y planta-bacteria.

5. HIPOTESIS

La hipotesis de este trabajo es que las comunidades sintéticas conformadas por
combinaciones de las bacterias Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp. LC390B,
Micrococcus luteus LS570 y Pseudomonas brassicae H4-45 mejoran el crecimiento
y desarrollo y/o activan la inmunidad de Arabidopsis thaliana.
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6. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de comunidades sintéticas formadas por combinaciones de las
bacterias promotoras del crecimiento vegetal, Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp.
LC390B, Micrococcus luteus LS570 y Pseudomonas brassicae H4-45 sobre el

crecimiento, el desarrollo y la inmunidad de Arabidopsis thaliana.

6.1. Objetivos especificos
1. Evaluar la compatibilidad de Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp. LC390B,
Micrococcus luteus LS570, y Pseudomonas brassicae H4-45 en ensayos de

cocultivo in vitro para construir comunidades sintéticas.

2. Evaluar el efecto de las comunidades bacterianas construidas sobre el

crecimiento de Arabidopsis thaliana.

3. Analizar el efecto de las comunidades bacterianas construidas sobre la

respuesta a auxinas y citocininas.

4. Analizar el efecto de las comunidades bacterianas construidas sobre la

expresion de genes de defensa y absorcion de fosfato.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento
Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana (Col-0), y las lineas que expresan
actividad mitotica CycB1;1::uidA (Colon-Carmona et al., 1999), respuesta a las
auxinas DR5:GUS (Ulmasov et al., 1997), citocininas activas ARR5:GUS
(D"Agostino et al., 2000), el transportador de fosfato AtPT2:GUS (Karthikeyan et al.,
2002), asi como los genes inducibles por acido jasmoénico JAZ1/TIFY10A-GFP
(Grunewald et al., 2009) y JAZ10pro::JAZ10-GFP (Pillitteri et al., 2011).

Las semillas fueron desinfectadas superficialmente con etanol 96% durante 5
minutos, posteriormente con hipoclorito de sodio al 20% durante 7 minutos y
enseguida se realizaron 5 enjuagues con agua desionizada estéril. Se llevaron a 4
°C durante 48 horas para estratificar la germinacién. Posteriormente, fueron
sembradas en medio de Murashige y Skoog 0.2X contenido en placas Petri de 9 cm
de didmetro suplementado con 0.6% de sacarosa (w/v), 1% de agar-agar (w/v) y
ajustando el pH a 5.7 con el volumen de KOH necesario. Estas placas se llevaron a
una camara de crecimiento Percival Scientific AR -95L a 22 °C, con un fotoperiodo
de 12 h luz y 8 h de oscuridad a 200 umol m?/s de luz con una inclinacién de 65°
aproximadamente. Después de 7 dias la siembra, cuando las plantas tuvieron 5 dias
de edad fueron transferidas a los tratamientos.

7.2. Cepas de bacterias

Se emplearon cultivos puros de Achromobater sp. 5B1 (Jiménez-Vazquez et al.,
2020), Bacillus sp. LC390B (Garcia-Céardenas et al., 2023), Micrococcus luteus
LS570 (Garcia-Cardenas et al., 2022) y Pseudomonas brassicae H4-45 (Lépez-
Hernandez et al., 2023). Estas bacterias fueron proporcionadas por el Laboratorio
de Biologia del Desarrollo Vegetal del Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Las bacterias
se mantuvieron activas desde placas de Petri con medio Luria-Bertani (LB) soélido
conteniendo cada cepa e inoculando con asa bacteriol6gica en placas de medio
fresco cada 15 dias incubandolas a temperatura de 28°C por dos dias y luego
almacenandolas a 4 °C.
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7.3. Estudios de compatibilidad de las cepas bacterianas
Se realiz6 un pre-in6culo partiendo de una colonia de cada cepa bacteriana de
cultivos frescos (24-48 h) y colocando la biomasa en 4 mL de medio LB liquido en
tubos de ensaye. Los tubos fueron llevados a la incubadora a 25 °C, en agitacion a
120 rpm durante 14 horas para M. luteus y 10 horas para Achromobacter sp. 5B1,
Bacillus sp. y P. brassicae. Se estandarizo la densidad Optica a 0.2 leida a 600 nm.
Para evaluar el desarrollo de las bacterias de manera individual se colocaron en una
placa con medio LB solido 5 pL de cada indculo a una distancia de 2 cm
aproximadamente, y cada ensayo se realiz6 por triplicado. Posteriormente, se
tomaron 100 pL de uno de los pre inéculos para formar un tapete bacteriano con
ayuda de un asa digralsky en placas Petri conteniendo medio LB sélido. Sobre el
tapete microbiano se colocaron 5 L de los 3 in6culos bacterianos restantes y a los
5 dias después de la inoculacién se observd el desarrollo en compatibilidad o
antagonismo, siendo el antagonismo la aparicién de un halo de inhibicién del

crecimiento de alguna de las bacterias.

