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Resumen 

 

La rizobacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) 

Azospirillum baldaniorum Sp245 tiene la capacidad de estimular el desarrollo de las raíces 

laterales (RL) mediante la producción de la auxina; ácido indol-3-acético (AIA). Esta 

fitohormona que participa prácticamente en cualquier proceso de desarrollo vegetal, es 

sintetizada en la parte aérea de la planta y transportada hacia los tejidos demandantes como 

la raíz a través del transporte polar de auxinas (PAT, por sus siglas en inglés). El AIA además 

de movilizarse por el PAT también lo hace mediante los plasmodesmos (PD). Los PD son 

canales que comunican el citoplasma de células vecinas y permiten el movimiento de ciertas 

moléculas, fenómeno denominado como transporte simplástico (TS). El TS está regulado 

respectivamente, por el cierre o apertura de los PD a través de la deposición o degradación 

de callosa sobre el cuello de los PD. La callosa es un polímero de glucosas sintetizado por 

las sintasas de callosa (CALS) y su deposición sobre el cuello de los PD es facilitada por las 

proteínas PDLP5 y PDCB. La degradación de la callosa por las β-glucanasas ocasiona la 

apertura de los PD. Las plantas durante el ataque de patógenos incrementan la síntesis y la 

deposición de callosa para cerrar los PD e impedir la propagación del microorganismo hacia 

otros tejidos. El TS también está implicado en la regulación de diferentes procesos de 

desarrollo vegetal, entre ellos el de las RL. En este estudio se investigó la participación del 

TS en la estimulación del desarrollo de las RL de A. thaliana inoculada con A. baldaniorum, 

mediante el análisis del efecto de la bacteria en las líneas pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE 

DR5:GUS  de A. thaliana que respectivamente presentan un aumento y restricción del TS. 

Además, se utilizaron las dobles mutantes de ganancia de función de la sintasa de callosa 

condicionadas a estradiol: pCRE1::icals3m y pCALS3::icals3m de A. thaliana. Se observó 

en pdlp5-1 DR5:GUS que A. baldaniorum Sp245 incremento el desarrollo de los primordios 

de las raíces laterales y en 40% de las RL e indujo un aumento del marcador de auxinas en 

el haz vascular de la RP, respecto al efecto ocasionado en PDLP5OE DR5:GUS. Al 

determinar la influencia del PAT sobre el TS empleando las líneas mutantes y de 

sobreexpresión de PDLP5, en pdlp5-1 DR5:GUS la inhibición del PAT y el aumento del TS 

ocasionaron una disminución del desarrollo de las RL durante su interacción con 

Azospirillum. Respecto al cierre del TS en el floema que se presenta en pCALS3::icals3m en 
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presencia de estradiol, la rizobacteria fue incapaz de estimular el desarrollo y el crecimiento 

de las RL, además de disminuir el nivel de auxinas en el haz vascular de la RP. Mientras que, 

la restricción del TS en el sistema vascular de la raíz en pCRE1::icals3m con A. baldaniorum 

estimulo el desarrollo de las RL.  

 

Palabras clave: auxinas, Azospirillum baldaniorum, plasmodesmos, raíces laterales, 

transporte simplástico 
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Abstract 

 

The plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) Azospirillum baldaniorum Sp245 is 

capable of stimulating lateral root (LR) development by through auxin, indole-3-acetic acid 

(IAA). This phytohormone, which is involved in virtually every plant development process, 

is synthesized in the plant aerial parts and transported to the demanding tissues, such as the 

root through polar auxin transport (PAT). In addition to being mobilized through the PAT, 

IAA also travels through plasmodesmata (PD). PDs are channels that connect the neighboring 

cells cytoplasm, allowing the certain molecules movement, a phenomenon known as 

symplastic transport (ST). ST is regulated, respectively by the PD closure or opening through 

the deposition or degradation PD on neck callose. Callose is a glucose polymer synthesized 

by callose synthases (CALS), and its deposition on the PD neck is facilitated by the proteins 

PDLP5 and PDCB. Callose degradation by β-glucanases leads to the opening of PD. During 

pathogen attack, plants increase callose synthesis and deposition on neck P closedit and 

prevent the spread of the microorganism to other tissues. TS is also involved in the different 

plant development processes regulation, including that of lateral root (LR). In this study, the 

TS participation on stimulating of LR development in A. thaliana inoculated with A. 

baldaniorum was investigated by analyzing the effect of the bacteria on lines pdlp5-1 

DR5:GUS and PDLP5OE DR5:GUS A. thaliana, which respectively present an ST increase 

and restriction. In addition, double gain-of-function mutants of callose synthase conditioned 

to estradiol pCRE1::icals3m and pCALS3::icals3m of A. thaliana were used. In pdlp5-1 

DR5:GUS, A. baldaniorum Sp245 was observed to increase the lateral root primordia 

development  and LR in 40% and to induced an increase in the auxin marker in the RP 

vascular bundle, compared to the effect caused in PDLP5OE DR5:GUS. When determining 

the influence of PAT on the TS using the mutant and PDLP5 overexpression lines, in pdlp5-

1 DR5:GUS the PAT inhibition and the increase in TS caused a decrease in the LR 

development during its interaction with Azospirillum. Regarding the ST closure the in the 

phloem present in pCALS3::icals3m in the presence of estradiol, the rhizobacteria were 

unable to stimulate the LR development and growth, in addition to decreasing the auxins 
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level in the RP vascular bundle. Meanwhile, the ST restriction in the root vascular system in 

pCRE1::icals3m with A. baldaniorum stimulated the LR development. 

 

Key words: auxins, Azospirillum baldaniorum, lateral roots, plasmodesmata, symplastic 
transport 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 5 

1. Introducción  

El sistema radicular (SR) está conformado por la raíz primaria (RP), las raíces laterales (RL) 

y los pelos radicales (PR), el cual además de mantener a la planta anclada al suelo sirve para 

la adquisición de agua y nutrientes requeridos para su desarrollo (Ren et al., 2019). La PGPR, 

A. baldaniorum Sp245 (antes A. brasilense Sp245) (dos Santos et al., 2020) detiene el 

crecimiento de la RP y promueve el desarrollo de las RL y de los PR, fenotipo atribuido al 

AIA sintetizado por la bacteria. Para analizar si el AIA bacteriano está involucrado en la 

alteración del SR de A. thaliana, Spaepen y col., 2014 inocularon plántulas con dos cepas de 

A. brasilense: silvestre o la mutante FAJ0009 (sintetiza bajas cantidades de auxinas). Aquí 

observaron que la inoculación con la cepa silvestre arresto el crecimiento de la RP e 

incremento el número de raíces laterales (NRL) y de los PR. En tanto que las plántulas 

inoculadas con FAJ0009 presentaron un fenotipo similar al control sin inocular. Estos 

resultados les permitieron sugerir que las auxinas sintetizadas por la bacteria inducen los 

cambios del sistema radicular de A. thaliana. 

El AIA, se sintetiza en el follaje y moviliza hacia la raíz a través del floema y del PAT. El 

PAT se lleva a cabo célula-célula y requiere de los acarreadores de influjo AUXIN1/LIKE-

AUX1 (AUX1/LAX, por sus siglas en inglés) y de eflujo PIN-FORMED (PIN, por sus siglas 

en inglés) y ATP-binding cassette transporters of the B subfamily/multidrug resistance/P-

glycoprotein (ABCB/MDR/PGP, por sus siglas en inglés) (Han et al., 2021). Carrillo-Flores 

y col., 2022 reportaron que la inoculación con A. brasilense Sp245 en plántulas DR5:GUS 

incrementó en los primeros días de interacción el nivel de auxinas en el haz vascular, mientras 

que al quinto y sexto día las auxinas se relocalizaron en los meristemos de las RL. La 

participación del PAT en dicha relocalización se determinó con el uso del inhibidor químico 

del PAT, el ácido N-1-naftiltalámico (NPA) y con la mutante tt4 en la síntesis de flavonoides 

(inhibidores endógenos del PAT) la cual presenta un PAT acelerado (Burbulis et al., 1996). 

Los autores observaron fenotipos contrastantes ya que la inhibición del PAT redujo el NRL 

de Arabidopis expuesta a la rizobacteria, mientras que en las plántulas tt4 la bacteria lo 

incremento. Esto les permitió sugerir que el PAT está involucrado en la estimulación del 

desarrollo de las RL de Arabidopsis durante la interacción con la bacteria. Por otra parte, 

Mora y col. (2023), analizaron el efecto de la rizobacteria A. argentinense AZ39 sobre el 

nivel de auxinas durante su interacción con plántulas DR5:GUS de A. thaliana. La 
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inoculación con la rizobacteria incremento la expresión de GUS cuantificado por 

fluorescencia en las plántulas de DR5:GUS comparado con las plántulas control sin inocular.  

Como los experimentos antes mencionados proponen que los cambios del fenotipo radicular 

de A. thaliana por A. baldaniorum se deben a las auxinas, en nuestro grupo se analizó que 

elementos de la vía de respuesta a auxinas (homeostasis, transporte, percepción y 

señalización) (Casanova-Sáez et al., 2021) podrían estar participando durante dicha 

interacción. Para ello analizamos el efecto de Azospirillum sobre las mutantes de Arabidopsis 

en la síntesis (yucca3 yucca6), en el transporte (aux1-7, pin1, pin2 y pin3) y en la percepción 

y señalización de (axr1-3, tir1afb2afb3, slr1/IAA14 y arf1arf19) de las auxinas. 

Determinamos que ninguno de dichos elementos participaba, lo cual fue sorprendente porque 

previamente habíamos mostrado que el PAT estaba involucrado en el desarrollo de las RL 

estimulado por la bacteria. Así que analizamos otros transportadores de eflujo, como los PGP 

(Baily et al., 2008), en las mutantes pgp1, pgp4 y pgp19 de Arabidopsis, que fueron 

inoculadas con A. brasilense, donde solo en la mutante pgp1, Azospirillum ocasiono una 

disminución del NRL (Carrillo-Flores et al., 2022).  

Por otra parte, se ha reportado que AXR4-1 ayuda al posicionamiento correcto de los 

transportadores de influjo (AUX/LAX) (Dharmasiri et al., 2006) y BEN2 de los 

transportadores de eflujo (PIN) (Tanaka et al., 2013). Así que analizamos el efecto sobre las 

mutantes axr4-1 y ben2 expuestas a la bacteria donde no se observó el incremento 

característico del NRL, lo que sugiere que estas proteínas, así como pgp1 estimulan el 

desarrollo de las RL por A. brasilense (Carrillo-Flores et al., 2022). Por otra parte, Mellor y 

col. (2020), compararon el nivel de auxinas predichos por un modelo in silico en la raíz de 

A. thaliana respecto a los datos experimentales de la línea reportera DR5:VENUS. Estos 

autores observaron que el nivel de auxinas entre los datos predichos por el modelo in silico 

que solo consideraba al PAT no concordaba con el nivel observado en la línea reportera. Sin 

embargo, cuando incorporaron al modelo, tanto al PAT como al TS observaron una alta 

similitud del nivel de auxinas en ambas aproximaciones. Esto les permitió a los autores 

sugirir que deben ser considerados ambos tipos de transporte en cualquier proceso de 

desarrollo vegetal donde participe el movimiento de las auxinas. Por lo antes mencionado, el 

presente estudio tiene como objetivo determinar la participación del TS de las auxinas 

durante el desarrollo de las RL de A. thaliana estimulado por A. baldaniorum. 
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2. Antecedentes  

2.1 Arabidopsis thaliana, como modelo de estudio 

A. thaliana es una dicotiledónea que pertenece a la familia de las Brassicaceae y se distribuye 

en Europa, Asia y Norteamérica. Arabidopsis es una planta modelo porque presenta las 

siguientes características: i) un ciclo de vida corto, que se completa entre 6 y 8 semanas desde 

la germinación de las semillas hasta la senescencia de la planta (Wilson, 2000); ii) genoma 

completamente secuenciado y constituido por 125 millones de bases que codifican 

aproximadamente para 25000 genes. Esto ha facilitado la obtención de mutantes, líneas de 

sobreexpresión y reporteras que sirven para el estudio de los procesos moleculares 

involucrados durante el desarrollo de A. thaliana y iii) tamaño pequeño, A. thaliana está 

formada por una roseta de 2-4 cm de diámetro aproximadamente de donde emerge un tallo 

que alcanza una altura de 20-70 cm, las hojas caulinas se presentan a lo largo del tallo, además 

las flores que se desarrollan en los tallos florales dan lugar a vainas alargadas denominadas 

silicuas. Las inflorescencias se presentan en racimos en el extremo del tallo, donde se van 

separando a medida que el tallo crece (Fig. 1) (Jasinski et al., 2019).  
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Figura 1. Desarrollo de Arabidopsis thaliana. La planta adulta de A. thaliana presenta una pequeña roseta, en 
la etapa vegetativa a partir de la roseta se desarrolla el tallo principal y los tallos florales donde se producen las 
silicuas. a) Imagen del desarrollo de Arabidopsis desde la germinación de la semilla hasta una planta adulta. b) 
Estructura de una flor. c) Micrografía de un grano de polen. d) Silicuas maduras con semillas (Jasinski et al., 
2019). 

 

2.2 Zonas de la raíz de Arabidopsis thaliana 

El sistema radicular es esencial para las plantas debido a que es el órgano que permite la 

absorción de agua y nutrientes y su anclaje al suelo (Jan et al., 2024). El SR de A. thaliana, 

está conformado por la RP, las RL y los PR. A su vez, la raíz primaria se divide en cuatro 

zonas: meristemática (ZM), de transición (ZT), de elongación (ZE) y la zona de 

diferenciación (ZD) donde se forman los pelos radicales. El crecimiento de la RP depende 

tanto de la división como de la elongación celular (Fig. 2). La ZM que es la más cercana a la 

columela, se caracteriza por tener una alta actividad mitótica, a partir de las cuales se generan 

los distintos tipos de células que conforman a la raíz. Posteriormente, se encuentra la ZT 

donde las células comienzan a crecer lentamente, tanto en amplitud como en longitud para 
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posteriormente alargarse en la ZE. En la ZD las células dejan de crecer y alcanzan un estado 

maduro donde algunas células de la epidermis desarrollan pelos radicales (Barrada et al., 

2015; Zluhan-Martínez et al., 2021).  

La RP como las RL están formadas por distintos tipos de capas celulares: la epidermis, córtex 

y endodermis que presentan un arreglo de cilindros concéntricos que rodean a la capa del 

periciclo y este a su vez al haz vascular (Fig. 2b). La cofia y la columela se localizan en la 

punta de la raíz para protegerla de la fricción durante la exploración del suelo (Barrada et al., 

2015; Zluhan-Martínez et al., 2021). 

El mantenimiento de la raíz surge a partir de las células iniciales, las cuales se mantienen un 

estado indiferenciado por eventos de señalización provenientes de un grupo pequeño de 

células con escasa actividad mitótica, denominado centro quiescente (QC, por sus siglas en 

inglés). Al QC rodeado por las células iniciales se le conoce con nicho de células fuente 

(SCN, por sus siglas en inglés) (Fig. 2b) (Barrada et al., 2015; Svolacchia et al., 2020). 

