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RESUMEN 

La presente investigación tuvo como objetivo la evaluación de la capacidad bioestimulante 

de bacterias aisladas de la piel de anfibios para inhibir a Pseudomonas syringae pv. tomato 

DC3000 en la planta modelo Arabidopsis thaliana. La capacidad fitoestimulante del aislado 

bacteriano C23F en plántulas de A. thaliana a nivel in vitro se determinó mediante los 

cambios observados en la estructura radical de la planta. Estos cambios fueron el 

acortamiento de las raíces primarias, la promoción de raíces laterales y, especialmente, un 

mayor incremento en el número de pelos radiculares. La modificación de la técnica de doble 

capa de agar permitió determinar la posible existencia de compuestos antimicrobianos que 

estaría liberando la bacteria C23F y que afectó el crecimiento de P. syringae a nivel in vitro. 

Pese a que la bacteria aislada no mostró una inhibición visible al confrontarla con el 

fitopatógeno durante la interacción tritrófica (planta, fitopatógeno, bacteria), si redujo en 

gran medida el número de unidades formadoras de colonias (UFC) de P. syringae presentes 

en hojas de la planta bajo condiciones de invernadero. Este hecho podría indicar que la 

bacteria pudo haber incrementado el sistema inmune de la planta, siendo este uno de los 

mecanismos de un agente de biocontrol. Adicionalmente, se extrajo ARN de plántulas de A. 

thaliana y se sintetizó ADNc que permitió cuantificar la expresión de los genes mediante la 

técnica qRT-PCR durante la interacción planta-bacteria. Los genes analizados fueron PR1, 

PR4, PDF1.2, IAA1, SAUR y ZAT12, relacionados a la síntesis de fitohormonas y la defensa 

vegetal. Se determinó la sobreexpresión de los genes IAA1 y ZAT12, asociados a la síntesis 

de la auxina y producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), respectivamente. 

Palabras clave: Arabidopsis thaliana, C23F, Pseudomonas syringae, desarrollo radicular, 

auxina, defensa vegetal  
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ABSTRACT 

The objective of this research was to evaluate the biostimulant capacity of bacteria isolated 

from the skin of amphibians to inhibit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 in the 

model plant Arabidopsis thaliana. The phytostimulant capacity of the isolated bacteria C23F 

in A. thaliana seedlings in in vitro conditions was determined through the visible changes in 

the plant’s root structures. These changes were the shortening of the primary roots, the 

promotion of lateral roots and, especially, the increase of hair root promotion. The 

modification of the double-layer agar technique allowed us to determine the possible 

existence of antimicrobial compounds that the bacteria C23F would be releasing which, 

affected the growth of P. syringae in in vitro conditions. Even though the isolated bacteria 

did not show a visible inhibition when confronted with the phytopathogen, during the 

tritrophic interaction (plant, phytopathogen and bacteria), it reduced the number of colony-

forming units (CFU) of P. syringae present in plant leaves under greenhouse conditions. 

This fact could indicate that the bacteria could be increasing plant’s immune systems with it 

being one of the mechanisms of a biocontrol agent (BCA). Additionally, it was necessary to 

extract RNA from A. thaliana seedlings and synthesize cDNA to allow us to quantify gene 

expressions using the qRT-PCR technique during plant-bacteria interactions. The analyzed 

genes were PR1, PR4, PDF1.2, IAA1, SAUR y ZAT12, which are related to phytohormone 

synthesis and molecules associated with plant defense. It was determined that there was an 

overexpression of IAA1 and ZAT12 genes, which are associated with auxin synthesis and the 

production of reactive oxygen species (ROS), respectively. 

Keywords: Arabidopsis thaliana, C23F, Pseudomonas syringae, root development, auxin, 

plant defense. 

 



 

 

I. INTRODUCCIÓN 

La agricultura es una de las actividades humanas que más utiliza fertilizantes y pesticidas 

químicos sintéticos no sólo para abastecer la demanda de alimentos, sino para contrarrestar 

el efecto de plagas que disminuyen considerablemente la producción (Vejan et al., 2016). Si 

bien estos han contribuido sustancialmente con el incremento de la producción de cultivos y 

en la lucha contra enfermedades infecciosas causadas por fitopatógenos, también son 

considerados agentes de riesgo, al influir decisivamente en el grado de deterioro de la salud 

humana y del medio ambiente. Estos efectos abarcan desde la contaminación del subsuelo, 

aire, agua, hasta la pérdida del microbioma natural, tanto del suelo como de la planta (Bernal, 

2021; Del Puerto Rodríguez et al., 2014; Espluga, 2001). Inclusive, pueden llegar a ser 

contraproducentes para la agricultura ya que dan lugar a nuevos brotes y selección de 

poblaciones resistentes de plagas. Por ello, se ha llevado a cabo diversos esfuerzos en la 

búsqueda de alternativas sostenibles para la agricultura como es el uso de microorganismos 

que puedan emplearse como fertilizantes biológicos (biofertilizantes) o bioestimulantes 

(Olanrewaju et al., 2017). Si bien los estudios de rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal (PGPR) han sido sumamente alentadores, su utilización en la industria agrícola no 

está muy extendida debido a los resultados inconsistentes al ser inoculados en campo; así 

como, variaciones respecto al sitio, tiempo y cultivo inoculado (Bishnoi, 2015; Vejan et al., 

2016). De ello surge la búsqueda de nuevas fuentes de microorganismos benéficos con 

potenciales efectos promotores del crecimiento vegetal. 