7.4. Formacion de las comunidades sintéticas
Para la formacion de las comunidades sintéticas se realiz6 una mezcla de
volumenes idénticos (300 pL) de medio LB liquido como vehiculo con una DOeoonm
de 0.2 de cada uno de los in6culos conteniendo las bacterias en fase exponencial
en mismo tubo para centrifuga de 1 ml estéril. Se realizaron consorcios de dos

especies en todas las combinaciones posibles teniendo 6 consorcios.

Bacillus sp. | M. luteus | P. brassicae Achromobacter

LC390B LS570 H4-45 sp. 5B1
il 1 z s
M. luteus LS570 1 4 5
P. brasiiscae H4- 5 4 6
Achrs?ré)gfcter 3 5 6
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7.5. Establecimiento de la interaccion planta-comunidad sintética
Para establecer la interaccion se tomaron 70 puL de las comunidades sintéticas
previamente formadas y se colocaron formando una estria en el tercio superior de
una placa de Petri conteniendo medio MS 0.2X, una vez adsorbido el liquido de la
estria se colocaron cuidadosamente sobre ésta 6 plantas por caja de manera que
la raiz quedara en contacto directo con la estria del in6culo y cuidando que el follaje
no tuviera contacto con el inéculo. Después de 7 dias en este sistema se evaluaron

algunos parametros como se menciona a continuacion.

7.6. Andlisis de crecimiento de la planta
Para evaluar el crecimiento de la raiz primaria se tomaron fotografias de las cajas
Petri en los diferentes tratamientos por la parte trasera y se midié su longitud con
ayuda del Software ImageJ. La cantidad de raices laterales fue contabilizada
empleando un microscopio estereoscopico Leica EZ4D. La densidad de raices

laterales se calculd con la siguiente formula:

Numero de raices laterales

Longitud de raiz primaria

Se tomaron fotografias en aumento 0.63X en el microscopio estereoscépico de las

regiones del follaje, la zona de inoculacién, raices laterales y raiz primaria.

La medicion de la biomasa se realizé con una balanza analitica. Se separo6 el follaje
del sistema radicular empleando un bisturi. ElI pesaje se ejecuté colocando la
biomasa de 3 plantas para tener mayor precision en la lectura de la balanza.
Posteriormente, se reunieron los datos de manera separada para follaje y raiz, y
finalmente se hizo la suma de ambas mediciones para obtener la biomasa fresca

total.

7.7. Andlisis histoquimico de la expresion de GUS
Las lineas transgénicas expresando actividad de GUS interactuaron con las
comunidades sintéticas como previamente se menciono. Después de 7 dias en la
interaccion se realiz6 el analisis de GUS mediante la incubacion de las plantas con
el sustrato X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronido) al 0.1% con 5 mM de

ferrocianuro de potasio y 5 mM de ferricianuro de potasio en amortiguador de
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fosfatos por 14 horas (ARR5:GUS por 3 horas) a 37 °C. Los tejidos se sometieron
al protocolo de clareo con el método de Malamy y Benefy (1997) para la eliminacién
de pigmentos. Para cada analisis se emplearon 18 plantas por cada tratamiento y
se tomaron fotografias representativas mediante microscopia de contraste

interferencia diferencial (Nomarsky) en un microscopio Leica DM 5500 B.

7.8. Tincién con yoduro de propidio
La linea transgénica pJAZ10::JAZ10::GFP expuesta a las comunidades durante 3
dias se montaron en portaobjetos y se cubrieron con gotas de yoduro de propidio
20 uM. La deteccion de la fluorescencia se realizd con el microscopio confocal
Olympus FV-100.

7.9. Anélisis estadistico
Para el andlisis estadistico de los datos se emple6 el software STATISTICA 12 para
realizar un ANOVA de una via y posteriormente prueba post hoc de Tukey y Fisher
con una p < 0.05 para determinar diferencias significativas entre los tratamientos.
Las letras diferentes en las graficas de barras representan las diferencias

significativas entre los tratamientos.
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8. RESULTADOS

Establecimiento del efecto promotor de crecimiento de las rizobacterias
elegidas

Se realizd un ensayo de inoculacion de Arabidopsis con las bacterias seleccionadas
para comprobar su efecto sobre la planta in vitro (Figura 7), a fin de mantener un
parametro con el cual comparar el efecto de los consorcios, ya que el tipo de

crecimiento utilizado es liquido y no solido, como en los reportes existentes.

Figura 7. Efecto de los aislados bacterianos individuales en Arabidopsis thaliana in
vitro y andlisis de la arquitectura radicular. Se sembraron semillas desinfectadas de
Arabidopsis en medio MS 0.2X, a los 4 dias de edad fueron transferidas a medio fresco
con 70 pL de medio LB conteniendo cada una de las bacterias a una DO de 0.2¢00nm. A) La
respuesta fenotipica de las plantas después de 7 dias en interaccion con las bacterias, B)
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Andlisis de la longitud de la raiz primaria y C) Analisis de la cantidad de raices laterales. La
barra de escala = 2cm.