 
Figura 2. Estructura de la raíz primaria de A. thaliana. a) La raíz primaria se divide en diferentes zonas: 
meristemática, de elongación y de diferenciación de pelos radicales. b) Diferentes zonas de la RP y el arreglo 
cilíndrico concéntrico de diversas capas. Las diferentes zonas radicales coloreadas resaltan el proceso celular 
(Svolacchia et al., 2020). 
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2.3 Desarrollo de las raíces laterales de Arabidopsis thaliana  

Las raíces laterales son órganos posembrionarios que se forman por la estimulación de las 

auxinas en la zona de diferenciación de la RP a partir de algunas células del periciclo 

posicionadas en forma adyacente a los polos del xilema. Posteriormente, estas células se 

desdiferencian y proliferan formando un primordio de la raíz lateral (PRL). El desarrollo de 

las RL comprende las siguientes etapas: primación, iniciación y elongación. En la primera 

etapa las células del periciclo conocidas como células fundadoras son marcadas por las 

auxinas lo que promueve la degradación del represor IAA28 y la liberación de los factores 

ARF 5, 6, 7, 8 y 19 (Eljebbawi et al., 2021) (Fig. 3). Posteriormente, en el sitio de 

preramificación, ocurre el establecimiento de la identidad de estas células cuando el represor 

SOLITARY ROOT (SLR)/ Indol-3-Acetic Acid 14 (IAA) es degradado y libera a los ARF7 

y 19, los cuales estimulan la migración nuclear de las células fundadoras de los PRL. En la 

etapa de iniciación de los PRL, altos niveles de auxinas causan la degradación del represor 

BODENLOS (BDL)/IAA12 para liberar al ARF5, el cual junto con los ARF7 y 19 liberados 

durante la pre-ramificación inducen el patrón y la iniciación de las RL. La célula del periciclo 

se divide anticlinalmente para generar dos células, las cuales posteriormente se dividen 

periclinalmente, generando así varias capas que dan lugar al PRL. Finalmente, en la etapa de 

elongación se degrada SHORT HIPOCOTYL 2 (SHY2)/IAA3 con la consecuente liberación 

del ARF7, que junto con los ARF7 y 19 promueven que el primordio rompa paulatinamente 

las diferentes capas de la RP hasta alcanzar la epidermis (Fig. 3) (Banda et al., 2019).   

Por otro lado, durante la organogénesis de las RL también se ha involucrado a las especies 

reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés). El estado redox varía entre las diferentes 

zonas de la RP: ZT, ZM y ZE. En la ZT, el factor de transcripción UPBEAT1 (UPB1) regula 

la homeostasis del superóxido (O₂) y peróxido de hidrogeno (H₂O₂). Las células en la ZM se 

pueden mantener ahí o dirigirse hacia la ZT por una alta relación (O₂/H₂O₂) que estimula la 

división celular, la cual requiere altas concentraciones de O₂ (Fedoreyeva y Kononenko, 

2025). 
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Figura 3. Red que controla la organogénesis de las raíces laterales. Los módulos de señalización de las 
auxinas (color verde) y de las ROS regulan la formación de las RL de A. thaliana. Las flechas verdes representan 
las etapas sucesivas de la formación de las RL (Beckers et al., 2025). 

2.4 Etapas del desarrollo de las raíces laterales  

La formación de RL ocurre a través de dos procesos: i) la estimulación de la diferenciación 

y proliferación de algunas células del periciclo que formaran el PRL, el cual crecerá a través 

de las capas celulares sobrepuestas de la RP y eventualmente surgirá al romper la epidermis 

y ii) la formación del meristemo de la RL. Malamy y Benfey (1997), clasifican el desarrollo 

de los PRL en las siguientes etapas: I) iniciación del primordio en un plano longitudinal, con 

aproximadamente ocho divisiones a partir de una célula del periciclo. II) el primordio consta 

de dos capas celulares generadas por una división periclinal de la primera capa. III) se lleva 

a cabo otra división periclinal para dar lugar a la formación de una tercera capa de células. 

IV) el primordio consta de cuatro capas. V) el primordio alcanza el córtex. VI) el primordio 

forma un domo que alcanza la epidermis, a partir de la VII) el PRL al romper la epidermis 

forma una RL (Fig. 4). 
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Figura 4. Adquisición de la identidad celular del primordio de la raíz lateral. Los números corresponden 
a las etapas de desarrollo del PRL. Los diferentes colores señalan la identidad celular emergente (Malamy y 
Benfey, 1997).  

 

2.5 Reguladores del crecimiento vegetal  

Los reguladores del crecimiento vegetal o fitohormonas son producidos en tejidos específicos 

y se transportan a células distantes para desencadenar una respuesta. Estas fitohormonas 

integran en redes, las señales ambientales y de desarrollo que no solo regulan la morfología 

de las plantas, sino que también las preparan para responder a diferentes tipos de estreses 

bióticos y abióticos. Las fitohormonas según su función se clasifican en dos grupos: i) regulan 

la defensa y ii) modulan el desarrollo vegetal. En el primer grupo se encuentran el ácido 

salicílico, el ácido jasmónico y el etileno. Mientras que el segundo grupo, comprende a las 

auxinas, giberelinas, citocininas, ácido abscísico, estrigolactonas y los brasinoesteroides (Fig. 

5) (Santner et al., 2009).  
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Figura 5. Principales fitohormonas vegetales. Debido a la naturaleza sésil de las plantas, las fitohormonas 
desempeñan funciones específicas en redes de señalización de una gran variedad de procesos requeridos para 
regular su ciclo de vida (Santner et al., 2009). 

 

2.6 Crecimiento vegetal regulado por las auxinas  

Las plantas coordinan su crecimiento y desarrollo a nivel de tejidos y órganos mediante 

fitohormonas. Las auxinas cuyo nombre que se deriva de la palabra griega auxen que 

significa crecer es la fitohormona que participa en prácticamente en todos los procesos de 

desarrollo vegetal que van desde la reproducción, embriogénesis, elongación del hipocótilo, 

formación de las RL y de los PR (Brumos et al., 2018). Las auxinas, además regulan las 

respuestas trópicas a la luz y gravedad (Swarup y Bhosale, 2019). La vía de respuesta a las 

auxinas involucra diferentes procesos: i) homeostasis que comprende la biosíntesis, 

conjugación (unión del AIA a Ala, Leu y Glu) o degradación (Casanova-Sáez et al., 2021); 

ii) el transporte direccional a través del PAT mediante los transportadores de influjo: 

AUXIN1/LIKE-AUX1 y de eflujo PIN y ABCB/MDR/GPG, los cuales generan un gradiente 

de auxinas en los tejidos y iii) percepción y señalización a través de una regulación 

transcripcional (Schaller et al., 2015).  
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2.7 Vía de respuesta a las auxinas 

2.7.1 Homeostasis de las auxinas  

 

La homeostasis de las auxinas implica el equilibrio dinámico entre la biosíntesis, degradación 

o conjugación del AIA que las inactiva para mantener un nivel de la hormona adecuado para 

el desarrollo vegetal. La biosíntesis del AIA se lleva a cabo por dos rutas: dependiente e 

independiente del triptófano (Trp). En la primera a partir del precursor Trp, existen cuatro 

vías distintas que se denominan de acuerdo a la molécula intermediaria: indolacetamida 

(IAM), ácido indol-3-pirúvico (IPA), triptamina (TAM) e indol-3-acetaldoxima (IAOx) (Fig. 

6a). En la vía independiente del Trp, el antranilato es el precursor para la formación del AIA. 

En A. thaliana la principal vía de síntesis del AIA se da a través de la IPA, donde el Trp es 

convertido por la Trp Aminotransferasa (TAA) a IPA, el cual posteriormente es oxidado y 

transformado al AIA por las proteínas YUCCA (YUC), una clase de flavin mono-oxigenasas 

(Fig. 6a) (Cao et al., 2019). 

El nivel de AIA libre se regula mediante su conjugación con azúcares o aminoácidos, 

mediada por la familia de las proteínas amido-synthetases Gretchen Hagen 3 (GH3) (Ruiz 

Rosquete et al., 2012) (Fig. 6b). En Arabidopsis seis proteínas GH3 participan en la 

conjugación del AIA con los aminoácidos (Westfall et al., 2016). Mientras que la 

degradación del AIA por oxidación es catalizada por las IAA oxidasas que dan lugar al ácido 

2-oxoindol-3-acético (OxIAA) (Rolón-Cárdenas et al., 2022) (Fig. 6b). El AIA también 

puede ser metilado por IAMT1, una carboxil metiltransferasa (Takubo et al., 2020).  
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Figura 6. Homeostasis de las auxinas. a) Las cuatro vías de síntesis de AIA dependientes del Trp. Las flechas 
solidas indican las vías en las que se conocen los genes que codifican para las enzimas y las discontinuas son 
vías que no están bien definidas (Mod. Cao et al., 2019). b) Elementos involucrados en el almacén y 
degradación del AIA (Mod. Rolón-Cárdenas et al., 2022). 
 

2.7.2 Transporte polar de las auxinas  

 

Las auxinas desde los sitios de síntesis en la parte aérea son distribuidas a los distintos 

órganos demandantes como la raíz por dos tipos de transporte; uno rápido y no direccional 

que utiliza el floema (Fig. 7a). Mientras que, el PAT, se efectúa célula-célula con la ayuda 

de los acarreadores de influjo AUX/LAX y de eflujo PIN/ABCB/PGP (Fig. 7b) (Cui et al., 

2023). Debido a que el AIA es un ácido débil con un pKa de 4.75, a pH ácido las plantas lo 

adquieren protonado (AIAH) y en forma aniónica (AIA-) a pH neutro. El pH en la pared 

celular es de 5.5, por lo cual alrededor del 15% del AIA está en forma protonada y puede 

difundir a través de la membrana. Mientras que, el citosol cuyo pH es de 7 favorece la 

estructura aniónica AIA- por lo que no puede ser transportado a través de la membrana a las 

células vecinas, así que su transporte requiere tanto de acarreadores de influjo como de eflujo 

(Robert y Friml, 2002; Luschnig y Friml, 2024).  
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Figura 7. Transporte de las auxinas. a) Distribución de las auxinas a través del floema desde las hojas jóvenes 
hacia el ápice radicular (flecha roja). b) Las auxinas protonadas AIAH pueden difundir a través de la membrana 
plasmática, mientras que el AIA- es transportado dentro de la célula por el acarreador AUX1. En el citosol, el 
AIAH al disociarse a AIA- queda atrapado dentro de la célula y solo puede salir por medio de los transportadores 
PIN y ABCB/PGP (Robert y Friml, 2009; Luschnig y Friml, 2024). 

 

2.7.3. Percepción y señalización de las auxinas 

 

Las auxinas son percibidas por el receptor TIR1 que forma parte del complejo denominado 

SCFTIR1 (proteína 1 asociada a la cinasa de la fase S (Skp1), Cullina (CUL1), proteína 1 de 

la caja de anillos (RBX1) y una proteína F-box) localizado en el núcleo. Cuando TIR percibe 

una concentración de las auxinas por debajo de cierto umbral, la repuesta  las auxinas es 

inhibida por una familia de represores AUX/IAA que secuestran a los factores de 

transcripción ARF requeridos para la expresión de los genes de respuesta a auxinas (Fig. 8). 

Mientras que, concentraciones altas de auxinas percibidas por TIR promueven la interacción 

entre el complejo SCFTIR1/AFB y los represores AUX/IAA, que se convierten en sustratos 

del complejo SCFTIR1/AFB que los ubiquitinan y envían al proteosoma 26S para su 

degradación, con la consiguiente liberación de los factores ARF. Los promotores de los genes 

de respuesta a la auxina contienen elementos (AuxRE) sensibles a las auxinas y que son 
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reconocidos por los factores transcripcionales ARF (Fig. 8) (Schaller et al., 2015; Cui et al., 

2023). 

 

Figura 8. Modelo de la percepción y señalización de las auxinas. En niveles bajos de auxinas, los ARF están 
secuestrados por los represores AUX/IAA. Mientras que en niveles altos se degradan a los represores y liberan 
a los ARF, los cuales permiten la transcripción de los genes de respuesta temprana a las auxinas (Mod. Cui et 

al., 2023). 
 

3. Transporte simplástico a través de los plasmodesmos 

El TS se lleva a cabo a través de los plasmodesmos (PD), que son canales nanoscópicos con 

un diámetro de 2-3 nm, que proporcionan una continuidad citoplasmática al atravesar las 

paredes celulares de células vecinas (Fig. 9a). Los PD están revestidos por una membrana 

plasmática (MP) y por una membrana del retículo endoplasmático (RE) comprimido 

denominado desmotúbulo. Entre la MP y el desmotúbulo se forma un espacio conocido como 

manga citoplasmática que es la principal vía de tráfico intercelular a través de los PD. Las 

moléculas que se movilizan a través de este sitio presentan un tamaño de aproximadamente 

70 kDa, (Brunkard et al., 2015; Brunkard and Zambryski, 2017). Los componentes que se 

movilizan a través de los PD son algunos factores de transcripción, mRNA, proteínas del 

sistema vascular, virus y fitohormonas como el AIA (Crawford and Zambryski, 2001; Peters 



 18 

et al., 2021). Por otro lado, los PD se clasifican según su génesis en: “primarios” que se 

forman durante la división celular cuando se establece la nueva pared celular durante la 

citocinesis (Burch-Smith y Zambryski, 2012; Brunkard et al., 2015) (Fig. 9b). Mientras que 

los PD secundarios se insertan a una pared celular existente y pueden ser ramificados (en 

forma de Y o de X). La forma de los PD depende de la etapa de desarrollo de la planta y la 

especificidad del tejido (Fig. 9b) (Brunkard and Zambryski, 2017).  

La membrana plasmática de los PD tiene una composición de proteínas y lípidos específica, 

en A. thaliana dicha membrana está compuesta por balsas lipídicas enriquecidas con 

esteroles y esfingolípidos con ácidos grasos saturados de cadena larga (Grison et al., 2015), 

que permiten la unión a remorinas (Simon-Plas et al., 2011) y por proteínas ancladas por 

medio de las GPI (Fernandez-Calvino et al., 2011). Las proteínas asociadas a los PD que 

regulan su permeabilidad son: CALLOSE SYNTHASE/ GLUXAN SYNTHASE LIKE 

(CALS/GSL, por sus siglas en inglés), las β-1,3-glucanasas localizadas en los PD (PdBG, 

por sus siglas en inglés) las cuales permiten respectivamente, su cierre o apertura. Por otro 

lado, las proteínas que ayudan al posicionamiento de la callosa sobre el cuello de los PD son: 

Pd-Associated Callose Binding Proteins (PDCB, por sus siglas en inglés) (Simpson et al., 

2009) y Plasmodesmata-Located Protein (PDLP, por sus siglas en inglés) (Lee et al., 2011).  