En las últimas décadas, se ha estudiado con mayor interés la piel de anfibios como un 

importante órgano inmune innato y primera línea de defensa contra patógenos del medio 

ambiente, presentando así un gran potencial biotecnológico (Rebollar et al., 2019; Varga et 

al., 2019). En esa misma línea, también se ha reportado que bacterias que cohabitan en la  

piel de anfibios son también capaces de producir metabolitos antifúngicos para inhibir a 

diferentes patógenos (Varga et al., 2019; Woodhams et al., 2016). Debido a ello, el 

descubrimiento de estos metabolitos abre las posibilidades para la identificación de 

sustancias con potenciales usos biotecnológicos y diversas aplicaciones para el hombre y 

otros organismos (da Silva Peixoto et al., 2020). 
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Por otra parte, Pseudomonas syringae pv. tomato es uno de los patógenos de plantas más 

comunes que infecta la filósfera, pero sobre todo su relavancia se debe a que es patógeno de 

la planta modelo Arabidopsis thaliana. Como consecuencia, P. syringae pv tomato ha sido 

ampliamente utilizada como modelo de estudio para caracterizar los mecanismos 

moleculares de la patogénesis bacteriana, así como las respuestas de la planta a la infección 

(Preston, 2000; Xin y He, 2013).  

El objetivo principal de la presente investigación fue: Evaluar la capacidad bioestimulante 

de bacterias aisladas de la piel de anfibios para inhibir P. syringae pv. tomato DC3000, y 

como objetivos específicos se plantearon: (i) Identificar agentes fitoestimulantes para la 

planta modelo A. thaliana aislados de la microbiota de la piel de anfibios. (ii) 

 Determinar si los agentes bioestimulantes aislados tienen la capacidad de biocontrol 

contra P. syringae pv. tomato DC3000. (iii) Evaluar la capacidad de biocontrol de bacterias 

aisladas de la piel de anfibios a nivel in vitro e invernadero en la planta modelo Arabidopsis 

thaliana. (iv) Determinar la expresión de los genes IAA1 y SAUR9 (auxina), PR4 (etileno), 

PDF1.2 (ácido jasmónico), PR1(ácido salicílico), ZAT12 (especies reactivas de oxígeno, 

ROS) mediante la técnica de qRT-PCR durante la interacción planta-bacteria. 



 

 

II. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Agentes Bioestimulantes 

Agentes bioestimulantes se definen como cualquier producto que contenga una sustancia y/o 

microorganismo que aplicándolos sobre la planta o rizósfera estimula diversos procesos 

fisiológicos como son: el incremento en absorción de nutrientes, la eficiencia del 

metabolismo, incremento de la tolerancia a estreses bióticos y/o abióticos. Esto trae como 

consecuencia, un incremento de la calidad y rendimiento del cultivo, independientemente de 

su contenido nutricional (Quiñones et al., 2015).  

Los principales mecanismos de acción de los agentes bioestimulantes son facilitar la 

asimilación de nutrientes como C, N, S, P y otros minerales, incrementar de la actividad 

fotosintética y un mayor incremento al estrés (Van Oosten et al., 2017). Asimismo, también 

se le atribuye la producción de varias enzimas, carbohidratos, proteínas, amino ácidos, 

pigmentos y compuestos fenólicos en plantas (Singh y Vaishnav, 2021). 

En una extensa revisión realizada por du Jardin (2015), clasificó los agentes bioestimulantes 

en siete categorías: ácidos húmicos y fúlvicos, hidrolizados de proteínas y otros compuestos 

que contienen nitrógeno (N), extracto de algas y productos botánicos, quitosano y otros 

biopolímeros, compuestos inorgánicos, hongos y bacterias benéficas. Estos dos últimos, 

también denominados microorganismos eficientes (EM), mejoran la calidad del suelo, el 

crecimiento y la productividad de los cultivos (Higa y Parr, 2013). La categoría de hongos 

benéficos involucra a hongos endófitos y micorríticos, estos últimos con capacidad de 

establecer simbiosis con casi el 90% de las especies de plantas (du Jardin, 2015; Lemus-

Soriano et al., 2021; Martínez-Alcántara y Quinones, 2017). Asimismo, la categoría de 

bacterias benéficas incluye a las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), 

a las cuales se les atribuye funciones como el control biológico, el incremento de la 

disponibilidad de elementos minerales, nutrientes, la inducción de resistencia a 

enfermedades, el aumento de la resistencia al estrés abiótico y la modulación de la 

morfogénesis (du Jardin, 2015; Quiñones et al., 2015). Cabe  resaltar  que, en la actualidad
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 existen diversas formulaciones y/o presentaciones de PGPR comerciales para diferentes 

variedades de cultivos (Tabla 1).  

Tabla 1: Ejemplos de productos a base de PGPR comercializados en Norte América, Europa, Asia 

y Latinoamerica 

Productos Rizobacterias Cultivo Fabricante 

Amase® Pseudomonas 

azotoformans 

Calabaza, 

lechuga, tomate, 

pimiento 

Lantmannen 

Bioagri, Suecia 

Amnite A100® Azotobacter, 

Bacillus, 

Pseudomonas, 

Rhizobium, 

Chaetomium 

Cleveland Biotech, 

UK 

Azofer®  Azospirillum 

brasilense 

Granos, frutos y 

flores 

Biofábrica Siglo 

XXI, México 

BactoFil A10® Azospirillum 

brasilense, 

Azotobacter 

vinelandii, B. 

megaterium, B. 

polymyxa, P. 

fluorescens 

Monocotiledóneas 

(cereales) 

AGRO. Bio 

Hungary Kft, 

Hungría 

BactoFil B10® Azospirillum 

lipoferum, 

Azotobacter 

vinelandii, B. 

megaterium, B. 

circulans, 

B.subtilis, P. 

fluorescens 

Dicotiledóneas 

(girasol, papa, 

colza) 