8.1. Confrontacion de bacterias

Se realizé un ensayo de confrontacion entre las bacterias seleccionadas para
evaluar la compatibilidad de su crecimiento. Para ello se emplearon las bacterias
Achromobacter sp. 5B1, Bacillus sp. LC390B, Micrococcus luteus LS570 y
Pseudomonas brassicae H4-45; se realizé un co-cultivo de aquellas que conforman
cada uno de los consorcios. Se observo que, para casi todos los casos, el co-cultivo
en la misma placa conteniendo medio Luria-Bertani se logré desarrollar con éxito
siendo una Unica excepcion el caso en que Bacillus sp. crece sobre Micrococcus
luteus, donde se observa un halo de inhibicion sobre el crecimiento de M. luteus,
(Figura 8).

Figura 8. Confrontacién de bacterias promotoras del crecimiento in vitro. Partiendo
de preinéculos de cada bacteria en estado exponencial estandarizadas a una DO 0.2600nm
se tomaron 100 pL para crear un tapete y sobre este, gotas de 5 uL de las bacterias a
confrontar, se tomaron fotografias 5 dias después de la inoculacion. Los circulos en la placa
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control representan el tamafio de la gota inicial. Las bacterias lograron desarrollarse en
esta condicién. Resalta un halo de inhibicion del crecimiento de Micrococcus luteus por
Bacillus sp. Barra de escala = 2cm.

8.2. Establecimiento de consorcios
Una vez establecida la compatibilidad de las bacterias se realiz6 la combinacion por
pares de estas para el establecimiento de seis consorcios. Esta conformacion se
realiz6 empleando concentraciones estandarizadas cuando los cultivos bacterianos
que se encontraban en la fase exponencial de crecimiento y con un volumen idéntico
de ambos componentes. Las preparaciones fueron homogenizadas y se colocaron
70 yL de cada consorcio sobre placas con medio de Murashige y Skoog para
posteriormente realizar la transferencia de plantulas de Arabidopsis y observar la
interaccién durante 7 dias. La evaluacion de este ensayo permitié observar el
comportamiento tanto del sistema radicular como del aéreo en donde el follaje
presenta diferencias comparadas con la inoculacion de los aislados individuales
(Figura 10) que pueden interpretarse como estrés por parte de la planta, sin
embargo, su crecimiento no se ve afectado. El desarrollo del sistema aéreo de los
tratamientos con los consorcios se mantiene comparable al de las plantas control.
Se observa una ligera pigmentacion marréon en los tratamientos que contienen a
Achromobacter sp. 5B1. En cuanto al tamafio del follaje se aprecia que no hay

diferencia lo suficientemente notoria (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de las comunidades sintéticas sobre Arabidopsis. Plantulas de 4 dias
de edad fueron transferidas a medio fresco con una inoculacion de las comunidades
bacterianas sintéticas creadas contenida en 70 pL de medio LB a una DO 0.2s00nm, A)
Respuesta de plantas de Arabidopsis a la interacciébn con los consorcios bacterianos
durante 7 dias, barra de escala = 2 cm, B) Andlisis de la longitud de raiz primaria y C)
Numero de raices laterales.

En el panel B de la Figura 9 se puede observar que existen dos tipos de respuestas

fenotipicas, una en donde el sistema radicular acorta su longitud y otra en donde se
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mantiene similar al control. Aquellos consorcios que reducen en la longitud de la
raiz primaria coinciden con la presencia de Pseudomonas brassicae. Por otro lado,
en la Figura 9C se observa que todos los consorcios bacterianos estimularon la

formacion de raices laterales.

Figura 10. Andlisis de la produccion de biomasa fresca. El sistema radicular se pesé
en una balanza analitica separado del sistema foliar y se observé un grupo de comunidades
gue producen un incremento del doble del peso y otro con un incremento de ~ 30%. En el
follaje no se observaron cambios tan drasticos, aunque si se registraron decrementos y en
el peso total Unicamente destacan dos tratamientos que incrementaron la acumulacion de
biomasa fresca.

Adicionalmente, se evalué la biomasa fresca de raiz y de follaje, asi como la total

(Figura 10). La evidencia muestra que en el follaje no se observa un incremento
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significativo respecto al tratamiento control, mientras que si se observa una
disminucién de la biomasa fresca de follaje para el tratamiento con el consorcio
Bacillus sp.-Achromobacter sp. 5B1. Por otro lado, al evaluar este mismo parametro,
en raiz, se observa un incremento significativo de la biomasa de raiz en todos los
tratamientos con las comunidades bacterianas sintéticas. Finalmente, al valorar la
biomasa fresca total, Unicamente dos tratamientos presentaron un aumento
significativo, la inoculacion con M. luteus-Achromobacter sp. 5B1y con P. brassicae-
Achromobacter sp. 5B1. Una vez evaluado el fenotipo de Arabidopsis con las
inoculaciones de las comunidades sintéticas, se continué con la evaluacion de la
expresion de algunos genes que aportan informacion adicional sobre el desarrollo

de la interaccion planta-bacteria.