3.1 Dinámica de la apertura o cierre de los plasmodesmos 

La estructura de los PD es compleja y dinámica por su apertura o cierre mediante la 

degradación o deposición de la callosa. La callosa es un polímero de glucosas unidas por 

enlace glucosídico β,1-3 que se posiciona sobre el cuello de los PD (Fig. 8a). La síntesis de 

callosa está regulada CALS/GSL (Vatén et al., 2011; Han et al., 2014; Bayer y Benitez-

Alfonso, 2024), mientras que las proteínas PDCB y PDLP facilitan la unión de la callosa 

alrededor del PD (Simpson et al., 2009). Dicha deposición del polímero ocasiona una 

restricción del TS debido a que la callosa empuja a la MP del PD hacia el desmotubúlo lo 

que causa una contricción de la manga citoplasmática (Tee y Faulkner, 2024). Por otro lado, 

el grado del movimiento de una molécula a través del TS depende tanto de su propio tamaño, 

como de la apertura del PD (Zambryski, 2004), formando así lo que se conoce como límite 

de tamaño de exclusión (SEL, por sus siglas en inglés). El SEL puede ser modulado en 

respuesta a estreses bióticos/abióticos, pero también varía según el tipo celular y la etapa de 
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diferenciación del tejido (Xu et al., 2017; Tee et al., 2023). En tanto que las PdBGs 

contribuyen a la remoción de la callosa y de esta manera restablecen el TS (Benitez-Alfonso 

et al., 2013).  

 
Figura 9. Estructura de los PD. a) Los PD consisten de una manga citoplasmática delimitada por la membrana 
del RE y de la MP de la célula. En el esquema se pueden ver los diferentes lípidos y proteínas que la conforman. 
El acercamiento muestra que la callosa se une a la MP. Abreviaturas: GIPC, glicosil inositol fosfo ceramidas; 
GPI, glicosilfosfatidilinositol. b) Los PD presentan diversas geometrías que varían según el tipo de tejido y la 
etapa de desarrollo vegetal (Bayer y Benitez-Alfonso, 2024). 

 

3.2 Estructura química y biosíntesis de la callosa 

Hace más de 100 años se observó por primera vez mediante una tinción con azul de anilina 

a la callosa en las placas cribosas del floema, en las células de microsporas y en los tubos 

polínicos de algunas plantas (Kauss, 1996). Posteriormente, Aspinall y Kessler, 1957 

caracterizaron la composición química y la estructura molecular de la callosa en la vid. Se ha 

reportado que, el genoma de A. thaliana contiene 12 genes que codifican para las sintasas de 

callosa CALS/GSL. Dichos genes se expresan específicamente en diferentes tejidos y etapas 

de desarrollo o después de la infección por patógenos (Li et al., 2023). Las CALS son 

proteínas transmembranales de múltiples dominios agrupados en dos regiones y con una parte 

central hidrofílica hacia el citoplasma. El bucle hidrofílico contiene el sitio catalítico putativo 

que consta de un sitio de unión a la UDP-glucosa (dominio 1) y otro que une a la 
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glicosiltransferasa (dominio 2). La polimerización de la callosa comienza con UDP-Glc, que 

a su vez es sintetizada por la unión del UTP y la glucosa 1-fosfato mediante la UDP-Glc 

pirofosforilasa. Sin embargo, en el caso de la síntesis de la callosa, debido a que UDP-Glc y 

Sucrose Synthase (SuS, por sus siglas en inglés) están físicamente asociada y complementa 

de esta manera su función se ha que sugerido que la glucosa de la UDP-Glc proviene de la 

Sucrose Synthase (SuS, por sus siglas en inglés). Otras proteínas que pueden estar asociadas 

a las CALS son la actina, tubulina y la UDP-Glc transferasa (UGT-1). Presumiblemente, la 

función de la UGT-1 es facilitar la transferencia de UDP-Glc generada por SuS y 

subsecuentemente canalizar la molécula sustrato a la enzima CALS/GSL (Fig. 10). 

 
Figura 10. Modelo del mecanismo de la síntesis de callosa. La síntesis de callosa se lleva a cabo por UGT1 
que interactúa con CALS, a su vez la proteína Phr interactúa con UGT-1. En el complejo anterior al ser activado 
por Rop1, la UDP-G sintetizada por la glucosa liberada a partir de SuS se convierte en callosa la cual sale de la 
célula. Abreviaciones: UGT-1 = UDP-glucosiltransferasa-1, Phr = fragmoplastina, Rop1 = GTPasa tipo Rho1, 
ANN = anexina, UDP-G = UDP-glucosa, SuS = Sintasa de sacarosa, Suc = Sacarosa (Adhikari et al., 2020). 

 

Como se mencionó antes, la deposición de callosa sobre el cuello de los PD es el mecanismo 

clásico que regula el cierre de los PD. Sin embargo, Fernandez-Calvino et al., 2011, demostró 

a través de un análisis proteómico de los PD que otras proteínas también participan en la 

modulación del TS. Estos autores encontraron 115 proteínas enriquecidas en los PD, las más 

abundantes presentaron múltiples dominios C2 y otras proteínas una región transmembranal 

(MCTP). Ambos tipos de proteínas estructuralmente tienen un dominio de anclaje a la MP, 

con múltiples dominios C2 de unión a lípidos en la región N-terminal y dominios 
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transmembranales en la región C-terminal. Las MCTP promueven en todas las células 

eucariontes un intercambio rápido de moléculas de forma no vesicular, el cual es el 

mecanismo propuesto para que dichas proteínas interactúen con el fosfatidilinositol-4-fosfato 

(PIP4) para su fijación en el RE. De esta manera, en la MP se forman sitios de contacto 

atípicos entre los PD que regulan la dinámica de los PD (Pérez-Sancho et al., 2025). Brault 

y col. 2019, crearon dobles mutantes de Atmctp3/Atmctp4 que presentaron un fenotipo enano, 

hojas retorcidas y múltiples inflorescencias. Un análisis radicular de estas plantas, mostraron 

que el QC y las células de la columela tienen un patrón aberrante (Faulkner y Bayer, 2017; 

Brault et al., 2019). Posteriormente, Oparka y col. en 1999, al analizar la dinámica de la 

apertura o cierre de los PD a través del movimiento de la proteína GFP-esporamina, 

observaron que disminuyo el transporte de GFP en las hojas de la línea Atmctp3/Atmctp4, 

respecto a la Wt.   

3.3 Participación del transporte simplástico en la defensa vegetal 

La defensa de las plantas contra los patógenos involucra tanto a sistemas inmunitarios 

autónomos como no autónomos. Los primeros de basan en lo que se conoce como Pathogen-

Associated Molecular Pattern (PAMP, por sus siglas en inglés), Triggered Immunity (PTI, 

por sus siglas en inglés) y Effector-Triggered Inmminity (ETI, por sus siglas en inglés) (Yan 

et al., 2019). La inmunidad (PTI) consiste en el reconocimiento de patrones generados por 

patógenos, microbios y moléculas formadas durante un daño a través de un receptor del Patter 

Recognition Receptors (PRR, por sus siglas en inglés) y así activan una respuesta inmunitaria 

innata (Meisrimler et al., 2021). Los PTI activan a los receptores PRR para iniciar la 

inducción de la respuesta inmunitaria a través de múltiples procesos biológicos y fisiológicos, 

como la acumulación de ROS, la activación de la señalización de las proteínas cinasas 

activadas por mitógenos (MAPK, por sus siglas en inglés) y la regulación transcripcional de 

genes relacionados con la inmunidad (Yuan et al., 2021). Por otro lado, entre algunos de los 

PAMP que desencadenan la deposición de callosa se encuentra la flagelina (flg2), la quitina 

y el quitosano. En el ataque de los hongos a A. thaliana, la deposición de callosa requiere de 

las proteínas con dominio de motivo lisina (LysM), de la CHITIN ELICITOR RECEPTOR 

KINASE 1 (CERK1) y LYSIN MOTIF DOMAIN-CONTAINING 
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GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOLANCHORED PROTEIN 2 (LYM2) (Faulkner et 

al., 2013; Gong et al., 2020).  

A diferencia del sistema inmunitario autónomo, el no autónomo responde mediante señales 

que se transmiten de células infectadas por hongos, bacterias e incluso virus a células aún no 

infectadas a través de la vía simplástica (Yan et al., 2019; Liu et al., 2021) (Fig. 11).  

 
Figura 11. Componentes de los PD involucrados en la respuesta de defensa del hospedero. Los virus, 
bacterias, hongos e hifas fúngicas se transportan desde las células infectadas a las sanas a través de los PD. Los 
patógenos para facilitar su movimiento intercelular, inhiben la síntesis de callosa ya sea mediante la inactivación 
de las CALS, represión de las PDCB, desestabilización de las PDLP y/o reclutamiento de las PdBG. Los virus 
interactúan con SYTA en la MP para remodelar el PD. Mientras que las remorinas interactúan con la MP del 
PD e impiden el movimiento de los patógenos. Abreviaciones: SYTA, sinaptotagmina A y LYM2, PROTEÍNA 
2 ANCLADA A GPI CONTENIDA EN LYSM; LYK4, LysM (Liu et al., 2021). 

 

Algunos ejemplos de la respuesta de Arabidopsis a patógenos son los siguientes: en hojas de 

Arabidopsis inoculadas con B. cinerea, el patógeno incremento la deposición de callosa (Nie 

et al., 2017), al igual que en las hojas de fresa expuestas a interacciones físicas y a los 

volátiles de B. methylotrophicus (Vicente-Hernández et al., 2019). Tee y col., 2023 

observaron que la respuesta inmediata de defensa vegetal es el cierre de los PD regulado por 

diferentes vías de señalización que convergen en la síntesis de callosa. 



 23 

 

3.4 Participación del transporte simplástico durante el desarrollo vegetal 

 

A. thaliana tiene una familia de doce miembros de sintasas de callosa GSL, Han y col., 2014 

observaron que solo la mutante gsl8 fue incapaz de sintetizar callosa en las hojas de A. 

thaliana, además de que las plantas mostraron un retrasó en su desarrollo y en algunas la 

embriogénesis fue anormal. Debido a que este fenotipo era muy drástico, los autores crearon 

la línea gsl8 condicionada a dexametasona (dsGSL8), donde evaluaron la respuesta 

fototrópica del hipocótilo. Estas plántulas condicionadas en presencia de dexametasona 

fueron incapaces de responder al estímulo de luz, como lo hacen Wt y la mutante dsGSL8 en 

ausencia de dexametasona (Fig. 12a). Respecto a la deposición de callosa, observaron que en 

gsl8 en ausencia de dexametasona se presentó una distribución asimétrica de callosa en el 

sitio del doblado del hipocótilo (Fig. 12b-d). Interesantemente, esta distribución asimétrica 

fue similar a la reportada para las auxinas en el sitio del doblado (Friml et al., 2002). 

 

 

Figura 12. La mutación de GSL8 impide la respuesta fototrópica del hipocótilo y altera la deposición de 

callosa. a) Las plántulas dsGSL8 en presencia de dexametasona son defectuosas en el fototropismo. Tras un 
pretratamiento de 2 h con dexametasona, se aplicó un estimulo de luz (flecha azul) a plántulas etioladas de 3 
días. b-g) Deposición de callosa en sitio de doblado en la respuesta fototrópica de los hipocótilos de dsGSL8; 
las flechas amarillas indican la distribución asimétrica de la callosa en los hipocótilos (Mod. Han et al., 2014). 

 

Por otro lado, Vatén y col. en 2011, analizaron tres mutantes de ganancia de función en 

CALS3 de Arabidopsis: cals3-1d, cals3-2d y cals3-3d, denominadas cals3-d que presentaron 
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una RP corta, fenotipo que correlaciono con la acumulación de callosa (Fig. 13a). En etapas 

tempranas del desarrollo de las RL, las mutantes cals3-d presentaron mayor acumulación de 

callosa. Estos autores tambien crearon la doble mutante de ganancia de función condicionada 

a estradiol icals3m que porta dos mutaciones cals3-1d y cals3-2d. Esta línea mutante se 

expresó bajo el promotor CALS3 específico del floema y CRE1 de la estela, creando a las 

líneas: pCALS3:icals3m y pCRE1:ical3m las cuales presentaron altos niveles de callosa en 

la pared celular de las células de la RP (Fig. 13b-e). 

 

Figura 13. CALS3 regula el desarrollo de la raíz de A. thaliana. a) Fenotipo de plántulas mutantes en CALS3 

de ocho días de edad. b-e) Raíz primaria de A. thaliana Wt, pCRE1::icals3m y pCALS3::icals3m teñidas con 
azul de anilina (Mod. Vatén et al., 2011). 

 

La participación del TS se investigó en la hiponastia de las hojas de A. thaliana, proceso que 

depende del PAT desde la punta de la hoja hacia el peciolo, lo que resulta en el levantamiento 

de las hojas para evitar la sombra de plantas vecinas (Li et al., 2024). Li y col, 2024 

observaron que, para que se lleve a cabo la hiponastia se incrementa la difusión de moléculas 

a través del TS en las células de la endodermis, del parénquima vascular y de la epidermis 

abaxial de las hojas. El TS fue analizado en las mutantes gsl8 de A. thaliana, las cuales al ser 

inducidas con AIA exógeno presentaron una disminución del transporte de auxinas hacia el 

peciolo que ocasionó una reducción del ángulo del levantamiento que correlaciono con 
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niveles bajos de callosa y alta permeabilidad de los PD (Fig. 14a). Por otra parte, las plantas 

gsl8 presentaron un TS de auxinas reducido ocasionado por deficiencia de la canalización de 

las auxinas hacia las células de la epidermis donde ocurre el levantamiento del peciolo. Por 

otra parte, la triple mutante del PAT (pin3pin4pin7) presentó un levantamiento de la hoja 

menor respecto a gsl8 (Fig. 14a). La influencia del PAT en este fenómeno se estudió con el 

inhibidor del PAT, el NPA (Ung et al., 2022). Las plantas Wt al ser tratadas con NPA 

mostraron una reducción en la respuesta del ángulo del hipocótilo, similar a las mutantes 

pin3pin4pin7, mientras que las gsl8 fueron las más afectadas (Fig. 14b). Los autores 

demostraron que la interrupción combinada del PAT y del TS de las auxinas reduce la 

respuesta de la hiponastia. 

 

Figura 14. Respuesta de hiponastia en plantas de Wt, gsl8 y pin3pin4pin7 de A. thaliana. a) La hiponastia 
observada en plántulas Wt, gsl8 y pin3pin4pin7 12 y 24 h después de la inducción con la aplicación de AIA. las 
flechas azules indican el sitio de aplicación de las auxinas. b) El NPA inhibe la hiponastia en plántulas Wt, gsl8 
y pin3pin4pin7 de veintiún días de edad. Las flechas negras indican la aplicación del NPA (Mod. Li et al., 
2024). 