AGRO. Bio 

Hungary Kft, 

Hungría 

BiAgro 10® Bradyrhizobium 

japonicum 

Legumbres BIAGRO,Argentina, 

Brasil, Bolivia 

Bioativo Consorcio de 

PGPR 

Frijoles, maíz, 

caña de azúcar, 

arroz, cereales 

Embrafros Ltda, 

Brasil 

Ceres® Pseudomonas 

fluorescens 

Cultivos 

hortícolas 

Biovitis, France 

Compete® Plus B. azotofixans, B. 

licheniformis, B. 

megaterium, 

B.polymyxa, B. 

pumilus, B. subtilis 

Cultivos de 

campo, árboles de 

viveros 

Plant Health Care, 

USA 

Dimargon®  Azotobacter 

chroococcum 

Algodón, soya, 

café 

Biocultivos S.A, 

Colombia 

FZB24®fl 

Rhizovital 42® 

B. 

amyloliquefaciens 

ssp. Plantarum B. 

amyloliquefaciens 

Ornamentales, 

vegetales, cultivos 

de campo 

ABiTEP GmbH, 

Alemania 
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Productos Rizobacterias Cultivo Fabricante 

Fosforina®  Pseudomonas 

fluorescens 

Principalmente, 

tomate 

LABIOFAM, Cuba 

Gmax®PGPR Azotobacter, 

Phosphobacteria, 

P. fluorescens 

Cultivos de 

campo 

Greenmax 

AgroTech, India 

Inomix® 

Biostimulant 

Inomix®Biofertilisant 

Inomix®phosphore 

B. polymyxa, B. 

subtilis 

Cereales IAB (Iabiotec), 

España 

B. megaterium, 

Saccharomyces 

cerevisiae, 

Azotobacter 

vinelandii, 

Rhizobium 

leguminosarum 

P. fluorescens, B. 

megaterium, 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Micosat F® Uno 

Micosat F® Cereali 

Agrobacterium 

radiobacter AR 39, 

B. suttilis BA 41, 

Streptomyces spp. 

SB14 

Frutas, vegetales, 

flores 

CCS Aosta SrI, 

Italia 

B. subtilis BR 62, 

Paenibacillus 

durus PD 76, 

Streptomyces spp. 

ST 60 

Cereales, tomates, 

girasoles, 

beterraga, soya 

Nitrasec Rhizobium sp. Leguminosas Lage y Cia, 

Uruguay 

Nitrofix® Azospirillum sp. Caña de azúcar, 

maíz, vegetales 

SUMMA 

Biotechnologies 

Corporation, Cuba 

Nitroguard® 

TwinN® 

Azospirillum 

brasilense 

NAB317, 

Azorhizobium 

caulinodens 

NAB38, Azoarcus 

indigens NAB04, 

Bacillus sp. 

Cereales, azúcar, 

colza 

Mapleton 

AgriBiotec Pty 

Azospirillum 

brasilense 

NAB317, 

Azorhizobium 

caulinodens 

NAB38, Azoarcus 

indigens NAB04 

Beterraga, caña 

de azúcar, 

vegetales 

Ltd., Australia 

Continuación … 
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Productos Rizobacterias Cultivo Fabricante 

Nodulest 10 Bradyrhizobium 

japonicum 

Soya, frijol Argentina 

PGA® Bacillus sp. Frutas, vegetales Organica 

technologies, USA 

Rhizocell ® GC B. 

amyloliquefaciens 

souche IT45 

Cereales Lallemand Plant 

Care, Canadá 

Rhizofer® Rhizobium etli Leguminosas 

(frijol, haba, 

garbanzo) 

Biofábrica Siglo 

XXI, México 

Rizoliq® Bradyrhizobium 

sp., 

Mesorhizobium 

cicero, Rhizobium 

spp. 

Frijol mungo, 

frijol común, 

soya, maní, 

garbanzo 

Rizobacter, 

Argentina 

Rizoliq® Top Bradyrhizobium 

sp. 

Soya Rizobacter, 

Argentina 

Symbion®-N 

Symbion®-P 

Symbion®-K 

Azospirillum, 

Rhizobium, 

Acetobacter, 

Azotobacter 

Cultivos de 

campo, vegetales 

T. Stanes & 

Company Ltd, India 

B. megaterium var. 

phosphaticum 

Frateuria aurantia 

Zadspirillum  Azospirillum 

brasilense 

Maíz Semillera Guasch 

SRL, Argentina 
FUENTE: Modificado de (Basu et al., 2021; Kumar y Aloke, 2020) 

En ese sentido, diversos estudios han demostrado la efectividad de bacterias benéficas en la 

producción de varios cultivos de importancia económica como la palta (Lemus-Soriano et 

al., 2021), los cítricos (Martínez-Alcántara y Quinones, 2017), tabaco (Calero-Hurtado et 

al., 2019), frijol (Martínez-González et al., 2017; Quintero Rodríguez et al., 2018; Veobides-

Amador et al., 2018), pepino (Calero-Hurtado et al., 2019) y vid (Jindo et al., 2022).  

Si bien se ha demostrado la efectividad de bioestimulantes en la agricultura como cultivos y 

plantas hortícolas, también han demostrado tener efectos benéficos en el tratamiento de 

especies forestales como lo demostraron Santacruz-García et al. (2022), al incrementar la 

tolerancia al estrés abiótico en plántulas de Prosopis alba, una especie forestal nativa de 

Argentina. 