8.3. Relacion de la actividad mitotica del meristemo y las comunidades
sintéticas

Empleando la linea CYCB1:GUS, que porta el transgen pCYCB1:GUS que permite
analizar la expresion de la proteina ciclina B1 (Colon-Carmona et al., 1999),
mediante la actividad de la enzima 3-glucoronidasa, involucrada en la transicion de
la fase G2 a M, se evalud el estado de la actividad mitética en el meristemo apical
de la raiz primaria de las plantas de Arabidopsis. Se observo que, en las plantas
inoculadas con las comunidades que involucran a P. brassicae el meristemo se
encuentra diferenciado o en proceso de diferenciacién; mientras que, el resto de las
inoculaciones permite que la division celular se mantenga activa. Este fenémeno
corresponde con el fenotipo general de la planta, donde encontramos raiz corta
correspondiente a la diferenciacion del meristemo y; raiz larga, que coincide con los

meristemos que expresan la proteina ciclina B1 (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de las comunidades sintéticas en la expresiéon de CYCB1:GUS. La
linea reportera CYCB1:GUS fue expuesta a los tratamientos como se explica en la
metodologia y a los 7 dias se evalué la expresion del gen incubando las plantas con xGluc
5 mM durante 14 horas a 37 °C. Se muestran fotografias representativas de cada
tratamiento tomadas con la tecnologia Nomarsky. La barra de escala corresponde a 200
pm.

8.4. Analisis del efecto de las comunidades bacterianas construidas
sobre larespuesta a auxinas

Este analisis se efectu6 empleando la linea transgénica que contiene la
construccion DR5:GUS, el cual permite visualizar mediante tonalidades azules la
expresion de una proteina reportera de la respuesta a las auxinas (Ulmasov et al.,
1997). Se evalud la expresion en follaje, zona de diferenciacion, raices laterales y
raiz primaria. En follaje no se observaron cambios significativos en ninguno de los
tratamientos; en raices laterales y zona de diferenciacion las imagenes permiten
apreciar un incremento de la expresion en los tratamientos con las inoculaciones de
los consorcios que contienen P. brassicae, contrario a lo que ocurre en raices
primarias, pues, al encontrarse el meristemo en proceso de diferenciacion este gen
se expresa de manera residual, mientras que, los consorcios Bacillus sp.-
Achromobacter sp. 5B1 y M. luteus-Achromobacter sp. 5B1, no inducen la expresion
de DR5:GUS en raices laterales ni en zona de diferenciacion lo que si ocurre en
raiz primaria. Cabe resaltar que Bacillus sp.-M. luteus mantiene una expresion

similar al tratamiento control en todas las regiones observadas (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis histoquimico de la expresion del gen reportero DR5:GUS. La linea
transgénica DR5:GUS fue expuesta a los tratamientos y posteriormente incubada por 14
horas con X-Gluc 5 mM a 37 °C. Posteriormente, se tomaron fotografias de follaje, raices
laterales y raiz primaria donde se aprecia de manera diferencial el efecto en la respuesta
auxinica producido por la interaccién con las comunidades sintéticas creadas. La barra de
escala para follaje y raiz lateral equivale a 2 mm. La barra de escala para raiz primara es
igual a 200 pum.

8.5. La actividad de las citocininas se modifica con la presencia de los
consorcios bacterianos

Las citocininas son fitohormonas producidas tanto por especies vegetales como
bacterianas, y que juegan un papel importante en el desarrollo de las plantas y el
establecimiento de relaciones con microorganismos, razén por la cual resulta
interesante evaluar como se encuentra la actividad de las citocininas en la
interaccion con las comunidades sintéticas bacterianas. Empleando la linea
transgénica ARR5:GUS, que expresa una proteina inducible por la actividad de las
citocininas, fue posible evidenciar los cambios que ocurren entre la planta control y
las que han sido expuestas a interacciones microbianas. En la imagen se observa
que la expresion en el tratamiento control de centra en el meristemo apical de raiz
y el tejido vascular del follaje y, de manera semejante se manifiesta con la
inoculacion del consorcio Bacillus sp.-M. luteus; en el resto de los tratamientos el
follaje no presenta cambios contundentes, sin embargo, el gen se expresa en raices

laterales y zona de diferenciacion del resto de los tratamientos. Por otro lado, en el
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acercamiento de la punta de la raiz primaria se puede apreciar cOmo incrementa
sustancialmente la expresiéon de ARR5:GUS con Bacillus sp. — Achromobacter sp.
5B1 y M. luteus — Achromobacter sp. 5B1 (Figura 13).

Figura 13. Expresion del gen reportero ARR5:GUS en diferentes zonas de plantas de
Arabidopsis. Plantas de la linea ARR5:GUS fueron cocultivadas durante 7 dias con las
comunidades bacterianas sintéticas y se evalué la expresion del promotor de ARR5 en
follaje, raices laterales y raiz primaria incubando los tejidos vegetales con X-Gluc (5 mM) a
37 °C durante 3 horas. Se muestran fotografias representativas de 18 plantas. La barra de
escala para follaje y raices laterales equivale a 2 mm. La barra de escala para raiz primaria
es de 200 pum.