 

3.4.1 Proteínas localizadas en los plasmodesmos que regulan el desarrollo de A. thaliana 

El genoma de A. thaliana contiene once genes que codifican para las proteínas PDCB cuya 

estructura comprende un dominio X8 en el extremo N-terminal, una región no estructurada 

en medio y un motivo de unión a GPI en el C-terminal (Elortza et al., 2003). Las PDCB se 

unen a la callosa a través de su dominio X8 y con ello disminuyen la permeabilidad de los 

PD. Se ha propuesto que las PDCB funcionan como ancla entre la MP de los PD y la callosa 

depositada sobre el cuello del canal para estabilizar al polímero en el PD, lo cual a su vez 

regula el SEL. Otra función de las PDCB es proteger al polímero contra la actividad de 
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degradación de las PdBG (Simpson et al., 2009; Han et al., 2019). Salmon y Bayer en 2013, 

sugirieron que las PDCB estabilizan los micro dominios de las balsas lipídicas que se 

localizan en la MP de los PD creando configuraciones fisicoquímicas de la pared celular 

necesarias para la correcta localización y funcionamiento de las PDCB las cuales regulan la 

homeostasis de la callosa en los PD. Las PDCB1, 2 y 3 que se localizan principalmente en 

brotes apicales y hojas jóvenes (Simpson et al., 2009) funcionan en la liberación de la latencia 

de las yemas apicales de álamo. Mohamed y col. en, 2010, reportaron que el álamo entra en 

un estado latente al disminuir el fotoperiodo por la oclusión estructural de los PD en el ápice, 

lo que aísla al meristemo apical (Rinne et al., 2011). Este fenómeno evita la continuidad 

simplástica de los factores de transcripción implicados en la floración: FLOWERING 

LOCUS T (FT, por sus siglas en inglés) y CENTRORADIALIS-LIKE1 (CENL, por sus 

siglas en inglés). La liberación de la latencia de la yema apical se desencadena por el frío y 

por la presencia del ácido giberélico 4 (GA4) que reestablece la conectividad simplástica en 

el meristemo apical a través de la activación de las PdBg y la eliminación de las PDCB (Sabir 

et al., 2025). 

Respecto al desarrollo radicular, se ha reportado que las proteínas PDCB modulan la 

formación y el patrón de las RL (Benitez-Alfonso et al., 2013; Maule et al., 2013). La 

sobreexpresión de PDCB1 aumentó significativamente la densidad de las RL de A. thaliana 

por la inducción ectópica de los primordios de las raíces laterales (PRL) (Fig. 15a). Este 

fenotipo correlaciono con la expresión ectópica de GATA23, proteína que controla la 

especificación de las células fundadoras de las RL (Fig. 15b-d) (De Rybel et al., 2010). Con 

estos resultados, Benitez-Alfonso et al., 2013 mostraron que PDCB1 regula la iniciación y el 

patrón de las RL a través de la homeostasis de callosa y la permeabilidad de los PD. Por otra 

parte, Maule y col. (2013), identificaron a la PDCB1, a partir de un cribado de proteínas 

inducidas por auxinas e implicadas en la homeostasis de callosa y demostraron que la 

expresión de PDCB1 en los PRL en las etapas de desarrollo III y IV se regula por la adición 

exógena de auxinas. 
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Figura 15. La sobreexpresión de PDCB1 incrementa los sitios de iniciación de las raíces laterales. a) 
Densidad de las raíces laterales de plántulas PdBG1OE y PDCB1OE. b-d) Expresión de GATA en las RL de 
plántulas PDCB1OE (Mod. Benitez-Alfonso et al., 2013). 

 

Otras proteínas que regulan la deposición de callosa sobre los PD son las PDLP, se localizan 

en los PD y presentan una estructura similar a receptores ricos en cisteína (CRK) (Thomas et 

al., 2008). El genoma de A. thaliana contiene ocho genes que codifican para las proteínas 

PDLP1-PDLP8, que son estructuralmente similares (Lee et al., 2011; Wang et al., 2017). Las 

PDLP se componen de una región citoplasmática, una transmembranal y un ectodominio, 

que contiene a su vez presenta dos dominios de función desconocida (DUF26). DAF26 

comúnmente se encuentra en los receptores CRK y muestra un motivo de cisteína conservado 

Cx8Cx2C (Thomas et al., 2008). Específicamente, PDLP5 colocaliza en la MP de la célula 

en la región central del PD. Por otro lado, Amari y col., en 2010 reportaron que las PDLP5 

funcionan como un andamio o receptor para el movimiento de proteínas virales a través de 

los PD y pueden presentar redundancia funcional con otras PDLP. Sin embargo, ha sido 

reportado que estas proteínas no tienen función redúndate y que su expresión y función es 

tejido especifico (Wang et al., 2020). Por otro lado, la perdida de función de PDLP5 ocasiona 

la apertura del cuello del PD, además de aumentar la susceptibilidad a patógenos y también 

altera la resistencia sistémica adquirida (Lee et al., 2011; Wang et al., 2013). Por el contrario, 
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Carella y col. (2014), observaron que la sobreexpresión de PDLP5 restringe el movimiento 

de moléculas y aumenta la inmunidad a los patógenos.  

Lee y col. (2011), crearon líneas mutantes y de sobreexpresión de PDLP5, donde la mutante 

no presentó cambios en el desarrollo vegetal (Fig. 16b) y en la línea de sobrexpresión 

35S:PDLP5 se observó una disminución del desarrollo, así como clorosis en las hojas de 

roseta, respecto a la Wt (Fig. 16a).  

 

 

Figura 16. PDLP5 participa en regulación del desarrollo vegetal. a) Las plántulas 35S:PDLP5 presentan 
clorosis, así como lesiones (cabeza de flecha) en las hojas. b) Fenotipo de plántulas mutantes y de 
sobreexpresión de PDLP5 de 8 días de edad crecidas en MS 0.2X e incubadas en fotoperiodo (Mod. Lee et al., 
2011).  
 

Respecto al desarrollo radicular, Sager y col. (2020), reportaron que en las primeras etapas 

de desarrollo de los PRL, la proteína PDPL5 se localiza en la endodermis, posteriormente en 

el córtex y en la epidermis cuando la RL ha emergido. Este patrón de localización fue similar 

al del transportador de influjo de las auxinas AUX/LAX, lo que les permitió sugerir y 

posteriormente comprobar que la expresión de PDLP5 depende de las auxinas suministradas 

por la parte aérea de la planta (Fig. 17a). Posteriormente, estos mismos autores reportaron 

que las mutantes pdlp5-1 DR5:GUS no presentaron cambios en la longitud de la raíz primaria 

(LRP), pero si un aumento de las RL largas, mientras que en la línea PDLP5OE DR5:GUS 

se observó una disminución en la LRP y RL escasas y cortas (Fig. 17b). Estos autores también 

demostraron que estos fenotipos se debían a que en la mutante pdlp5-1 DR5:GUS se aceleró 

y en PDLP5OE DR5:GUS se retrasó el desarrollo de los RPL (Fig. 17c).  
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Figura 17. PDLP5 regula el desarrollo de las RL de A. thaliana. a) Expresión de PDLP durante el desarrollo 
de los PRL. Las plántulas fueron tratadas con X-Gluc dos días después del corte del brote. Barras de escala, 50 
µm. Los asteriscos indican el centro del PRL. b) Fenotipo radicular de plántulas pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE 

DR5:GUS de once días de edad crecidas en MS 0.5X e incubadas en luz continua. c) Evaluación del desarrollo 
de los PRL en plántulas de 4 días de edad después de una gravi-estimulación. Eje x, horas después de la 
inducción (hdi) y eje z, distribución de los PRL en diferentes etapas de desarrollo (Mod. Sager et al., 2020). 

 

Li y col. (2024), crearon líneas de sobreexpresión de PDLP5-HF y PDLP6-HF donde 

observaron una hiper acumulación de almidón en hojas maduras y un retraso en el desarrollo 

de las plantas. Además, las plántulas PDLP5-HF mostraron una mayor hiper acumulación de 

almidón por la restricción del TS en las hojas (Fig. 18a). En estas líneas, el TS fue analizado 

a través del movimiento del diacetato de 5(6)-carboxifluoresceína (CFDA) (Huang et al., 

2019). El fluoroforo se aplicó en los cotiledones de plántulas PDLP5-HF y Wt de 7 dde, 

donde observaron una disminución de la señal de CFDA, respecto a la Wt. Posteriormente, 

estos autores crearon líneas mutantes de pdlp5 y pdlp6 que no presentaron cambios en el 

fenotipo de las plantas ni en el desarrollo vegetativo ni en el contenido de almidón, lo cual lo 

atribuyeron a la redundancia funcional de las PDLP. Para determinar la expresión celular 

especifica de las proteínas PDLP5 y PDLP6 los autores crearon las líneas 

ProPDLP5:PDLP5-YFP y ProPDLP6:PDLP6-YFP, las cuales al ser observadas bajo 
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microscopia confocal mostraron que la expresión de PDLP5-YFP se detectó principalmente 

en las células de la epidermis, mientras que PDLP6-YFP en la vasculatura de las hojas. 

Respecto a la RP, la expresión de PDLP6-YFP se localizó en la vasculatura y PDLP5-YFP 

en la epidermis y el córtex (Fig.18c). Además, estos investigadores mostraron la expresión 

de PDLP5 y PDLP6 (ProPDLP5 o ProPDLP6) fusionada a GUS, la tinción mostró que 

PDLP5 estaba activo en la epidermis y el mesófilo de la hoja, así como en la epidermis y el 

córtex de la raíz y PDLP6 en el floema de la hoja y de la raíz (Fig. 18c). Finalmente, en 

ensayos de inmunoprecipitación in vitro observaron en los elementos cribosos del floema 

que PDLP6 interacciona con CALS7 y SUS6 y de esta manera regulan el desarrollo vegetal 

y la acumulación de almidón en A. thaliana. 

 

 

Figura 18. La sobreexpresión de PDLP5 y PDLP6 causa un retraso en el crecimiento y sobre acumulación 

de almidón en A. thaliana. a) Fenotipo vegetativo y acumulación de almidón (tinción de Lugol) de plántulas 
de PDLP6-HF de A. thaliana de tres semanas de edad crecidas en fotoperiodo. b) Fenotipo vegetativo y 
acumulación de almidón de plántulas de PDLP5-HF de A. thaliana de tres semanas de edad crecidas en 
fotoperiodo. c) Expresión celular especifica de PDLP5-YFP y PDLP6-YFP en plántulas de dos semanas de 
edad (Mod. Li et al., 2024). 
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Como mencionamos antes, se ha propuesto que las auxinas además de movilizarse a través 

del PAT lo hacen también mediante el TS (Gao et al., 2020; Mellor et al., 2020). Mellor y 

col., 2020, desarrollaron un modelo multicelular computacional in silico de la raíz de 

Arabidopsis para comparar el nivel de auxinas predicho con los datos experimentales de la 

línea reportera DR5:VENUS. Cuando el modelo in silico considero al PAT, los resultados 

mostraron discrepancias en el nivel de auxinas del periciclo, endodermis y columela. Sin 

embargo, las discrepancias desaparecieron cuando el modelo in silico considero tanto al PAT 

como al TS (Fig. 19). Con estos resultados los autores propusieron que se debe analizar 

ambos tipos de transporte en cualquier proceso de desarrollo vegetal donde esté involucrado 

el movimiento de las auxinas. 

 
Figura 19. Distribución de las auxinas regulada por el transporte polar de auxinas y el transporte 

simplástico en la raíz primaria de A. thaliana. a) Discrepancias (color rojo y rosa) del nivel de auxinas 
predicha y observada en DR5:VENUS al considerar al PAT. b) Concordancia (color azul y blanco) del nivel de 
auxinas considerando al PAT y al TS (Mod. Mellor et al., 2020).   

3. La rizosfera: nicho de actividad microbiana 

La raíz de la planta está rodeada por un volumen de suelo denominado rizosfera, la cual es 

un entorno dinámico donde se producen interacciones complejas con los microorganismos 

del suelo que suelen estar presentes en 1x1011 células/g de raíz, con más de 30 000 especies 

(Chen y Lui, 2024). En la actualidad se conoce que la rizosfera no es una región de tamaño 

o forma definida, sino que sus propiedades químicas, biológicas y físicas cambian tanto radial 

como longitudinalmente a lo largo de la raíz. La rizosfera está compuesta por tres zonas 

definidas según su proximidad a la raíz: i) la endorrizosfera que incluye el córtex y la 
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endodermis de la raíz sitio donde los microorganismos y algunos cationes ocupan el espacio 

apoplástico, ii) el rizoplano, que es la zona media adyacente a la raíz e incluye a la epidermis 

y el mucilago radicular y iii) la ectorrizosfera es la capa más externa que va desde el rizoplano 

hacia el suelo. En la rizosfera se encuentran microorganismos como: bacterias, arqueas, 

hongos, nematodos, protozoos, invertebrados y otros organismos que, al interactuar entre sí, 

pueden proporcionar beneficios para la salud de la planta y servir como reservorios de los 

nutrientes (Hartmann et al., 2015). Los microorganismos pueden adherirse a las raíces y 

permanecer en este sito temporalmente o ser arrastrados hacia otra ubicación. Los gradientes 

y abundancia de los microorganismos presentan tendencias opuestas: la abundancia y la 

actividad disminuyen desde las raíces hasta el suelo, mientras que la diversidad desde las 

raíces hasta el suelo aumenta (Fig. 20) (Kuzyakov y Razavi, 2019). 
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Figura 20. Distribución de los microorganismos en la rizosfera. Diversos grupos de microorganismos a lo 
largo de la raíz incluyen: micorrizas arbusculares (violeta, AMF) y ectomicorrizas (azul, EcM); bacterias 
endófitas en el rizoplano y la rizosfera (verde). a) Mayor densidad de PGPR en comparación con los patógenos 
en 2) la rizosfera y 3) a la inversa en el suelo. b) Abundancia de diversos grupos microbianos en 1) en el 
rizoplano, 2) en la rizosfera y 3) en el suelo. c) Liberación de compuestos de señalización de Rhyzobium y otras 
PGPR. d) Infección de los pelos radicales por Rhyzobium y formación de nódulos. Los números en las lupas 
reflejan: 1) el rizoplano, 2) la rizosfera, 3) el suelo (Mod. Kuzyakov y Razavi, 2019).  
 