Es importante mencionar que así como muchos microorganismos actúan como agentes 

bioestimulantes o bioefectores como lo denominaron Van Oosten et al. (2017), también 

manifestaron buenos y hasta mejores resultados en plantas al haber interactuado como 

Continuación … 

Continuación … 
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consorcio de microorganismos, que como microorganismo individual (Singh y Vaishnav, 

2021). Un claro ejemplo de ello es la interacción tripartita entre el hongo micorrítico 

arburcular (HMA), planta y rizobacteria. De hecho, un estudio reciente demostró que la 

interacción de HMA, y una rizobacteria del género Bacillus spp. evidenció un mayor 

crecimiento y vigorosidad de la planta al estar actuando de manera sinérgica. El estudio 

reveló que se debía a una mejor solubilización y asimilación de nutrientes del suelo. Además 

de ello, se obtuvo plantas más tolerantes a situaciones de estrés como salinidad, toxicidad 

por metales pesados y sequía (Nanjundappa et al., 2019).    

2.2 Agentes de Control Biológico 

Se define a un agente de control biológico (ACB) como cualquier organismo vivo que, 

mediante un manejo no químico o sintético, reduce la actividad o supervivencia de un 

fitopatógeno, y esto se refleja como una reducción en la incidencia de la enfermedad causado 

por el patógeno en la planta (Pirttilä et al., 2021; Ram et al., 2018). Estos microorganismos 

además de ser benéficos, promueven una agricultura más sustentable. Inclusive, su uso se 

encuentra dentro del Manejo Integrado de Plagas y Enfermedades (MIPE) como medida 

sustentable para mitigar los efectos negativos en la productividad y calidad de los cultivos 

agrícolas (Villarreal-Delgado et al., 2018).  

Algunos agentes de control biológico poseen genes o liberan ciertos productos o metabolitos 

que tienen la capacidad de reducir los efectos negativos de patógenos en plantas a través de 

diferentes mecanismos antagónicos (Valenzuela Ruiz et al., 2020), pero también pueden 

estimular la resistencia natural de la planta (Hernández-Rodríguez et al., 2006). Cabe 

mencionar que, estos microorganismos son generalmente de vida libre, activos en raíces o 

ambientes foliares Gómez Alvarez (2018).  

Un claro ejemplo de agentes de control biológico son los hongos endófitos y es que ha sido 

tema de investigación en las últimas décadas por contribuir en la capacidad de la planta para 

adaptarse a diversas condiciones de estrés biótico y abiótico. Asimismo, estos 

microorganismos tienen la capacidad de establecer relaciones simbióticas específicas con su 

hospedero que también influye mucho para mantener esta relación en equilibrio y no ser 

detectado por la planta como potencial patógeno (De Silva et al., 2019). Los hongos 

endófitos son, especialmente, conocidos por conferir resistencia a su hospedero ante el 

ataque de diversos patógenos, enfermedades y estreses abióticos mediante la segregación de 

metabolitos secundarios de carácter antifúngico o antibacteriano. No obstante, estos podrían 
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también influir en las comunidades de plantas. Cabe mencionar que, estos organismos tienen 

la competencia de ser ubicuos y colonizar los tejidos vegetales, ya sean aéreos o subterráneos 

(Gautam y Avasthi, 2019).  

Especies del hongo Trichoderma han sido y siguen siendo los hongos endófitos más 

utilizados al ser altamente efectivos para controlar una amplia gama de hongos patógenos 

del suelo, así como hongos, bacterias y virus de la mayoría de plantas económicamente 

importantes (Ghazanfar et al., 2018). Las tres especies más utilizadas como agentes de 

biocontrol en la agricultura son T. virens, T reesei y T. atroviride (Poveda, 2021). Además 

de ser un excelente agente de biocontrol también promueve el crecimiento de la planta, el 

desarrollo de la raíz y estimula los mecanismos de defensa vegetal, es decir, actúa a su vez 

como un bioestimulante. De la misma forma, especies del género Pseudomonas spp. como 

es el caso de P. fluorescent que además de estimular el crecimiento vegetal incrementando 

la disponibilidad de nutrientes mediante la segregación de sideróforos, entre otros beneficios, 

también posee la capacidad para producir antibióticos como el 2,4-diacetilfloroglucinol 

(DAPG) (Höfte y Altier, 2010). Por otro lado, el género Bacillus también ha sido 

ampliamente estudiado y hasta la fecha utilizado como agente de biocontrol al producir una 

variedad de compuestos antimicrobianos con muchos usos en la industria biotecnológica 

como son los antibióticos, hidrolasas y sideróforos. Asimismo, este género podría mejorar 

la respuesta de defensa vegetal ante el ataque de patógenos al inducir la resistencia sistémica 

inducida. Entre las formulaciones comerciales a base de Bacillus, se encuentran B. subtilis, 

B. amyloquefaciens, B. megaterium, B. pumilus, B. cereus, entre otros (Borriss, 2011; 

Miljaković et al., 2020).   

Existen además otros microorganismos controladores que son actualmente utilizados como 

son las especies de los géneros Agrobacterium, Enterobacter, Streptomyces, Pantoea 

(Ghazanfar et al., 2018; Panpatte et al., 2016). 

2.3 Mecanismos de Acción de Agentes de Control Biológico 

Los agentes de control biológico son capaces de suprimir o reducir la actividad de 

poblaciones de patógenos mediante diversos mecanismos de acción. De hecho, muchas 

cepas clasificadas como ACB interaccionan antagónicamente mediante más de un 

mecanismo de acción, esto podría deberse a su capacidad para desarrollar una variedad de 

combinaciones al interaccionar con otro microorganismo (Köhl et al., 2019); pero también 

a su capacidad de respuesta a condiciones del medio ambiente (Bardin y Pugliese, 2020). La 
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interacción o el modo de acción frente a un fitopatógeno, puede ser clasificado de dos 

formas: directa e indirecta. El antagonismo directo resulta de un contacto físico, mientras 

que el indirecto, involucra el desarrollo de una respuesta sistémica mediada por el hospedero 

(Junaid et al., 2013; Vos et al., 2015).  