8.6. Genes relacionados con larespuesta de defensa se activan con la
presencia de las inoculaciones
Uno de los mecanismos mediante los cudles actian algunas bacterias benéficas es
mediante la induccién de la respuesta sistémica adquirida. Por ello resulta relevante
evaluar el estado de defensa de la planta, lo cual se desarrolla con ayuda de las
lineas transgénicas con los genes JAZ1:GUS y JAZ10:GFP. Estas proteinas
participan como reguladores negativos de la sefalizacion del acido jasmonico,
fitohormona que participa en el desarrollo y la inmunidad de la planta. En la Figura
14 se aprecia la expresion del gen JAZ1:GUS en diferentes zonas de la planta. En
follaje, los consorcios M. luteus-P. brassicae y M. luteus-Achromobacter sp. 5B1,

inducen la expresion del gen; continuando con la observacion de las raices laterales
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y zona de diferenciacion, es posible notar que los consorcios que no inducen la
expresion de JAZ1:GUS son Bacillus sp.-M. luteus, y M. luteus-P. brassicae,
mientras que en el resto de los tratamientos presentan un incremento considerable;
finalmente, en la region de la raiz primaria observamos que aquellos consorcios que
provocan la diferenciacion del meristemo son los mismos que estimulan la expresion
de JAZ1:GUS.

Figura 14. Expresion del gen reportero JAZ1:GUS involucrado en la respuesta de la
defensa en plantas. Plantas de Arabidopsis con el transgén JAZ1:GUS estuvieron en
contacto con las comunidades sintéticas bacterianas durante 7 dias y posteriormente se
realizé la reaccion enzimatica con X-Gluc (5 mM) para observar la expresion del transgén.
Se pudo observar que las comunidades sintéticas producen un patrén de expresion
diferente segun el tratamiento que se aplique, siendo una excepcion la comunidad Bacillus
sp. — M. luteus, pues este tratamiento no induce la expresién del gen. Fotografias
representativas de 18 plantas, barra de escala = 200 pm.

Posteriormente, se evalué también la expresion del gen JAZ10:GFP mediante
microscopia confocal. Para esta linea transgénica se estudiaron la zona de
diferenciacion y raiz primaria. Se aprecia en la Figura 15 como la induccion del gen
coincide con la expresion de JAZ1:GUS y ocurre en ambas zonas con los consorcios

52



que contienen a P. brassicae, en donde se observa la raiz primaria diferenciada. En
esta imagen es posible percibir de cerca que la biomasa que se cree corresponde
a P. brassicae se concentra en la punta de la raiz primaria formando un biofilm que
resalta. Asi mismo, resulta interesante que la expresion de JAZ10:GFP en la zona
de diferenciacion se expresa de manera intercalada entre las filas de células,
fendbmeno que se puede apreciar con mayor claridad en el tratamiento M. luteus —
P. brassicae. Finalmente, bajo la inoculacion de M. luteus — Achromobacter sp. 5B1

se expresa el gen en el haz vascular.

Figura 15. Uso de microscopia confocal para observar la expresion del transgén
JAZ10:GFP. Plantas de Arabidopsis de la linea transgénica JAZ10:GFP fueron expuestas
a la interaccion con las comunidades sintéticas por 3 dias. Las plantas se tifieron con
yoduro de propidio y se empled microscopia confocal para observar zona de diferenciacion
y zona meristematica de la raiz. Barra de escala = 500 um.

8.7. La expresion del gen que codifica para el transportador de fosfato
de alta afinidad AtPT2 se modifica en funciéon de los componentes
de los consorcios

AtPT2 es un transportador de fosfato de alta afinidad inducible en Arabidopsis
thaliana cuando esta se expone a estrés abiotico por deficiencia del nutriente.
Empleando la linea transgénica AtPT2:GUS se rastred la expresion del gen en
condiciones optimas de crecimiento. El tratamiento control Unicamente muestra

expresion en raices laterales e hipocaotilo, mientras que la inoculacion con las
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comunidades sintéticas provoca un incremento considerable en la induccion del gen
en follaje, hipocétilo y raices laterales; por otro lado, es resaltable que en raiz
primaria ocurre un fenémeno distinto, los consorcios Bacillus sp.-M. luteus, Bacillus
sp.-Achromobacter sp. 5B1 y M. luteus-Achromobacter sp. 5B1 no inducen la
expresion del gen en la raiz primaria, pero aqguellos consorcios que contienen a P.
brassicae, en donde la raiz se encuentra diferenciada, se observa expresion en raiz
primaria. Por lo que se puede sugerir que P. brassicae, aun estando en consorcio
con otras bacterias, estimula la activacion del sistema de absorcion de fosfato
(Figura 16).