Los microorganismos pueden interactuar, ya sea con la raíz de la planta huésped (raíz-

microbio) o entre ellos (microorganismo-microorganismo) (Shi et al., 2022). Las diferentes 

interacciones raíz-microbio se clasifican como: i) antagonismo, que consiste en la 

competencia entre los microorganismos, ii) benéficas y iii) neutrales, establecidas por los 

microorganismos para aprovechar los exudados de la raíz como alimento sin dañar a la planta 

(Chepsergon y Moleleki, 2023). 
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Los microorganismos que se encuentran en la rizosfera son: micorrizas, rhizobium, PGPR y 

patógenos. Los tres primeros establecen interacciones benéficas con las plantas y pueden 

clasificarse en tres grupos: i) responsables de la nutrición vegetal, ii) estimulan 

indirectamente el crecimiento de las plantas al prevenir la acción de los patógenos y iii) 

responsables de la promoción directa del crecimiento vegetal. Por otra parte, los exudados 

radiculares son compuestos orgánicos que liberan las raíces hacia la rizosfera, los cuales 

desempeñan una función importante en la composición del microbioma de esta capa de suelo 

(Chen y Lui, 2024). Específicamente, la raíz secreta en los exudados moléculas como: ácidos 

orgánicos que, al disminuir el pH, facilitan la solubilización del fosfato del suelo y lo hacen 

más disponible a las plantas; sacarosa que sirve como fuente de carbono para la bacteria y 

fitohormonas como el AIA, CK, ABA, el GA y el etileno (Fig. 21). 

 

 

Figura 21. Circuito de retroalimentación entre la rizosfera y los exudados radiculares. Los exudados 
radiculares incluyen a los ácidos orgánicos, estrigolactonas, glicerol-3-fosfato (G3P) y cumarinas, algunos de 
los cuales reclutan a los microorganismos benéficos. A su vez, estos microorganismos influyen sobre el 
desarrollo del SR mediante la producción de compuestos orgánicos volátiles, fitohormonas (AIA y CK) y otros 
metabolitos. Los microorganismos benéficos representativos son B. subtilis y A. brasilense, los cuales 
incrementan el crecimiento y la formación de pelos radicales (Mod. Araujo et al., 2025). 
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4.1 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) 

La estimulación del desarrollo vegetal y la protección de las plantas a las enfermedades es 

mitigada por las PGPR. Las PGPR se clasifican en dos grupos de acuerdo a su cercanía a la 

raíz: intercelulares y extracelulares. En el primer grupo se encuentran las bacterias endofíticas 

que deben penetrar al interior de la raíz para poder beneficiar a plantas; ejemplos de estos 

géneros son: Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Allorhizobium, Azorhizobium y Rhizobium. 

Dentro de ellos el de mayor importancia agrícola es Rhizobium, el cual forma nódulos en las 

raíces de las leguminosas que permiten la fijación del nitrógeno atmosférico (Masciarelli et 

al., 2014). Por otro lado, algunos géneros de PGPR que coloniza la raíz son: 

Chromobacterium, Pseudomonas, Serratia, Erwinia, Agrobacterium, Arthrobacter, 

Caulobacter, Flavobacterium, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Klebsiella sp, 

Burkholderia y Micrococcous (Gusain y Bhandari, 2019; Chamkhi et al., 2021). Algunas de 

estas PGPR se han usado como biofertilizantes, fitoestimuladores, rizorremediadoras y 

biopesticidas. El efecto de las PGPR sobre la estimulación del desarrollo vegetal se da a 

través de mecanismos directo e indirecto. El primero facilita la adquisición de hierro, 

nitrógeno y fosfato del ambiente o sintetizan auxinas, citocininas y etileno (Fig. 20). Mientras 

que, en los mecanismos indirectos las bacterias limitan o previenen el daño a las plantas por 

agentes patógenos que incluyen a las bacterias, hongos y nematodos (Oluwaseyi et al., 2017; 

Motte et al., 2019). 

 

4.1.1 Características de la PGPR Azospirillum  

Azospirillum son bacterias gran negativas de vida libre que no forma esporas y crecen en 

condiciones macroaerofilas en forma de bastón o espiral. Además, es el grupo de PGPR 

mejor caracterizado, ya que puede asociarse con la raíz de cereales, tomate, pimiento, 

algodón y con la microalga C. sorokiniana (Assmus et al., 1995; Pereg et al., 2016). Para 

que se establezca Azospirillum en la raíz de la planta, el primer paso es la fijación de bacteria 

para impedir la movilidad que presenta in vitro (Alexandre et al., 2000), en suelo (Bashan y 

Levanovy, 1987) y en agua (Puente et al., 1999). Una vez que se establece la asociación, la 

rizobacteria forma quistes y se moviliza hacia la raíz a través de los flagelos polares. Bashan 
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y de-Bashan 2010, reportaron que Azospirillum modifica preferencialmente la raíz para 

incrementar la toma de agua y nutrientes. Este efecto ha sido relacionado a los cambios en el 

crecimiento, arquitectura y volumen de la planta para mejorar los procesos metabólicos 

requeridos durante su ciclo de vida. Durante la interacción con las plantas, Azospirillum 

utiliza los exudados de la raíz como fuente de carbono y a su vez promueve el crecimiento a 

través de diferentes mecanismos que incluyen la secreción de fitohormonas, la solubilización 

de macro y micronutrientes como: el fósforo, hierro y la fijación del nitrógeno entre otros 

factores (Spaepen et al., 2009).  

La primera evidencia de la fitoestimulación por A. brasilense se observó en plántulas de mijo 

perla y sorgo, la cual fue similar a la obtenida con la aplicación exógena de AIA. El modelo 

propuesto por el cual las fitohormonas sintetizadas por A. baldaniorum inducen cambios 

morfológicos en la planta es el siguiente: disminuye de la elongación de la raíz primaria, 

aumenta el desarrollo de las raíces laterales y adventicias e incrementa el número de pelos 

radicales. Estos cambios significativamente incrementan la superficie y el volumen radicular 

que mejora la adquisición de agua y nutrientes (Spaepen et al., 2014). Dichas modificaciones 

del sistema radicular se dan en respuesta a las auxinas sintetizadas por la rizobacteria. Sin 

embargo, Mora y col. (2023), sugieren que otras moléculas o componentes producidos por la 

bacteria podrían inducir una respuesta similar a la del AIA.  

Por otro lado, la asociación de Azospirillum con las plantas mejora significativamente el 

crecimiento, el desarrollo y en muchos casos el rendimiento del grano en condiciones de 

campo (Cassán et al., 2020). Por tal razón, la rizobacteria es ampliamente utilizada como 

inoculante en la producción de cereales en Sudamérica, en Brasil es empleada en leguminosas 

y soya. Los cambios en el crecimiento vegetal observados por la inoculación con 

Azospirillum, también mejoran la capacidad bacteria para enfrentar el estrés abiótico en 

condiciones de campo (Okon y Labandera-Gonzalez, 1994). En campo se han realizado 

distintas investigaciones en maíz y trigo inoculados con A. brasilense, donde la rizobacteria 

incremento el rendimiento del grano entre 66 y 80º%, respecto al control (Díaz-Zorita y 

Fernández-Caniggia, 2009; Díaz-Zorita et al., 2015). Por otro lado, Kazi et al., 2016, 

demostraron que en la inoculación con Azospirillum primero aumenta la población de 

bacterias en la rizosfera durante las primeras etapas de interacción con las plantas y 

posteriormente se promueven los cambios del sistema radicular. 
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Azospirillium además de ser utilizada como bioinoculante, también es un biorremediador, 

Tugarova y col. (2013), reportaron una reducción de selenio (IV) a selenio (0). Mientras que, 

Arora et al., 2016, también evaluaron su potencial de biorremediación junto con hongos en 

Panicum virgatum (pasto varilla), sobre suelos contaminados con plomo y cadmio  

 

5. Justificación 

La rizobacteria A. baldaniorum Sp245 promueve el desarrollo de las raíces laterales de 

Arabidopsis a través del transporte polar de auxinas y recientemente se ha demostrado que 

las auxinas también pueden movilizarse por medio del transporte simplástico que se lleva a 

cabo a través de los plasmodesmos. El transporte simplástico puede ser controlado 

directamente por la síntesis o degradación de la callosa o indirectamente por proteínas como 

las PDPL5. El transporte simplástico juega un papel clave en una plétora de procesos de 

desarrollo vegetal que van desde la regulación del fototropismo, de la hiponastia hasta el 

desarrollo de las raíces laterales. Por lo antes mencionado, en el presente estudio analizamos 

si el transporte simplástico de las auxinas participa en la estimulación del desarrollo de las 

raíces laterales durante la interacción A. thaliana- A. baldaniorum Sp245. 

6. Hipótesis 

En el desarrollo de las raíces laterales de A. thaliana estimulado por A. baldaniorum 

participa el transporte simplástico de las auxinas 

7. Objetivo general 

Caracterizar la participación del transporte simplástico de las auxinas en la estimulación del 

desarrollo de las raíces laterales de A. thaliana por A. baldaniorum 

7.1 Objetivos específicos 

1. Evaluar el efecto de A. baldaniorum (Sp245 y FAJ0009) sobre la modulación del 

sistema radicular en líneas de A. thaliana que restringen o aumentan el TS. 

2. Analizar el nivel de auxinas, la deposición de callosa, el movimiento de un marcador 

químico en el sistema radicular de líneas de A. thaliana que restringen o aumentan el 

TS en presencia de A. baldaniorum Sp245. 
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3. Analizar el efecto del NPA en líneas de A. thaliana que restringen o aumentan el TS 

en presencia de A. baldaniorum. 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS  

8.1 Material vegetal  

Las semillas utilizadas en esta investigación fueron Wt (Col-0), DR5:GUS (Ulmasov et al., 

1997), pdlp5-1 DR5:GUS, PDLP5OE DR5:GUS (Sager et al., 2020), pCRE1::icals3m y 

pCALS3::icals3m de A. thaliana (Vatén et al., 2011). 

8.2 Desinfección, estratificación, siembra e incubación de las semillas de Arabidopsis 

thaliana  

Las semillas Wt, DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS se trataron con una 

solución de cloro al 5 % y SDS al 1 % y estratificaron 48 h a 4 °C. Posteriormente, las 

semillas se sembraron en placas de Petri con medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) 05.X, 

sacarosa al 0.5%, agar al 0.8% y suplementado con 200 μL/L de una solución vitamínica 

(tiamina 1 mg/mL, piridoxina 5 mg/mL y ácido nicotínico 5 mg/mL). Las cajas se incubaron 

en posición vertical en una cámara de crecimiento vegetal con luz continua durante 5 días, 

para obtener las plántulas de 5 días de edad (dde).  

8.3 Movilización del marcador DR5:GUS al fondo genético de pCRE1::icals3m y 

pCALS3::icals3m  

Las semillas DR5:GUS, pCRE1::icals3m y pCALS3::icals3m se desinfectaron y 

estratificaron 48 h a 4 ºC y se sembraron en medio MS 0.2X. El material se incubó por 15 

días en una cámara de crecimiento con fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad. Las semillas 

que donaron el polen (DR5:GUS) se sembraran primero y una semana después las líneas 

receptoras pCRE1::icals3m y pCALS3::icals3m. Las plántulas de 15 dde fueron transferidas 

a suelo estéril y se incubaron en fotoperiodo hasta que alcanzaron la etapa reproductiva. Una 

vez que las plantas de las líneas pCRE1::icals3m y pCALS3::icals3m presentaron flores, 

algunas de ellas se eligieron para ser fertilizadas con el polen de DR5:GUS. Estas flores, para 

identificarlas se marcaron con un hilo y cuando maduraron las silicuas se obtuvieron las 

semillas de la Filial 1 (F1). Las semillas F1 se cosecharon, almacenaron, desinfectaron y 

sembraron en medio MS 0.2X para seleccionar las plántulas que presentaran el marcador 
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DR5:GUS y el fenotipo DR5:GUS de la donante. Las plántulas seleccionadas se transfirieron 

a suelo estéril, donde se incubaron hasta que alcanzaran la etapa reproductiva para obtener 

las semillas de la F2. Estas últimas, fueron sembradas en medio MS 0.2X, donde se 

seleccionaron las plantas fenotípicamente parecidas a las líneas pCRE1::icals3m y 

pCALS3::icals3m de las cuales se obtuvieron semillas correspondientes a la filial F3. En las 

plantas en F3 se determinó la expresión de DR5:GUS y los fenotipos característicos de 

pCRE1::icals3m y pCALS3::icals3m .  

8.4 Preparación del medio de cultivo  

El medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) (Phytotechnology Laboratories) se 

preparó disolviendo en agua destilada la cantidad de sales correspondientes a las 

concentraciones de 0.2X y 0.5X MS y 0.5% de sacarosa. Después de ajustar el pH a 5.7 con 

una solución de KOH 1M, se agregó 0.8% de agar. Al medio tibio previamente esterilizado 

a 121 ºC por 20 min se añadió 200 μL/L de una solución de vitaminas. 

8.5 Preparación del medio de cultivo para el mantenimiento de Azospirillum 

baldaniorun  

Las bacterias A. baldaniorum Sp245 y FAJ0009 se mantuvieron a 4 ºC en medio de cultivo 

LB-tetraciclina (peptona 10g/L, extracto de levadura 5g/L, NaCl 5 g/L, MgSO4 0.186 g/L, 

CaCl2 0.2775 g/L, agar 1g/L y tetraciclina 10 µM). Las bacterias fueron resembradas cada 

10 días en cajas Petri suplementadas con medio LB-tetraciclina e incubadas toda la noche a 

37 ºC. Cuando las bacterias se utilizaron para adicionarlas al medio MS, se resembraron e 

incubaron 16 h a 37 ºC, posteriormente de estos cultivos se tomaron azadas de bacterias que 

se resuspendieron en un mL de agua destilada estéril. La absorbancia de estas soluciones se 

midió a 600 nm y a partir de la relación 0.9 Abs equivale a 1X108 UFC/mL se determinó la 

concentración de la solución stock. Después, se calculó el volumen requerido de las 

soluciones stock para obtener la concentración de 2.5X105 UFC/mL de Azospirillum 

baldaniorum Sp245 o FAJ0009 en los medios, los cuales se agregaron junto con la solución 

de vitaminas. 

 

  



 41 

8.6 Detección del AIA bacteriano en plántulas de A. thaliana 

Se utilizó la línea reportera DR5:GUS de A. thaliana para analizar la detección del AIA 

sintetizado por A. baldaniorum. Se colocaron cinco plántulas DR5:GUS de 5 dde en cada 

pozo donde se inocularon con 2.5X105 UFC/mL de A. baldaniorum Sp245 o de FAJ0009, 

solos o suplementados con 48.9 µM de L-Trp. Como controles positivos, se añadieron 1 μM 

de AIA disuelto en DMSO o L-Trp. Las cajas de microtítulo se incubaron 16 h luz/8 h de 

oscuridad, a 75 rpm, 22 °C por 1 y 4 días (Mora et al., 2023). Al finalizar los tiempos de 

interacción, se descartó el medio y las plántulas se trataron con una solución de X-Gluc. 