Los mecanismos o interacciones directas se clasifican en: parasitismo y antibiosis. El 

primero, involucra que un organismo obtiene sus nutrientes a expensas de otro. Si el 

hospedero fuese también un parásito como un patógeno se trataría de un caso de 

hiperparasitismo, esto ocurre generalmente en hongos. El principal mecanismo del 

parasitismo es mediante la excreción de enzimas degradadoras de pared celular que 

involucran quitinasas, glucanasas y proteasas; así como la producción de metabolitos 

secundarios en algunos casos (Köhl et al., 2019). Por otro lado, el mecanismo de antibiosis 

es quizá la interacción mejor estudiada respecto a mecanismos de agentes de control 

biológico. Este modo de acción involucra la producción o liberación de una serie de 

compuestos tóxicos para el patógeno objetivo. Estos metabolitos podrían estar mediados por 

factores ambientales como temperatura, pH, etc. Además, en algunos casos son producidas 

en concentraciones bajas, suficientes para impedir la germinación, el crecimiento o 

esporulación de patógenos (Bardin y Pugliese, 2020).  

Entre los mecanismos indirectos se encuentran la competencia por nutrientes y espacio y la 

inducción a la resistencia en el hospedero ante el ataque de patógenos. El primero, implica 

que el ACB limita o priva de nutrientes en el medio afectando el crecimiento y propagación 

del patógeno. Esto quiere decir que el microorganismo compite eficientemente por la 

disponibilidad de nutrientes, pero también por el espacio que ocupa (Bardin y Pugliese, 

2020; Junaid et al., 2013). Asimismo, algo que limita enormemente la disponibilidad de 

hierro (Fe) es la secreción de sideróforos, que son moléculas de bajo peso molecular muy 

afines al ión Fe convirtiendo de su forma insoluble Fe+3 a su forma asimilable como Fe+2. 

Aquellos microorganismos con la capacidad de producir mayores cantidades de sideróforos 

son potenciales candidatos como ACB, sobre todo, para patógenos (Köhl et al., 2019).  

Adicionalmente, el segundo mecanismo indirecto es la inducción a la resistencia que puede 

ser mediante dos formas: la resistencia sistémica inducida (IRS) y resistencia sistémica 

adquirida (SAR). La primera, en respuesta a la colonización de raíces por parte de hongos, 

bacterias o microorganismos benéficos como las rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal (PGPR) y es mediada principalmente por el ácido jasmónico (AJ) y el etileno (ET). 
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Mientras que, SAR es activada ante el ataque de algún patógeno y a su vez es mediado por 

la acumulación de ácido salicílico (AS) (Narayanasamy, 2013; Vos et al., 2015). La 

respuesta de SAR es desencadenada ante el reconocimiento de algunos estímulos 

denominados patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) como pueden ser 

lipopolisacáridos, lipopéptidos, compuestos orgánicos volátiles o enzimas que desencadenan 

una serie de eventos en cascada que puede iniciar desde la reacción hipersensible unicelular, 

la muerte celular programada hasta lesiones necróticas (Compant et al., 2005; Junaid et al., 

2013; Santoyo et al., 2012).  Además, los mecanismos de inducción a la defensa vegetal 

involucran también la producción de especies reactivas de oxígeno, la síntesis de compuestos 

antimicrobianos como fitoalexinas, compuestos fenólicos, acumulación de proteínas 

relacionadas a la patogénesis y la formación de barrera físicas como el engrosamiento de la 

pared celular y la cutícula (Bardin y Pugliese, 2020; Köhl et al., 2019). 

2.4 Microbiota de la Piel de Anfibios 

El término microbiota acuña a comunidades microbianas características ocupando un 

determinado hábitat con propiedades fisicoquímicas particulares. Esto no solo involucra a 

los microorganismos, sino que también abarca su actividad, es decir, su nicho ecológico. 

Esta microbiota forma una serie de redes dinámicas e interactivas, ya que puede cambiar 

respecto al tiempo (Berg et al., 2020).  

La microbiota o microbioma que habita la piel de los anfibios ha sido crucial para la 

supervivencia de sus hospederos, principalmente, por actuar como un excelente mecanismo 

de defensa ante el ataque del hongo Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), un potente 

patógeno que infecta la piel de anfibios y ha sido uno de los causantes del grave declive 

poblacional (Jani y Briggs, 2018). Las comunidades microbianas en la piel de anfibios 

pueden verse influenciadas por diversos factores, ya sea, el estadio actual en su ciclo de vida, 

ubicación geográfica, temporada, temperatura, humedad, contaminantes del medio e 

inclusive, si se trata de anfibios salvajes o en cautiverio (Ross et al., 2019). Un estudio agregó 

también el factor de la influencia intrínseca del hospedero como factor de variabilidad en la 

genética poblacional de la microbiota de la piel de anfibio; sin embargo, los autores 

determinaron que se necesita más información para determinar si los rasgos específicos del 

linaje influyen considerablemente en la microbiota (Assis et al., 2017). Cabe mencionar que, 

otro factor importante que determina la composición de las comunidades microbianas en la 
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microbiota de la piel de anfibios es la composición de la mucosa que incluye péptidos 

antimicrobianos, mucopolisacáridos, glicoproteínas y toxinas (Bletz et al., 2017). 