Figura 16. Expresion de AtPT2:GUS. La linea AtPT2:GUS expuesta por 7 dias a las
comunidades sintéticas en contacto directo fue tratada con X-Gluc 5 mM a 37 °C durante
14 horas. Se tomaron fotografias con Nomarsky del follaje, hipocdtilo, raiz lateral y raiz
primaria. Se observd estimulacién de la expresion del sistema de absorcion de fosfato en
condiciones 6ptimas de desarrollo para la planta con todos los tratamientos. Barra de
escala = 200 pm.
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8.8. Las comunidades sintéticas influyen en el desarrollo de la planta en
sustrato artificial

Para evaluar el crecimiento de la planta en sustrato, plantas de Arabidopsis con 7
dias en contacto con la inoculacion de los consorcios se traspasaron a sustrato
artificial previamente esterilizado y se realizaron mediciones semanales de varios
parametros hasta la semana 7 cuando finalizo el periodo de vida. Se analiz6 EL
diametro de la roseta, longitud de tallo floral y por dltimo se realizé un conteo de
tallos, cantidad de silicuas por planta, se promedio la cantidad de semillas por silicua
y se calcul6 la cantidad de semilla total producida por planta para cada tratamiento.
En las imagenes se observa el crecimiento de la roseta durante las 3 primeras
semanas que es cuando se permite apreciar bien a laroseta. La Figura 17A permite
visualizar la evolucion en tamafio de esta parte de la planta en un sistema diferente
al que se trabajo previamente. De manera complementaria, en la Figura 17B se
presentan Unicamente datos de la tercera semana, cuando la roseta alcanza su
maximo tamafo, y se puede observar que los tratamientos con Bacillus sp.-M.
luteus, Bacillus sp.-Achromobacter sp. 5B1, M. luteus-P. brassicae y P. brassicae-
Achromobacter sp. 5B1 incrementan el tamafio de la roseta en un 30%
aproximadamente, mientras que los consorcios Bacillus sp.-P. brassicae y M.
luteus-Achromobacter sp. 5B1 mantienen el tamafio del didmetro de la roseta similar

al tratamiento control.
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Figura 17. Analisis del diametro de la roseta de Arabidopsis. A) Fotografias
representativas de 12 plantas llevadas a sustrato artificial con la Unica inoculacién de la
primera etapa de vida de las plantas. Se analiza el diametro de la roseta y se observan
cambios desde la semana 1 hasta la semana 3. B) Andlisis cuantitativo del diametro de las
rosetas en su mayor longitud en la semana 3.

Las fotografias de la Figura 18A visualizan el desarrollo foliar, mientras que en las
graficas se aprecian los brotes iniciales de los tallos florales, que en la semana 2 ya
muestran diferencias significativas entre los tratamientos, siendo mas claros para la
comunidad sintética Bacillus sp.-Achromobacter sp. 5B1 que incrementa
aproximadamente tres veces su tamafio en comparacion con el tratamiento control
(Figura 18B) y el tamafio maximo de la longitud de los tallos florales alcanzado en
la semana 5, en donde se refleja que el consorcio Bacillus sp.-Achromobacter sp.
5B1 fue el que méas promovio la elongacion del tallo floral, seguido por los consorcios
Bacillus sp.-M. luteus, M. luteus-Achromobacter sp. 5B1 y P. brassicae-
Achromobacter sp. 5B1 que aunque tienden a ser mayores que en el tratamiento
control, no presentan diferencia significativa con este (Figura 18C). Por el contrario,
el consorcio Bacillus sp.-P. brassicae provoca una tendencia hacia la disminucion

en la longitud del tallo floral, aunque no implica una diferencia significativa.
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Figura 18. Efecto de las comunidades sintéticas en el desarrollo vegetativo y
reproductivo de Arabidopsis. Las plantas silvestres (Col-0) en interaccion por 7 dias con
las comunidades sintéticas fueron transferidas a sustrato artificial estéril para observar
semanalmente A) el desarrollo de las plantas de Arabidopsis inoculadas con las
comunidades sintéticas. Barra de escala = 10 cm B) Longitud del tallo floral principal de las
plantas en la semana 2, se aprecian diferencias estadisticamente significativas, C) Longitud
total alcanzada por el tallo floral primario en la semana 5. Se empled la prueba Fisher con p
<0.05.

Posteriormente, se realiz0 un conteo de tallos, silicuas por planta, semillas por
silicua y un célculo de la cantidad de semillas totales. En la Figura 19 se muestran
las graficas donde se aprecia los efectos en la cantidad de tallos de las
inoculaciones de Bacillus sp.-M. luteus, M. luteus-P. brassicae, M. luteus-
Achromobacter sp. 5B1 y P. brassicae-Achromobacter sp. 5B1 (Figura 19A). El
tratamiento que obtuvo mayor cantidad de silicuas fue Bacillus sp.-Achromobacter