8.7 Actividad histoquímica de GUS 

Las plántulas DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS de A. thaliana expuestas 

a A. baldaniorum se incubaron toda la noche a 37 °C en una solución de X-Gluc (5-bromo-

4-cloro-3-indolil-β-D-glucurónido; Phytotechnology Laboratories®), 1 mM en un buffer de 

fosfatos (NaH2PO4 y Na2HPO4 0.1 M), pH = 7, añadiendo 2 mM de K4Fe(CN)6 y K3Fe(CN)6 

(Jefferson et al., 1987). Posteriormente, las plántulas fueron aclaradas de acuerdo al siguiente 

protocolo: el material vegetal se incubó en una solución ácida (HCl 0.24 N y metanol al 20%) 

por 80 min a 60 °C. Posteriormente, se transfirieron e incubaron en una solución de NaOH 

al 7% y etanol (EtOH) al 60% por 40 min a temperatura ambiente. Después, las plántulas se 

rehidrataron en soluciones de EtOH al     40 %, 20 % y 10 % por 15 min (Malamy y Benfey, 

1997) e incubaron durante la noche en una solución de glicerol al 50 %. Finalmente, las 

plántulas se montaron en portaobjetos y observaron al microscopio (Nikon, Optiphot-2, 

Japón) con un objetivo de 4X. 

8.8 Movimiento del CFDA 

Para evaluar la permeabilidad de los PD, las plántulas de ocho dde de A. thaliana, se 

expusieron a una solución 1 mM de diacetato de 5(6)-carboxifluoresceína (CFDA, Sigma) 

durante 30 minutos y se lavaron con agua. Posteriormente, las muestras se observaron al 

microscopio confocal (Olympus FV1200; Olympus Corp., Tokio, Japón) a = 488 nm de 

excitación y = 505-545 nm de emisión (Benítez-Alfonso et al., 2013). 
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8.9 Tinción de la callosa 

La deposición de callosa se detectó mediante el fluorocromo azul de anilina (Sigma). Para 

este procedimiento, se preparó una solución stock de anilina en buffer de fosfato de sodio 

100 mM (pH = 7.2; 0.1 % p/v). Las plántulas de DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE 

DR5:GUS de ocho dde se incubaron en la solución de anilina por 1.5 h a temperatura 

ambiente. Transcurrido este tiempo, se observaron mediante un microscopio confocal 

(Olympus FV1200) a = 405 nm de excitación y = 460–585 nm de emisión (Müller et al., 

2015). 

8.10 Evaluación de los parámetros de la arquitectura radicular de las plántulas de A. 

thaliana  

El número de raíces laterales se determinó contando las RL presentes a lo largo de la raíz 

primaria utilizando un estereomicroscopio (Iroscope, ES-24, México). Para determinar el 

desarrollo de los primordios de las raíces laterales (PRL), se utilizaron plántulas DR5:GUS 

para facilitar su visualización y conteo de las diferentes etapas del desarrollo de dichas 

estructuras. Las diferentes etapas del desarrollo de los PRL se cuantificaron al primer día de 

interacción. Las plántulas DR5:GUS se incubaron durante la noche a 37 °C en una solución 

de X-Gluc. Después de este tratamiento se aclararon siguiendo el protocolo descrito en la 

sección 8.7. Cada PRL se clasificó de acuerdo con su etapa de desarrollo según lo reportado 

por Malamy y Benfey, 1997. Las etapas de desarrollo de los PRL indicadas con números 

romanos son las siguientes: I, iniciación de los PRL; II, dos capas celulares después de una 

división periclinal; III, la capa externa del primordio se divide periclinalmente, generando un 

primordio de tres capas; IV, PRL con cuatro capas celulares; V, el PRL está a la mitad del 

cortex de la RP; VI, el PRL ha atravesado el cortex y ha penetrado la epidermis. En la etapa 

VII, el PRL empieza a semejarse a la punta de la RP y está a punto de emerger de la RP 

porque alcanzo la capa de la epidermis. 

 

8.11 Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron mínimo tres veces de manera independiente evaluando 

30 plántulas. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa STATISTICA 12.0 que 
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determina si los valores son estadísticamente representativos, se realizo un ANOVA con un 

valor de significancia de p≤0.05, posteriormente se realizó una prueba pos hoc de Tukey. 
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9. Resultados 

 

9.1 Azospirillum baldaniorum Sp245 modifica la arquitectura del sistema radicular e 

induce cambios en la expresión de DR5:GUS 

A. baldaniorum Sp245 induce cambios en el desarrollo del sistema radicular, particularmente 

en la formación de las RL en plántulas de A. thaliana crecidas en medio MS 0.2X e incubadas 

en fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad (Carrillo-Flores et al., 2022). Ahora se determinó si 

el efecto antes mencionado podría alterarse si el material se sembraba en MS 0.5X e incubaba 

en luz continua. Para llevar a cabo esto, establecimos un sistema de interacción planta-

bacteria in vitro utilizando A. thaliana Wt ecotipo Col-0. Después de 6 días de cointeracción, 

la bacteria arresto el crecimiento de la RP e incremento el desarrollo de las RL respecto al 

control sin inocular (Fig. 22). Estos resultados mostraron que la mayor concentración del 

medio MS y la incubación en luz continua no alteraron el efecto que A.baldaniorum induce 

sobre el sistema radicular de A. thaliana. Estos datos muestran que la bacteria induce la 

ramificación radicular y sugieren que A. baldaniorum Sp245 produce metabolitos que son 

percibidos por A. thaliana donde ejercen su actividad biológica modulando la señalización 

de auxinas. 
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Figura 22. Efecto de A. baldaniorum Sp245 sobre el crecimiento de las plántulas de A. thaliana. Las 
plántulas de A. thaliana de cinco días de edad se transfirieron al medio control MS 0.5X o previamente 
inoculado con A. baldaniorum Sp245. (a) Fotografía de plántulas de 11 días de edad (Wt) crecidas en medio 
control. (b) Plántulas (Col-0) tratadas por 6 días con A. baldaniorum Sp245 y fotografiadas transcurrido este 
tiempo. El experimento se repitió tres veces con resultados similares. 
 

Para confirmar esta hipótesis, se llevó a cabo el siguiente experimento: cinco plántulas 

DR5:GUS de cinco dde, se colocaron en pozos de una placa de macrotítulo, donde se añadió 

1 ml de medio MS 0.2X sin e inoculado con A. baldaniorum Sp245 o FAJ0009. Como 

controles positivos, se usaron 1 μM de AIA disuelto en DMSO o 48.9 μM de L-Trp. 

Posteriormente, la caja se selló e incubó en fotoperiodo de 16 h luz/8 h de oscuridad a 75 

rpm, 22 °C por 1 y 4 días. Después de 1d de interacción con A. baldaniorum Sp245, se 

observaron cambios en la expresión de DR5:GUS en la punta de la PR, respecto control (Fig. 

23). Mientras que, el nivel de auxinas en presencia del L-Trp fue similar al control, en el 

experimento de cointeracción de A. baldaniorum Sp245 con Arabidopsis o suplementado con 

L-Trp, incrementó significativamente la expresión del marcador de auxinas a lo largo de la 

RP, desde la punta hasta la zona de diferenciación. Interesantemente, la mutante de A. 

baldaniorum FAJ0009 no indujo cambios en dicha expresión respecto al control, incluso ni 

en el medio suplementado con L-Trp. A los 4 días de cointeracción, una etapa de desarrollo 

más avanzada, se observó un efecto similar al descrito antes en los diferentes tratamientos. 

Sin embargo, A. baldaniorum Sp245, aunque indujo cambios en la expresión de DR5:GUS, 
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la señal se localizó principalmente en la zona de diferenciación (Figs. 23h-n). Este patrón nos 

llevó a plantear la hipótesis de que el movimiento de auxinas podría ser a través del TS. 

  

Figura 23. Efecto de A. baldaniorum sobre el nivel de auxinas (a-n) Tinción con GUS de la raíz primaria de 
plántulas DR5:GUS de A. thaliana crecidas por 5 días en medio sólido MS 0.2X. Posteriormente, las plántulas 
fueron transferidas a medio líquido control MS 0.2X o previamente inoculado con A. baldaniorum Sp245 o 
FAJ0009 donde se incubaron por 1 y 4 días. Para obtener controles positivos, las plántulas se expusieron el 
mismo tiempo a 48.9 µM de L-Trp (b e i) o 1 µM de IAA disuelto en DMSO (c y j). Al final del tiempo de 
incubación, las plántulas fueron tratadas con X-Gluc, seguido de un proceso de aclaramiento. Las plántulas se 
observaron con un estereomicroscopio con un objetivo de 4X. Las fotografías muestran las plántulas 
representativas de al menos 15 plántulas teñidas después de 1 y 4 días de interacción. El experimento se repitió 
dos veces con resultados similares. 

9.2 La inducción de raíces laterales en A. thaliana implica tanto la señalización de 

auxinas como el transporte simplástico 

Para explorar la hipótesis de la participación del TS en los cambios del SR de Arabidopsis, 

llevamos a cabo experimentos de cointeracción entre las bacterias y plantas alteradas en el 

TS. Utilizamos pdlp5-1 DR5:GUS de A. thaliana  que es una mutante que carece de una 

proteína que facilita la deposición de callosa sobre el cuello de los PD y la línea de 

sobreexpresión PDLP5OE DR5:GUS. En condiciones sin inocular o inoculadas con 

FAJ0009, las plántulas de PDLP5OE DR5:GUS mostraron una RP más corta con menos RL 

respecto a DR5:GUS y pdlp5-1 DR5:GUS (Figs. 24a- c, 24g-i). Mientras que, A. baldaniorum 

Sp245 en las tres líneas analizadas inhibió el crecimiento de RP y estimuló el desarrollo de 

las RL (Figs. 24d-f). Un marcado contraste respecto a la cepa A. baldaniorum FAJ0009 que 

no indujo cambios significativos del SR al comparar su efecto con el de A. baldaniorum 

Sp245 (Figs. 24a, b). 
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Figura 24. A. baldaniorum Sp245 para inducir el desarrollo de las raíces laterales de A. thaliana requiere 

parcialmente a PDLP5. (a-i) Las plántulas DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS de A. 

thaliana fueron germinadas y crecidas por 5 días en medio MS 0.5X. Posteriormente, ellas se transfirieron a 
medios MS 0.5X sin la bacteria (control), suplementado con A. baldaniorum Sp245 o A. baldaniorum FAJ0009, 
donde se permitió su interacción por 6 días adicionales. El experimento se repitió tres veces con resultados 
similares. 
 

Se observó en la línea pdlp5-1 DR5:GUS a los 3 días de interacción, un estímulo mayor del 

NRL en respuesta a A. baldaniorum Sp245 respecto a DR5:GUS, a diferencia de la 

inoculación con A. baldaniorum FAJ0009 que no indujo cambios en el SR (Fig. 25a). En el 

caso de la interacción de PDLP5OE DR5:GUS con A. baldaniorum Sp245, se observó que 

la bacteria no indujo la formación de las RL (Fig. 24e). Mientras que la inoculación con A. 

baldaniorum FAJ0009 en PDLP5OE DR5:GUS no cambio el SR (Fig. 25b). 

Las RL emergen a partir de los primordios de las raíces laterales (PRL) que son estructuras 

compuestas por varias capas celulares que varían según su etapa de desarrollo (Fig. 25c). 
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Para determinar si A. baldaniorum Sp245 modula la formación de las RL a través de la 

formación de los PRL de novo o por acelerar su desarrollo, se contabilizó el número de PRL 

en pdlp5-1 DR5:GUS, PDLP5OE DR5:GUS y su respectivo control DR5:GUS. En plántulas 

DR5:GUS, la bacteria indujo tanto la formación como la maduración de los PRL, ya que se 

encontró un mayor número de estas estructuras en los estadios tempranos I-III y tardíos VI-

VI, en comparación con los controles sin inocular (Fig. 25c). Se observó que A. baldaniorum 

Sp245 indujo un efecto similar al de DR5:GUS al interactuar con la las plántulas pdlp5-1 

DR5:GUS, respecto a su control. Interesantemente, en la línea PDLP5OE DR5:GUS, la 

bacteria no indujo la formación de primordios en el estadio I, pero sí lo hizo en el resto de 

los estadios analizados (Fig. 25c). 
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Figura 25. A. baldaniorum Sp245 regula el desarrollo de las raíces laterales de A. thaliana a través de 

PDLP5. Las plántulas de A. thaliana fueron germinadas y crecidas por cinco días en MS 0.5X y luego se 
transfirieron al mismo medio previamente inoculado con cada una de las cepas bacterianas, permitiendo su 
interacción por un período adicional de 3 o 6 días. (a) Número de raíces laterales de plántulas DR5:GUS y 
pdlp5-1 DR5:GUS en respuesta a A. baldaniorum Sp245 y FAJ0009. (b) Número de raíces laterales de plántulas 
DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS en respuesta a A. baldaniorum Sp245 y FAJ0009. (c) Efecto de A. 

baldaniorum Sp245 sobre las etapas de desarrollo de los primordios de las raíces laterales en plántulas 
DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS durante un día de interacción. Las barras de error 
representan los errores estándar (EE) del análisis de 15 plántulas teñidas con GUS. Las letras diferentes indican 
diferencias estadísticas con un valor de p≤ 0.05. El experimento se repitió tres veces con resultados similares. 
 

9.3 A. baldaniorum Sp245 modula diferencialmente la expresión de DR5:GUS en las 

líneas pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS 

 

Como A. baldaniorum Sp245 induce el desarrollo de las RL y esto depende de las auxinas, 

para investigar si existe una posible interacción entre la vía de señalización mediada por 

auxinas y el TS del AIA, analizamos el efecto de A. baldaniorum: Sp245 y la mutante 
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FAJ0009 sobre el nivel de auxinas en las líneas DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE 

DR5:GUS a los 3 y 6 ddi. A los 3 ddi, A. baldaniorum Sp245 aumentó la expresión de 

DR5:GUS en las RL y en la zona de diferenciación celular de la RP, pero FAJ0009 no indujo 

estos efectos (Figs. 26a, d y g). Se observaron efectos similares a los de DR5:GUS en la línea 

pdlp5-1 DR5:GUS inoculada con ambas cepas bacterianas (Fig. 265b, e y h). 

Interesantemente, en la línea PDLP5OE DR5:GUS, se detectó una disminución en la 

expresión del marcador de auxina con A. baldaniorum Sp245 y ningún cambio en la 

expresión del marcador con FAJ0009 (Fig. 26c, f e i). Al analizar los mismos tratamientos 

después de 6 ddi, se observó un efecto sostenido en la expresión de DR5:GUS en pdlp5-1 

DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS con ambas cepas bacterianas, similar a la expresión 

observada a los 3 ddi (Fig. 26a'-i'). 
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Figura 26. A. baldaniorum modula la expresión del marcador auxina a través de PDLP5. Se muestra la 
actividad de la β-glucuronidasa (GUS) en las plántulas de A. thaliana crecidas por tres (a-i) y seis (a'-i') días 
en interacción con la bacteria. Al finalizar el periodo de incubación, las plántulas fueron tratadas con X-Gluc, 
seguido de un proceso de aclarado. Las plántulas se observaron en un estereomicroscopio con un objetivo de 
4X. Se muestran individuos representativos de 15 plántulas teñidas. El experimento se repitió dos veces con 
resultados similares. 
 