Diversos estudios han caracterizado la microbiota de diversas ranas encontrándose 

microorganismos, principalmente de los filos Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, 

Bacteroidetes, siendo la primera la más abundante. Dentro de los filos mencionados se 

incluye a los órdenes Burkholderiales, Actinomycetales, Pseudomonadales, 

Enterobacteriales y Sphingomonadales. Asimismo, las principales familias reportadas son 

Xanthomonadaceae, Flavobacteriaceae y  Bacillaceae por su capacidad de segregar fuertes 

sustancias antimicrobianas contra diversos patógenos (Assis et al., 2017; Belden et al., 2015; 

Bletz et al., 2017; Christian et al., 2018; Rebollar et al., 2019), por lo que serían de gran 

relevancia en la industria biotecnológica. Hay que resaltar que además de que muchas 

especies microbianas presentan algún grado de tolerancia o inhibición contra el hongo Bd, 

algunas también exhiben un grado de inhibición contra bacterias patógenas como 

Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila, Micrococcus luteus, Klebisiella 

pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella typhi, S. enteriditis, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa en cultivos in vitro (Assis et al., 2017). Otro estudio donde se aisló 

la microbiota de 3 ranas con capacidad inhibitoria contra el hongo fue publicado por Rebollar 

et al. (2019). Las especies de estudio fueron ranas arbóreas (Agalychnis callidryas y 

Dendropsophus ebraccatus) y terrestre (Craugastor fitzingeri). Estas especies fueron 

colectadas de la comunidad de Gamboa, perteneciente al Canal de Panamá, ubicada en medio 

de un bosque lluvioso. Si bien el estudio pudo aislar e identificar diversas comunidades 

bacterianas con capacidad antifúngica contra el hongo Bd, la estructura de cómo estas 

comunidades se encuentran conformadas fue muy diferente entre ranas arbóreas y terrestres. 

De hecho, el estudio concluyó que especies arbóreas presentaron una mayor abundancia 

significativa de bacterias anti-Bd en comparación con aquella especie terrestre.  

2.5 Efecto de la microbiota de la piel de anfibios en plantas 

Anteriormente, se reportó la capacidad antagónica de microorganismos aislados de la 

microbiota de la piel de anfibios contra patógenos. Recientemente, se exploró la idea que 

algunos aislados bacterianos podrían ser potenciales agentes de control biológico de algunos 

importantes fitopatógenos en la agricultura. En ese sentido, el primer reporte fue hecho por 

Susilawati et al. (2021) al exponer el efecto de tres bacterias, aisladas de la piel de tres ranas, 

en reducir el número de lesiones por antracnosis en hojas de pepino en condiciones de 
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invernadero. Esta enfermedad es causada por el hongo patógeno Colletotrichum orbiculare. 

Asimismo, estos autores argumentaron que un posible mecanismo de acción de estos 

aislados bacterianos fue la producción de sustancias antifúngicas (antibiosis) que redujo el 

crecimiento del micelio y la germinación de conidias realizado en condiciones in vitro. Por 

otro lado, los estudios filogenéticos revelaron que las bacterias aisladas correspondieron a 

los géneros: Paenibacillus spp., Raoultella spp. y Citrobacter spp. Además, otro estudio 

realizado por Cevallos et al. (2022) evidenció la acción de especies del género 

Acinetobacter, aislados de dos ranas, disminuyendo el crecimiento del fitopatógeno Botrytis 

cinerea; sin embargo, el mecanismo de acción antifúngico estaría modulado por un 

componente genético.  

2.6 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000  

Pseudomonas syringae pv. tomato es uno de los patógenos de plantas más comunes que 

infectan la filósfera (Xin et al., 2018). Se encuentra clasificado dentro del filo Proteobacteria, 

subdivisión gamma, familia Pseudomonadaceae, género Pseudomonas, especie 

Pseudomonas syringae y patovariedad tomato. Su infección puede ser favorecida por la alta 

humedad en la hoja, temperaturas bajas e incluso prácticas agronómicas, que permiten a la 

bacteria diseminarse más entre las plantas hospederas (Preston, 2000). P. syringae posee dos 

fases de crecimiento para que su infección sea exitosa: la fase epífita, donde la bacteria vive 

en la superficie de los tejidos vegetales de las partes aéreas como hojas, flores, tallos o frutos 

y la fase endófita, donde la bacteria entra al tejido vegetal y coloniza el espacio intercelular 

apoplástico (Xin et al., 2018; Xin y He, 2013) (Figura 1). 

A Pseudomonas syringae pv tomato se le atribuye ser el agente causal de la mota bacteriana 

del tomate (Preston, 2000), ingresando típicamente mediante los estomas de las hojas o 

heridas, multiplicándose en el espacio intercelular (apoplasto) y produciendo eventualmente 

lesiones necróticas, a menudo rodeadas de halos cloróticos (Preston, 2000; Xin et al., 2018). 

No obstante, su importancia radica en que ha servido como modelo para comprender el 

proceso de patogénesis bacteriana, los mecanismos moleculares que éste involucra durante 

las interacciones planta-patógeno, la susceptibilidad y señalización hormonal en el 

hospedero. Además de ello, es un patógeno de la planta modelo Arabidopsis thaliana (Buell 

et al., 2003; Preston, 2000; Xin et al., 2018; Xin y He, 2013). Según Melotto et al. (2008) 

P. syringae pv. tomato es considerado un patógeno hemibiotrófico por su modo de 

patogénesis al iniciar como un patógeno biotrófico obteniendo sus nutrientes de células 
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vivas, colonizando la planta huésped de manera sigilosa y suprimiendo los mecanismos de 

defensa vegetal. Después, actúa como patógeno necrotrófico al causar muerte celular para 

poder crecer y alimentarse de este, permitiendo la colonización del patógeno (Vleeshouwers 

y Oliver, 2014). Melotto et al. (2008) propusieron que este patógeno pudo haber desarrollado 

un mecanismo de virulencia que contrarresta las defensas inmunes vegetales inducido por 

los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP’s), ejemplos de esto son la flagelina 

o los lipopolisacáridos (LPS). Uno de estos mecanismos se manifiestó mediante la reapertura 

de los estomas de los tejidos vegetales luego de las 3 horas de exposición en plantas de A. 

thaliana según los experimentos realizados por Melotto et al. (2008) con el patógeno 

promoviendo el ingreso de factores de virulencia como el efector o fitotoxina denominado 

coronatina.  