sp. 5B1 que, aunque no presenta diferencia significativa con el tratamiento control
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se observa la tendencia de produccion desde esta gréafica, posteriormente los
in6culos Bacillus sp.-M. luteus, M. luteus-P. brassicae y P. brassicae-
Achromobacter sp. 5B1 tuvieron una produccién de semillas similar al control,
mientras que las comunidades con Bacillus sp.-P. brassicae y M. luteus-
Achromobacter sp. 5B1 formaron menor cantidad de silicuas (Figura 19B). En la
Figura 19C se aprecian tres tratamientos con mayor cantidad de semillas
contenidas en la silicua, que corresponden a Bacillus sp.-M. luteus, Bacillus sp.-
Achromobacter sp. 5B1 y M. luteus-P. brassicae, mientras que el resto presentan
una generacion de semillas similar al tratamiento control. Po altimo, en el panel D
se muestra el célculo de la produccién total de semilla usando el promedio de
semillas por silicua multiplicado por la cantidad de silicuas por planta, se obtuvieron
datos en millares donde el consorcio Bacillus sp.-Achromobacter sp. 5B1 tuvo la
mayor produccion, seguido por Bacillus sp.-M. luteus, y luego M. luteus-P. brassicae
y P. brassicae-Achromobacter sp. 5B1 con un rendimiento similar al control,
finalizando con los las inoculaciones de Bacillus sp.-P. brassicae y M. luteus-
Achromobacter sp. 5B1 que mostraron un decremento en el rendimiento total de

semilla.
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Figura 19. Analisis del efecto de las comunidades sintéticas en el
rendimiento. En las plantas llevadas a sustrato artifical, al finalizar su ciclo de
vida se llevé a cabo el conteo de A) tallos que brotan de la roseta, B) silicuas
totales por planta, C) semillas por silicua y D) calculo de semillas por planta.
Las barras en las graficas son promedios de 12 plantas y las barras representan
error estandar. Se empleo prueda de Fisher con p < 0.05.
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9. DISCUSION

Las inoculaciones de Arabidopsis con las comunidades sintéticas en placa de Petri
permitieron hacer una comparacion de las respuestas fenotipicas lo que posibilitd
entender lo que ocurre a nivel molecular en los tejidos de las plantas, ya que se
aprecian dos tipos de raiz primaria, corta y larga. El analisis de la expresion de
CYCB1:GUS, proteina que participa en la transicion de la etapa G2 a M del ciclo
celular, se observo que las raices primarias cortas no presentan expresion del gen
y se encuentran diferenciadas, relacionandose con la pérdida de la actividad
mitdtica y por tanto, el arresto de su crecimiento. Por otro lado, raices largas
controles o bacterizadas mantuvieron la division celular y su meristemo intacto.
Cabe resaltar que las inoculaciones con Bacillus sp.-Achromobater sp. 5B1 y M.
luteus-Achromobacter sp. 5B1 incrementaron la expresion de ARR5:GUS, que
indica actividad de citocininas, y de DR5:GUS, que evidencia respuesta a las
auxinas. Aunque generalmente se menciona que estas fitohormonas funcionan de
manera antagonica, existen estudios recientes en donde se demuestra la actividad
conjunta de estas hormonas y su importante participaciéon en el mantenimiento de
los meristemos, por lo que observar en estos dos tratamientos la expresion
incrementada de ambos genes podria implicar un balance o incluso un fenémeno

hormonal activo en los meristemos de la raiz primaria.

El incremento en la expresion de DR5:GUS estaria relacionado con una mayor
expresion de CYCB1:GUS, pues las auxinas promueven la division celular y
contribuyen con el mantenimiento del meristemo (loio et al., 2007; Seo et al., 2021).
En la Figura 14 es posible apreciar que la expresiéon de CYCB1:GUS estéa ocurriendo
en células que podrian pertenecer a la endodermis. Por otro lado, retomando el
fenotipo de raiz primaria corta, que se encuentra en estado de diferenciacion, en
donde no se observa expresion de los genes ARR5:GUS y DR5:GUS, se puede
establecer una relacion directa entre la ausencia de actividad de auxinas y
citocininas en este organo con la pérdida de la dominancia apical de la raiz, y el
incremento de las raices laterales como mecanismo compensatorio (Aloni et al.,
2004, 2006).

60



Los resultados mostraron que las comunidades sintéticas son capaces de inducir la
respuesta a diferentes fitohormonas, como las auxinas, las citocininas y el acido
jasmoénico, asociadas a diferentes procesos de la planta como desarrollo del sistema
radicular, estimulacion de la diferenciacion celular y respuestas de defensa,

respectivamente.

Se observéd que la inoculacion con todos los consorcios induce la expresion del
sistema de absorcion de fosfato, especificamente los consorcios Bacillus sp.-P.
brassicae, M. luteus-P. brassicae y P. brassicae-Achromobacter sp. 5B1 expresaron
AtPT2:GUS en la punta de la raiz a pesar de mostrarse diferenciada. A su vez, estas
mismas inoculaciones expresaron JAZ1:GUS y JAZ10:GFP en raiz primaria; esto
se correlaciona con lo reportado por Castrillo y col. (2017) donde mencionan una
relacion existente entre genes de respuesta a bajo fosfato y la induccién de la
expresion de genes de defensa, especificamente relacionados con la via del acido
jasmoénico, lo que, a su vez impacta directamente sobre el contenido de fosfato
acumulado en las plantas y sobre la composicion del microbioma. Lo anterior podria
sugerir que la inoculacion con las comunidades sintéticas permita una mayor
absorcion de fosfato en condiciones adversas de este nutriente. Por otro lado, seria
interesante probar el estado de defensa de la planta enfrentdndola a agentes
fitopatdgenos para identificar si las comunidades sintéticas brindan proteccion

contra este tipo de estrés bidtico.