Para determinar si la inducción de las RL mediada por las auxinas producidas por A. 

baldaniorum Sp245 implica al TS, realizamos un experimento con 1 µM de NPA, un 

inhibidor del PAT que afecta la formación de las RL. Como era de esperar, el NPA redujo 

drásticamente la formación de las RL. Cabe destacar que el inhibidor del PAT redujo 60% la 

formación de las RL inducida por la rizobacteria, en comparación con el tratamiento 

bacteriano sin NPA (Fig. 27). Se observó un efecto similar al de DR5:GUS en la interacción 

de A. baldaniorum Sp245 sobre pdlp5-1 DR5:GUS. Interesantemente, en el caso de 

PDLP5OE DR5:GUS, la bacteria indujo la formación de las RL. Sin embargo, el NPA solo 

disminuyó 30% la inducción de las RL. El experimento observado, después de 6 días de 

interacción presento una tendencia similar al de 3 días (Fig. 27). 



 52 

 

Figura 27. Efectos del NPA sobre la promoción del desarrollo de las raíces laterales en A. thaliana por A. 

baldaniorum Sp245. Plántulas de cinco días de edad fueron transferidas a medio 0.5X MS con y sin 1 µM de 
NPA y con y sin 2.5X105 UFC/mL de la cepa bacteriana Sp245, además de la adición de 1 µM de NPA. En 
estas condiciones, se permitieron interacciones entre la rizobacteria y las plántulas por 3 y 6 días. Los 
histogramas muestran el promedio de 25 plántulas ± SE. Las letras indican diferencias estadísticamente 
significativas entre los tratamientos después las pruebas ANOVA y HSD post hoc (p ≤ 0,05). El experimento 
se repitió tres veces con resultados similares. 

9.4 El transporte simplástico y la acumulación de callosa están modulados por A. 

baldaniorum Sp245 en el sistema radicular de A. thaliana 

Para evaluar la comunicación intracelular de los PD, las plántulas DR5:GUS, pdlp5-1 

DR5:GUS, PDLP5OE DR5:GUS y DR5:GUS se expusieron al fluoróforo CFDA. Esta 

molécula al ser escindida por esterasas libera un compuesto fluorescente, el cual atraviesa los 

PD y se acumula en el ápice radicular. En este experimento, se detectó una menor 

fluorescencia en PDLP5OE DR5:GUS y mayor en pdpl5 DR5:GUS respecto al control 

DR5:GUS (Figs. 28a-c). Estos resultados eran los esperados, PDLP5OE DR5:GUS con PD 

cerrados impide el movimiento del CFDA, mientras que en pdlp5-1 DR5:GUS es mayor el 

movimiento del fluoróforo por la apertura de los PD. 
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Figura 28. PDLP5OE DR5:GUS reduce la permeabilidad de los plasmodesmos en A. thaliana. (a-c) Se 
analizó el transporte simplástico para medir la difusión, acumulación y fluorescencia del diacetato de 5-(6)-
carboxifluoresceína (CFDA), 1 mM fue aplicado al follaje de las plántulas DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y 
PDLP5OE DR5:GUS de 6 días después de la germinación. 30 minutos después de la exposición al fluoroforo, 
las plántulas se colocaron en portaobjetos y observaron bajo un microscopio confocal a 40X de aumento. Se 
muestran individuos representativos de 15 plántulas teñidas. El experimento se repitió dos veces con resultados 
similares. 
 

Para determinar si la callosa participa en la modulación del transporte de CFDA, las plántulas 

DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS  e inoculadas con A. baldaniorum 

Sp245 se trataron con azul de anilina para la detección de la callosa. Se observó una 

disminución de la intensidad de fluorescencia en pdlp5-1 DR5:GUS respecto a PDLP5OE 

DR5:GUS y su control DR5:GUS (Figs. 29a-c), lo que indica variaciones significativas de 

callosa entre las tres líneas analizadas. Interesantemente, A. baldaniorum Sp245 indujo un 

aumento en la intensidad de fluorescencia de las líneas pdlp5-1 DR5:GUS y DR5:GUS en 

comparación con sus respectivos controles sin la bacteria (Fig. 29). En PDLP5OE DR5:GUS, 

el tratamiento bacteriano alteró la distribución de la callosa en el ápice de la raíz primaria y 

se localizó el polímero predominantemente en la epidermis (Fig. 29f). 
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Figura 29. A. baldaniorum induce la deposición de callosa en la raíz de A. thaliana. El polímero fue 
detectado en plántulas de DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS de 5 días de edad y 3 días de 
interacción con A. baldaniorum Sp245. Después de la aplicación de azul de anilina, las plántulas se montaron 
en portaobjetos y se observaron con un microscopio confocal 20X. Se muestran individuos representativos de 
15 plántulas teñidas. El experimento se repitió dos veces con resultados similares. 

9.5 Participación de la sintasa de callosa 3 durante el desarrollo de las RL de A. thaliana 

inducidas por A. baldaniorum Sp245 

El TS está regulado por la síntesis o degradación de la callosa, el primer proceso lo llevan a 

cabo las sintasas de callosa (CALS). En este trabajo se utilizaron las líneas dobles mutantes 

de ganancia de función en la síntesis de callosa condicionadas a estradiol (icals3m), bajo los 

promotores pCRE1 (donde la apertura o cierre de los PD se lleva a cabo en el floema y 

xilema) y pCALS3 (en el floema) (Váten et al., 2011). Primero se analizó el efecto de A. 

baldaniorum Sp245 (barras azules) sobre el sistema radicular de pCRE1::icals3m, donde se 



 55 

observó que a partir del tercer ddi un arresto del crecimiento de la RP y un estímulo del 

desarrollo de las RL, respecto al control (barras rojas) (Fig. 30a-b). Mientras que, cuando los 

PD están cerrados (presencia de estradiol) junto con la rizobacteria (barras amarillas) no se 

presentaron cambios respecto al efecto ocasionado por la apertura de los PD (barras azules). 

El único cambio que causo el cierre de los PD en presencia de A. baldaniorum fue una 

reducción del 40% en el crecimiento de las RL, respecto a cuando los PD están abiertos (barra 

azul vs barra amarilla). 

 

Figura 30. Efecto de A. baldaniorum Sp245 sobre la arquitectura radicular de pCRE1::ical3m. Las 
plántulas pCRE1::icals3m de 5 dde se transfirieron a medios de cultivo MS 0.2X control y suplementados con 
2.5X105 UFC/mL de A. brasilense, se adicionó a ambos medios 10 µM de estradiol y se incubaron durante 1, 
3 y 6 días. a) Longitud de la raíz primaria. b) Número de raíces laterales. c) Densidad de las raíces laterales. d) 
Longitud de las raíces laterales de plántulas expuestas 6 días a A. brasilense. Los valores representan el 
promedio de 30 plántulas +/- error estándar. Las letras indican las diferencias estadísticamente significativas 
entre los parámetros de la prueba de Tukey (P≤0.05). El experimento se repitió tres veces con resultados 
similares. 

 

Como uno de nuestros objetivos consistía en analizar el nivel de auxinas en plántulas de A. 

thaliana inoculadas con A. baldaniorum Sp245, en el fondo genético pCRE1::icals3m y 

pCALS3::icals3m se movilizó el marcador de auxinas DR5:GUS. En la filial F3 de 

pCRE1::icals3m lo primero que se determinó fueron los parámetros de la arquitectura 

radicular de las plántulas inoculadas con la rizobacteria. Se muestra que A. baldaniorum 

(barras azules) a partir del tercer ddi arresto el crecimiento de la RP (31a) y estimulo el 
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desarrollo de las RL, respecto al control (barras rojas) (Fig. 31b). El cierre de los PD en 

presencia de Azopirillum no causo cambios respecto al efecto ocasionado por la rizobacteria 

cuando los PD están abiertos (barras azules). El único cambio que indujo el cierre de los PD 

fue 22% de disminución del crecimiento de las RL, respecto a la apertura de los PD (barra 

azul vs barra amarilla) (Fig. 31d). Mientras que el marcador de auxinas se localizó en la punta 

de la RP con una ligera disminución cuando los PD están cerrados (Fig. 31e). Estos resultados 

muestran que la movilización del marcador DR5:GUS al fondo genético de pCRE1::icals3m 

no causó cambios sobre el sistema radicular inducido por A. baldaniorum Sp245. 
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Figura 31. Efecto de A. baldaniorum sobre la arquitectura radicular y el nivel de auxinas de 

pCRE1::icals3m  DR5:GUS. Las plántulas pCRE1::icals3m DR5:GUS de 5 dde se transfirieron a medios de 
cultivo MS 0.2X control y suplementados con 2.5X105 UFC/mL de A. brasilense, se adicionó a ambos medios 
10 µM de estradiol y se incubaron durante 1, 3 y 6 días. a) Longitud de la raíz primaria. b) Número de raíces 
laterales. c) Densidad de las raíces laterales. d) Longitud de las raíces laterales de plántulas expuestas 6 días a 
A. brasilense. e) Nivel de auxinas en la punta de raíz primaria de plántulas expuestas tres días a la rizobacteria. 
Los valores representan el promedio de 30 plántulas +/- error estándar. Las letras indican las diferencias 
estadísticamente significativas entre los parámetros de la prueba de Tukey (P≤0.05). El experimento se repitió 
tres veces con resultados similares. 

 

9.6 Efecto de A. baldaniorum sobre la arquitectura radicular de pCALS3::icals3m 

Posteriormente, se analizó el efecto de A. baldaniorum Sp245 sobre los parámetros del 

sistema radicular de pCALS3::icals3m, cuyo cierre de los PD se lleva a cabo solamente en el 
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floema. A. baldaniorum (barras azules) arresto el crecimiento de la RP a partir del tercer ddi 

e incremento el número de las RL (Fig. 32a-b), respecto al control (barras rojas). Al tercer 

ddi, el cierre de los PD en presencia de la rizobacteria (barras amarillas) redujo 57% el 

número de las RL, mientas que a los 6 ddi disminuyó 33% el crecimiento de las RL, respecto 

al control (barras azules vs barras amarillas) (Fig. 32c-d). 

 

Figura 32. Efecto de A. baldaniorum Sp245 sobre la arquitectura radicular de pCALS3::icals3m. Las 
plántulas pCALS3::icals3m de 5 dde se transfirieron a medios de cultivo MS 0.2X control y suplementados con 
2.5X105 UFC/mL de A. brasilense, se adiciono a ambos medios 10 µM de estradiol y se incubaron durante 1, 
3 y 6 días. a) Número de raíces laterales. b) Longitud de las raíces laterales de plántulas con 6 ddi con A. 

brasilense. c) Densidad de raíces laterales. d) Longitud de las raíces laterales. Los valores representan el 
promedio de 30 plántulas +/- error estándar. Las letras indican las diferencias estadísticamente significativas 
entre los parámetros de la prueba de Tukey (P≤0.05). El experimento se repitió tres veces con resultados 
similares. 

 

Por otra parte, en las plántulas pCASL3::icals3m DR5:GUS en presencia de estradiol, A. 

baldaniorum Sp245 a los 3 ddi provocó 30% de disminución del NRL (Fig. 33a). Mientras 

que a los 6 ddi, cuando se cierran los PD, la bacteria ocasiono 43% de reducción en el 

crecimiento de las RL (Fig. 33d). Estos resultados muestran que el TS de las auxinas a través 

del floema modulan el desarrollo de las RL estimulado por A. baldaniorum a los 3 ddi (Fig. 

33a y b). En la figura 33e, se muestra que las auxinas en la punta de la RP y en el haz vascular, 
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disminuyeron fuertemente cuando los PD se cierran (en presencia de estradiol). Azospirillum 

baldaniorum Sp245 ocasionó un aumento de auxinas cuando los PD están abiertos y su cierre 

provoco una fuerte disminución de auxinas en la punta de la PR y en el haz vascular. 

 

Figura 33. Efecto de A. baldaniorum Sp245 sobre la arquitectura radicular y el nivel de auxinas de 

pCALS3::icals3m  DR5:GUS. Las pCASL3::icals3m DR5:GUS de 5 dde se transfirieron a medios de cultivo 
MS 0.2X control y suplementados con 2.5X105 UFC/mL de A. baldaniorum Sp245, se adicionó a ambos medios 
10 µM de estradiol y se incubaron durante 1, 3 y 6 días. a) Longitud de la raíz primaria. b) Número de raíces 
laterales. c) Densidad de las raíces laterales. d) Longitud de las raíces laterales de plántulas expuestas 6 días a 
A. brasilense. e) Nivel de auxinas en la punta de raíz primaria de plántulas expuestas tres días a la rizobacteria. 
Los valores representan el promedio de 30 plántulas +/- error estándar. Las letras indican las diferencias 
estadísticamente significativas entre los parámetros de la prueba de Tukey (P≤0.05). El experimento se repitió 
tres veces con resultados similares. 
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10. Discusión  

En el suelo, existen comunidades complejas de microorganismos que, dentro de su nicho 

ecológico, pueden interactuar con las raíces de las plantas (Ortíz-Castro et al., 2009). Esto 

puede ocurrir físicamente, mediante procesos de colonización o por el intercambio de 

compuestos de bajo peso molecular que difunden en el suelo y que son posteriormente 

percibidos por los organismos receptores, desencadenando respuestas bioquímicas, 

moleculares y fisiológicas (López-Bucio et al., 2007; Gutiérrez-Luna et al., 2010; Spaepen 

et al., 2014; Contreras-Cornejo et al., 2022). Por ejemplo, el hongo rizosférico Trichoderma 

virens produce 13.48 ± 0.97 µg/l de AIA, suficiente para inducir el desarrollo de las RL de 

A. thaliana mediante un mecanismo molecular que involucra a AUX1, un transportador de 

influjo de las auxinas que participa en el movimiento acropetal y basipetal de las auxinas 

hacia la punta de la raíz (Swarup et al., 2001; Contreras-Cornejo et al., 2009). 

Se sabe que A. baldaniorum Sp245 es una PGPR que induce cambios en el SR de varias 

especies de plantas (Spaepen et al., 2009; Spaepen et al., 2014; Licea-Herrera et al., 2020; 

Carrillo-Flores et al., 2022). Sin embargo, los factores moleculares implicados en la 

modulación de la plasticidad y la ramificación del SR siguen siendo en gran medida 

desconocidos. En este estudio, investigamos el efecto de la inoculación de A. baldaniorum 

Sp245 sobre elementos bioquímicos, moleculares y hormonales clave que regulan la 

inducción de las RL de A. thaliana. 