 

Figura 1. Ciclo de infección de P. syringae. (a) fase epífita, donde las células bacterianas se encuentran en la 

superficie y (b) fase endófita, colonización de la bacteria en el apoplasto 

FUENTE: Modificado de Melotto et al. (2008)  

a 

b 
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2.7 Mecanismo de defensa vegetal 

La respuesta de defensa vegetal ocurre luego del ingreso del patógeno a través de una herida, 

los estomas o lenticelas (Zaynab et al., 2019). Jones y Dangl (2006) plantearon un modelo 

“zigzag” para ilustrar la evolución de la respuesta del sistema inmune vegetal. Estos mismos 

autores propusieron que el sistema inmune de las plantas actúa de dos maneras: la primera, 

a través de los receptores transmembranales de reconocimiento de patrones (PRRs) que 

responden a los PAMPs, como la flagelina en bacterias. La segunda, actúa dentro de la célula 

a través de las proteínas NB-LRR (del inglés: nucleotide-binding leucine-rich repeat), las 

cuales al reconocer una amplia diversidad de efectores moleculares (factores de virulencia), 

desencadenan una serie de respuestas de defensa.  

En la primera etapa, los PAMPs son reconocidos por los PRRs, resultando en la activación 

de la inmunidad activada por PAMPs (PTI) pudiendo detener la colonización. En esa misma 

línea, Díaz Puentes (2009) agregó que durante la detección de los PAMPs ocurre una serie 

de eventos como: el cambio en el flujo de iones de la membrana celular, aumento en la 

expresión de genes relacionados con las defensas, la producción de fitoalexinas, e inducción 

de genes relacionados a la patogenicidad (PR).   

En la segunda etapa, aquellos patógenos exitosos que logran superar la PTI, liberan efectores 

que contribuyen aún más a la virulencia del patógeno. Dichos efectores pueden interferir con 

la PTI, activándose de esta manera la susceptibilidad activada por efector (ETS). En la 

tercera etapa, estos “efectores” pueden ser reconocidos por las proteínas NB-LRR 

(codificados generalmente por los genes R de la planta). Esto involucra el reconocimiento 

genético del patógeno controlado por los genes de resistencia del hospedante (gen-por-gen), 

resultando en la activación de la inmunidad activada por efectores (ETI), siendo esta última 

una respuesta más amplificada y acelerada que PTI, trayendo como consecuencia una 

respuesta hipersensible (HR). Dotor Robayo y Cabezas Gutiérrez (2000), sostuvieron que, 

durante la HR, se sintetizan especies reactivas de oxígeno (ROS) y sustancias tóxicas para 

los patógenos lo que conlleva al proceso de muerte celular programada en la zona afectada 

para limitar la propagación del patógeno (Jones y Dangl, 2006). Como última etapa, estos 

últimos autores sugirieron que, como producto de la selección natural, los patógenos 

seguirán evadiendo ETI, ya sea mediante la diversificación de genes efectores o adicionando 

efectores que supriman ETI. Si el efector es reconocido por las proteínas NB-LRR, ocurre 

nuevamente el sistema de resistencia gen-por-gen para luego, activar ETI permitiendo que 
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la planta llegue al umbral de HR. Como consecuencia, el desarrollo de estos eventos tiene 

lugar la evolución continua de ambos organismos. 

Kombrink y Somssich (1995) propusieron tres tipos de respuesta vegetal ante el ataque de 

patógenos: respuesta inmediata, mecanismo de defensa localizado y defensa sistemática 

inducida. La respuesta inmediata involucra un cambio en el tránsito de iones H+, K+, Cl-, 

Ca+2 a través de la membrana plasmática, así como la fosforilación y desfosforilación de 

proteínas. Además, estos mismos autores incluyeron la formación de especies reactivas de 

oxígeno como peróxido de hidrógeno (H2O2) y anión superóxido (O2
-) como primera línea 

de defensa vegetal al ser altamente tóxico contra patógenos o también demorar su ingreso 

mediante el endurecimiento de la pared celular. Este conjunto de respuestas suele ocurrir en 

minutos e inclusive, en segundos ante la estimulación de algún elicitor. El mecanismo de 

defensa localizado involucra la activación de rutas metabólicas para la producción de 

diversas enzimas, proteínas y metabolitos secundarios. Por lo general, ocurre la síntesis de 

proteínas relacionadas a la patogénesis (PR), que son sintetizadas por la planta ante la 

infección de hongos, bacterias o virus. Las enzimas clave que se activan en este proceso en 

su mayoría pertenecen al metabolismo de los fenilpropanoides, estas vías de síntesis abarcan 

una variedad de compuestos como pigmentos, antibióticos (fitoalexinas), componentes 

estructurales como lignina, suberina y otros constituyentes de la pared celular (Zaynab et al., 

2019). Por último, la defensa sistemática inducida estaría ligada a la activación de las IRS y 

RSA, producto de la transducción de señales iniciadas localmente en el sitio de inicio donde 

ocurrió el ataque del patógeno.  

2.8 Técnicas moleculares utilizadas para evaluar la expresión de genes en tejidos 

vegetales  

2.8.1. PCR 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) por sus siglas en inglés, es una técnica 

molecular, muy utilizada hasta la fecha, que permite la amplificación de una secuencia 

específica de ADN. Este método consta de tres pasos: desnaturalización, alineamiento y 

extensión. La primera etapa consiste en la separación o desnaturalización de las hebras 

complementarias de ADN, esto se logra aumentando la temperatura y generalmente, dura 

entre 30 y 90 segundos. La segunda etapa, involucra el alineamiento de los oligonucleótidos 

y las cadenas simples de ADN. Por último, la etapa de extensión consiste en que la enzima 

(ADN polimerasa) va agregando más oligonucleótidos, lo que va alargando la cadena 
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complementaria para las dos cadenas simples de ADN. Esto ocurre por cada ciclo y crece de 

manera exponencial generando millones de copias del fragmento seleccionado (Pedrosa 

Amado, 1999). 