Para validar si los efectos observados en placa Petri se mantienen a lo largo de la
vida de la planta evaluamos el desarrollo de plantas de Arabidopsis inoculadas con
las comunidades sintéticas crecidas ahora en un sustrato artificial previamente
esterilizado. Se analizaron algunos pardmetros semanalmente y se pudo comprobar
que la respuesta de la planta es, como bien se sabe, adaptativa. No se realizo
ninguna reinoculacion, siendo asi que lo que observamos es solo el resultado de un
Gnico acercamiento planta-comunidad sintética por 7 dias. En esta parte se
presentaron algunas variaciones en los efectos que tuvieron los tratamientos,
diferente a lo que esperdbamos, no todos promovieron el desarrollo vegetal,

comenzando por las rosetas donde Unicamente 4 tratamientos incrementaron el
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diametro, sin embargo, al complementar este analisis con la longitud del tallo floral
no es un aumento en todo el cuerpo de la planta, pues solo una coincide con el
incremento. Considerando también la produccion de frutos, Unicamente una
comunidad resulté promotora del crecimiento vegetal, la conformada por Bacillus
sp.-Achromobacter sp. 5B1. Este fenOmeno es interesante, pues a pesar de que las
cuatro bacterias han sido caracterizadas como PGPRs la interaccion planta-
bacteria-bacteria no resulté positiva para la planta salvo un solo caso que es el
mismo que presentd expresion incrementada de CYCB1l:GUS, DR5:GUS vy
ARR5:GUS, lo que coincide con la participacion de auxinas y citocininas en el

desarrollo no solo de la raiz, sino también de tejidos aéreos (Shani et al., 2006).

La premisa de que en las comunidades sintéticas sus componentes trabajan de
manera sinérgica no se cumple en nuestro andlisis, es pertinente resaltar el gran
namero de variables que podrian afectar la respuesta vegetal a la inoculacion como
la colonizacion efectiva de la planta, la tolerancia a los exometabolitos de las otras
bacterias, la permanencia de las especies bacterianas y la competencia (Martins et
al., 2023). En este caso, Achromobacter sp. 5B1 fue aislado de la rizésfera de un
Mesquite en una poza salada con temperaturas elevadas en el desierto de
Chihuahua; Bacillus sp.LC390B se tomé de la rizésfera de un cultivo de Maiz en
Michoacén que presentaba suelo alcalino; Micrococcus luteus LS590 fue adquirida
de la rizésfera de un cultivo de Maiz en otra region de Michoacéan y finalmente la
cepa de Pseudomonas brassicae H4-45 se aisl6 de una lombricomposta, es decir,
todas las bacterias tienen origenes y caracteristicas diferentes aunque, con base en
los antecedentes, comparten algunas caracteristicas del sitio de origen o
mecanismos de estimulacién del crecimiento vegetal (Jiménez-Vazquez et al, 2020;
Garcia-Cardenas et al., 2022; 2023, Lopez-Hernandez et al., 2022).

En este trabajo se propone por primera vez una comunidad sintética con las
bacterias Bacillus sp. LC390B y Achromobacter sp. 5B1 que al tener origen de suelo
alcalino ambas bacterias, podria aportar proteccion a la planta en condiciones de
salinidad, alcalinidad, o sequia. Por otro lado, se resalta la importancia de considerar

diversos factores para la consolidaciéon de una comunidad bacteriana sintética
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funcional y la relevancia de realizar pruebas para evaluar el comportamiento
ecoldgico de éstas si el objetivo final es aplicacidén en agricultura. También se abre
una ventana de oportunidad y debate acerca de las legislaciones de bioinoculantes

agricolas en México.

10. CONCLUSIONES

El presente estudio tuvo como objetivo establecer comunidades sintéticas a partir
de PGPRs previamente caracterizadas y evaluar su efecto sobre el desarrollo de
Arabidopsis thaliana. Los resultados mostraron que estas comunidades pueden
ejercer efectos contrastantes sobre la planta, induciendo la activacion de
mecanismos de defensa y estimulando la promociéon del crecimiento vegetal.,
concluyendo que, las comunidades sintéticas construidas estimulan el crecimiento
y desarrollo de Arabidopsis. En particular, el consorcio conformado por Bacillus sp.
y Achromobacter sp. 5B1 mostr6 un efecto positivo en la acumulacion de biomasa
y produccion de frutos, mientras que el consorcio Bacillus sp.-P. brassicae presento

efectos inhibitorios.

Estos hallazgos subrayan la necesidad de considerar criterios especificos para el
disefio efectivo de comunidades microbianas funcionales, tales como el origen
ecolégico de los aislados bacterianos, su compatibilidad metabdlica y su efecto
conjunto sobre el hospedero vegetal. En conjunto, este trabajo aporta evidencia util
para el desarrollo de estrategias microbianas aplicadas a la bioestimulacion vegetal
y sienta las bases para futuras investigaciones en microbiomas sintéticos con

aplicaciones agricolas.
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