Inicialmente, observamos que, después de 6 días de interacción, A. baldaniorum Sp245 

indujo el acortamiento de la PR y la formación de RL. Este efecto ya había sido descrito 

previamente (Spaepen et al., 2014; Méndez-Gómez et al., 2021; Carrillo-Flores et al., 2022), 

pero en esta investigación usamos condiciones diferentes de crecimiento a las habituales 

como son: MS 0.5X e incubación en luz continua. En estas condiciones el sistema radicular 

de A. thalina mostro un fenotipo similar al antes mencionado lo que indica que las 

condiciones de interacción bacteria-planta en in vitro se establecieron correctamente para 

reproducir los datos comparativos con otros trabajos. La inducción de las RL es una respuesta 

fisiológica que resulta en la modulación de la señalización de auxinas (Roychoudhry y 

Kepinski, 2022). 
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Durante las interacciones planta-microorganismo, las auxinas son producidas por el 

microorganismo y posteriormente percibidas por las raíces. Los experimentos in vitro 

mostraron que Arabidopsis inoculada con A. baldaniorum y la presencia de un inhibidor de 

la enzima YUCA (implicada en la principal vía de biosíntesis de AIA en plantas), causaron 

un aumento en el desarrollo de las RL similar al inducido por A. baldaniorum (Carrillo-Flores 

et al., 2022). Estos resultados sugieren que la estimulación del desarrollo de las RL por A. 

baldaniorum no implica la estimulación de la síntesis endógena del AIA en Arabidopsis. Las 

auxinas sintetizadas por los microorganismos desencadenan múltiples mecanismos de 

señalización que involucran la participación de proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPK6) y la expresión de genes relacionados con la división celular y la elongación, cuya 

expresión se evidencia por cambios en el fenotipo radicular (Contreras-Cornejo et al., 2015; 

Carrillo-Flores et al., 2022).  

En este contexto, para determinar si la inducción de las RL de A. thaliana Wt (Col-0) causada 

por A. baldaniorum Sp245 involucra la señalización de auxinas, se analizó la expresión del 

reportero DR5:GUS, un gen sensible al AIA. Después de 1 día de interacción, se encontró 

que la bacteria aumentó la expresión de este gen. Interesantemente, la expresión de DR5:GUS 

aumentó drásticamente en la zona de diferenciación de la RP después de la aplicación de L-

Trp al medio (Fig. 26), lo que sugiere que en la interacción con las plantas, las bacterias 

producen AIA a partir de este aminoácido. Una gran cantidad de reportes indican que el 82% 

de las bacterias son capaces de sintetizar AIA a partir de L-Trp secretado por las plantas y 

que las vías de síntesis utilizadas por las PGPR son: IPA y triptamina (Zhang et al., 2019; 

Noor et al., 2023). En A. baldaniorum, la biosíntesis de AIA se produce a partir de L-Trp, 

convirtiendo este aminoácido en ácido indol-3-pirúvico y luego a través de la actividad de la 

indol-3-pirúvato descarboxilasa produce AIA (Ganusova et al., 2025). En plantas, los 

siguientes compuestos se han identificado como intermediarios en la biosíntesis de AIA: (i) 

indol-3-acetonitrilo, (ii) indol-3-acetamida, (iii) ácido indol-3-pirúvico y (iv) triptamina 

(Woodward y Bartel, 2005). La mutante FAJ0009 de A. baldaniorum, que produce niveles 

muy bajos de IAA (90% menos que la cepa de tipo silvestre A. baldaniorum Sp245) (Spaepen 

et al., 2007; Spaepen et al., 2014). En la interacción de FAJ0009 con DR5:GUS, no se 

observaron cambios en la expresión de auxinas, incluso después de la suplementación con L-

Trp (Spaepen et al., 2014). 
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Los cambios en la expresión de DR5:GUS  sugieren que el acortamiento de la PR y la 

emergencia de las RL modulados por la bacteria involucran al AIA como señal molecular 

durante la interacción bacteria-planta. Sin embargo, los efectos inducidos por el AIA puro en 

el SR difieren ligeramente del fenotipo inducido por la bacteria per se. Por ejemplo, el AIA 

induce acortamiento en la PR y una disminución en la formación de las LR, mientras que A. 

baldaniorum Sp245 induce acortamiento de la RP y aumenta la formación de LR. Esto 

sugiere que durante la interacción con A. thaliana, A. baldaniorum Sp245 podría estar 

sintetizando otras moléculas como el etileno (Carlew et al., 2025), compuestos orgánicos 

volátiles (Méndez-Gómez et al., 2021), flagelina (Mora et al., 2023) y exopolisacáridos 

(Viruega-Góngora et al., 2020), que convergen con la señalización de auxinas para modular 

la emergencia de las RL. 

El desarrollo de las RL de Arabidopsis thaliana inducidos por Azospirllum baldaniorum 

depende del PAT (Carrillo-Flores et al., 2022). Recientemente, se ha sugerido que tanto el 

PAT como el TS deberían considerarse en los procesos de desarrollo vegetal que involucran 

el transporte de auxinas (Mellor et al., 2020). Por esta razón, se utilizaron las líneas pdlp5-1 

DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS, con un TS acelerado y restringido, respectivamente. Los 

fenotipos de las líneas mutantes y de sobreexpresión de PDLP5 son contrastantes: pdlp5-1 

DR5:GUS mostró RL más largas, mientras que en PDLP5OE DR5:GUS las RL fueron 

escasas y pequeñas. El fenotipo radicular de pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS es 

ocasionado por una aceleración y retraso en el desarrollo de los PRL, respectivamente (Sager 

et al., 2020). El comportamiento antes mencionado lo observamos en nuestras condiciones 

experimentales (Fig. 25). Mientras que, Benitez-Alfonso y col. en 2013, reportaron que la 

sobreexpresión de PDCB en A. thaliana incrementa el desarrollo de las RL, debido a que 

disminuye la distancia entre los sitios de formación de los PRL. 

Debido a que los PD forman parte de la comunicación intercelular y desempeñan una función 

crucial a lo largo del ciclo de vida de las plantas y como durante la interacción Arabidopsis-

A. baldaniorum Sp245, el AIA es una molécula que debe transportarse entre las células, 

investigamos si el TS y la señalización de AIA participan en la inducción de las RL modulada 

por la rizobacteria. 
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La proteína PDLP5 localizada en los plasmodesmos de A. thaliana está compuesta por 299 

aminoácidos y presenta una masa de 31 804 Da. La proteína es un factor involucrado en el 

TS porque modula el tráfico intercelular, pero su participación en las interacciones 

microorganismo-planta sigue siendo en gran medida desconocida (Bayer y Benítez-Alfonso, 

2024). En este trabajo, realizamos experimentos de interacción entre A. baldaniorum Sp245 

y pdlp5-1 DR5:GUS, afectada en la acumulación de callosa sobre el cuello de los PD y la 

línea PDLP5OE DR5:GUS que sobre acumula el polímero. Como era de esperar, A. 

baldaniorum Sp245 indujo un acortamiento de la longitud de la RP y un incremento en la 

ramificación de las RL, mientras que la mutante FAJ0009 no provoco cambios respecto al 

control DR5:GUS (Spaepen et al., 2014). 

Interesantemente, después de 3 días de interacción, A. baldaniorum Sp245 indujo 40% de 

aumento en la formación de las RL en pdlp5-1 DR5:GUS, respecto a DR5:GUS. Sin embargo, 

FAJ0009 no indujo la formación de RL en esta planta mutante (Fig. 25a). Además, en la línea 

PDLP5OE DR5:GUS no se observó un aumento en la ramificación de las RL (Fig. 25b), lo 

que sugiere que el transporte simplástico del AIA a través de PD contribuyó a la formación 

de las RL durante la interacción. Estudios detallados de las RL revelaron que A. baldaniorum 

Sp245 al liberar auxina, induce la formación de novo de los PRL y su posterior maduración 

(Fig. 25c), donde PDLP5 es necesaria para orquestar este efecto de forma controlada. 

La modulación del transporte del AIA a través de los PD también puede inferirse por el 

análisis de la expresión de DR5:GUS, en pdlp5-1 DR5:GUS, la cual se expresa en la 

epidermis de la zona de diferenciación de las RL. Este hecho es relevante y muestra una 

conexión clara entre la señalización del AIA y la expresión de PDLP5 que se produce entre 

las células de la epidérmicas y del córtex (Sager et al., 2021; Li et al., 2024). En la interacción 

bacteria-planta, no se observaron cambios en el nivel de auxinas en PDLP5OE DR5:GUS 

inoculada con A. baldaniorum Sp245, ni en la línea pdlp5-1 DR5:GUS inoculada con la 

mutante FAJ0009 (Fig. 26). Estos resultados sugieren que A. baldaniorum Sp245 modula la 

formación de las RL mediante la producción del AIA y la participación del TS, a través de la 

proteína PDLP5. Para confirmar este hallazgo, se realizaron experimentos con las líneas 

mutantes y sobrexpresión de PDLP5, crecidas en presencia de NPA, un inhibidor del PAT, 

e inoculadas con A. baldaniorum Sp245. 
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Como era de esperar, en la línea DR5:GUS, el NPA redujo la formación de las RL respecto 

al control sin inocular y sin NPA. La rizobacteria incremento el NRL nueve veces y solo 

redujo 60% la ramificación de las RL en comparación con las plantas tratadas con el inhibidor 

y la bacteria. Interesantemente, se observó un efecto similar en la línea PDLP5OE DR5:GUS, 

aunque en menor proporción (30%), lo que sugiere que la formación de las RL en presencia 

del NPA y A. baldaniorum Sp245 se debe a la formación del máximo de auxinas después del 

secuestro del AIA, causado por el cierre de los PD, debido a la acumulación de callosa. Falta 

determinar si durante la interacción A. thalina-A. baldaniorum el PAT y el TS funcionan en 

paralelo o presentan un efecto compensatorio (Li et al., 2024). 

Se investigó la apertura de los PD y el tráfico molecular en las líneas pdlp5-1 DR5:GUS y 

PDLP5OE DR5:GUS utilizando el diacetato de 5(6)-carboxifluoresceína (CFDA). El CFDA 

es una molécula que se desplaza rápidamente a través de los tejidos vivos (Rutschow et al., 

2011). Este experimento mostró claramente un mayor flujo y acumulación de la molécula 

fluorescente en la raíz de pdlp5-1 DR:GUS, lo que indica que los PD estaba abiertos. Sin 

embargo, en la línea PDLP5OE DR5:GUS, el flujo de CFDA disminuyó en comparación con 

DR5:GUS debido al cierre de los PD. En este contexto, se detectó acumulación de callosa en 

las mismas líneas, revelando menor fluorescencia del polímero en pdlp5-1 DR5:GUS que en 

PDLP5OE DR5:GUS, lo que demuestra que, en estas líneas, la acumulación de callosa está 

directamente relacionada con la actividad de PDLP5 y la apertura de los PD. 

Se sabe que los altos niveles de callosa tras su acumulación correlacionan con un menor 

tráfico intercelular a través de PD (Zavaliev et al., 2011; De Storme y Geelen, 2014). 

Interesantemente, descubrimos que A. baldaniorum Sp245 indujo mayor acumulación de 

callosa en las líneas DR5:GUS, pdlp5-1 DR5:GUS y PDLP5OE DR5:GUS en comparación 

con sus respectivos controles. Esto indica que, durante la interacción bacteria-planta, A. 

baldaniorum Sp245 altero la acumulación de callosa y en consecuencia la apertura de los PD 

y el transporte del AIA en la raíz. A. baldaniorum es una PGPR, que durante los primeros 

días de interacción A. thaliana la percibe como un patógeno lo que causa un incremento en 

la síntesis y deposición de callosa sobre el cuello de los PD (Spaepen et al., 2014). 

Los datos recientes sobre la funcionalidad de los plasmodesmos derivados de efectos 

electrocinéticos en sistemas nanofluídicos, ha permitido proponer un modelo que ilustra que, 
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cuando existe un equilibrio iónico (cationes y aniones) en la solución acuosa que conecta dos 

sistemas (células), no hay flujo neto de iones entre ellas (célula a célula) dentro del sistema. 

Sin embargo, cuando se produce un desequilibrio iónico (por ejemplo, exceso de aniones) en 

uno de los dos componentes del sistema, esto promueve el transporte de dichos iones de un 

lado del sistema al otro, es decir, célula a célula para alcanzar el equilibrio (Peters et al., 

2021), lo que puede ocurrir en el caso del AIA. Sin embargo, cuando los plasmodesmos se 

bloquean por exceso de callosa, como en el caso de la línea PDLP5OE DR5:GUS, el flujo 

del AIA se ve afectado. No obstante, esta suposición debe investigarse en detalle. 

El TS también se analizó con las líneas dobles mutantes de ganancia de función en la síntesis 

de callosa icals3m expresado bajo los promotores pCRE1 (floema y xilema) y pCALS3 

(floema). Los resultados mostraron que la restricción del TS solo en el floema regula el 

desarrollo y crecimiento de las RL, así como el nivel de auxinas de A. thaliana al ser 

inoculada con A. baldaniorum (Fig. 32). Esto podría deberse a que las auxinas bacteriales 

quedan aisladas simplásticamente en el floema creando así máximos de auxinas en las células 

del periciclo que dan lugar a PRL. Sin embargo, falta determinar si la disminución de las RL 

a los 3 ddi es ocasionada por un retraso en el desarrollo de los PRL, porque Benitez-Alfonso 

y col. 2013, reportaron que la deposición de callosa sobre el cuello de los PD afecta la 

iniciación y la distribución de los PRL. Respecto al aislamiento simplástico en el haz vascular 

de la raíz primaria en las plántulas pCRE1::icals3m DR5:GUS no presentaron cambios en 

desarrollo de las RL y una ligera disminución del marcador de auxinas inducidas por A. 

baldaniorum Sp247 (Fig. 30). 
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11. Conclusión  

 

Azospirillum baldaniorum Sp245 modula el desarrollo de las raíces laterales de Arabidopsis 

a través del transporte polar de auxinas y del transporte simplástico. Sin embargo, aún queda 

por dilucidar que otros componentes del transporte simplástico podrían participar en los 

cambios de la arquitectura de la raíz. 
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13. Anexos 

13.1 Plasmodesmata role on plant development regulation 
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13.2 Participación del transporte simplástico de las auxinas durante el desarrollo de las 

plantas 
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13.3 The plant growth-promoting rhizobacteria Azospirillum baldaniorum Sp245 

induced root branching through the participation of PLASMODESMATA-LOCATED 

PROTEIN 5 in Arabidopsis thaliana 

 

 



Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo

El transporte simplástico de las auxinas participa en el 
desarrollo de las raíces laterales de Arabidopsis thaliana expu…

Elizabeth Carrillo Flores

Detalles del documento

Identificador de la entrega

trn:oid:::3117:497471405

Fecha de entrega

12 sep 2025, 8:48 a.m. GMT-6

Fecha de descarga

12 sep 2025, 9:11 a.m. GMT-6

Nombre del archivo

El transporte simplástico de las auxinas participa en el desarrollo de las raíces laterales de Arabi….pdf

Tamaño del archivo

3.5 MB

89 páginas

23.507 palabras

127.872 caracteres

Página 1 de 101 - Portada Identificador de la entrega trn:oid:::3117:497471405

Página 1 de 101 - Portada Identificador de la entrega trn:oid:::3117:497471405