2.8.2. Síntesis de ADNc 

El término ADNc hace referencia al ADN copia o complementario. Este ADN sintético fue 

transcrito a partir de un ARNm específico mediante la enzima transcriptasa inversa o 

transcriptasa reversa (RT). Este método consta de varios procesos. El primero, consiste en 

la unión de una secuencia corta de timinas, llamada oligo-dT, al extremo 3’ del ARNm que 

consta de una cola de adeninas (poliA) a una temperatura de 42°C. Luego, se da la reacción 

de la enzima RT que va generando la cadena de ADN complementaria (ADNc) y 

posteriormente se sube la temperatura a un rango de 40-65°C para que la enzima RT 

comience a transcribir el ARNm y genere la cadena ADNc. Posteriormente, se eleva la 

temperatura (alrededor de 85°C) para inactivar a la enzima. Finalmente, se obtiene el ADNc 

que deberá cuantificado en un espectrofotómetro (Meis y Khanna, 2009). 

2.8.3. qRT-PCR 

La PCR cuantitativa en tiempo real, es una variante de la PCR de punto final o convencional. 

Su mecanismo de acción radica en el uso de un indicador fluorescentes que sirven como 

reporteros de los productos de amplificación durante cada ciclo de la reacción de PCR. Es 

por ello, que recibió el nombre de “tiempo real” al estar monitoreando los productos de la 

PCR a medida que se van generando.  Durante la amplificación, la velocidad con la que la 

señal fluorescente alcanza un nivel de umbral se correlaciona con la cantidad de secuencias 

objetivo original, permitiendo así su cuantificación (Valasek y Repa, 2005). Cabe mencionar 

que esta técnica utiliza ADN copia (ADNc) formado a partir de la purificación del ARN. 

(Bustin et al., 2005).  

2.8.4. Genes housekeeping  

Estos genes también denominados controladores endógenos, permanecen constantes entre 

las células de diferentes tejidos y en diferentes condiciones experimentales, es decir, se 

expresan de forma constitutiva y son mínimamente regulados. Hasta la fecha, los genes 

housekeeping siguen siendo utilizados como referencias internas de ARN para el análisis 

cuantitativo en ensayos de RT-PCR. Entre los genes implicados en procesos celulares 

básicos se encuentran los genes ACTIN y CF150. El primero, se expresa aguas arriba ante 

cualquier proceso que resulte en un cambio de estado o actividad de una célula (en términos 
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de movimiento, secreción, producción de enzimas, expresión génica, etc.) como resultado 

de un estímulo de glucosa. El segundo, se expresa como una proteína asociada a la placa 

celular que está relacionada en secuencia con las proteínas involucradas en el tráfico de 

membrana (Bustin y Nolan, 2004; Jain et al., 2006).   

 



 

 

III. MATERIALES Y METODOLOGÍA 

El presente trabajo de investigación se realizó en el Programa de Genómica Funcional de 

Eucariontes del Centro de Ciencias Genómicas (CCG) de la Universidad Nacional 

Autónoma de México, ubicado en la ciudad de Cuernavaca, estado de Morelos, México.  

3.1 MATERIALES 

3.1.1 Material biológico de estudio 

El cepario aislado de la microbiota de la piel de anfibios pertenece a un estudio previo 

realizado por Rebollar et al. (2019) en la comunidad de Gamboa, Panamá, donde se aislaron 

126 bacterias cultivables de la especie Craugastor fitzingeri, clase anfibia, orden anura, 

familia Craugastoridae. Se eligieron 3 de estas cepas para una prueba de bioestimulación 

preliminar, siendo la bacteria C23F la que mejor efecto mostró y la que se usó en el presente 

trabajo de investigación. Este mismo estudió determinó que la cepa C23F es una especie y 

género nueva, siendo la especie Scandinavium goeteborgense la más cercana a ella.  

3.1.2 Medios de cultivo  

- Luria Bertani (LB) 

- Murashige-Skoog 0.2X 

- Triptona 1 por ciento 

Ver Anexo 1 

3.1.3 Soluciones y reactivos 

- Alcohol etílico al 100 por ciento 

- Alcohol etílico al 70 por ciento 

- cDNA Synthesis Kit® (Thermo Fisher Scientific) 

- Cloroformo absoluto 

- Cloroformo al 50 por ciento 
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- Cloruro de magnesio (MgCl2) 10mM 

- MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems) 

- Reactivo de TRIzol (Invitrogen ™) 

3.1.4 Reactivos de biología molecular 

- Agarosa al 1 por ciento 

- Agua DEPC 

- Bromuro de etidio 

- Buffer de carga 

- Buffer ADNsa 

- Cloruro de litio 2M 

- Desoxiribonucleótidos (dNTPs) 

- EDTA 

- Enzima ADNsa 

- Enzima Retrotranscriptasa (RT) 

- Inhibidor Rivoblock 

- Marcador de 1 Kb 

- Oligo dT 

- PCR Master Mix 

- Primers 

- Taq ADN polimerasa 

3.1.5 Sustrato 

- Musgo + vermiculita (3:1) 

3.1.6 Equipos de laboratorio 

- Agitador magnético (Corning) 

- Autoclave (Tomy ES-315)  

- Balanza analítica (Sartorious) 
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- Charolas de germinación 

- Discos de papel filtro 

- Horno micro-ondas (SHARP Carousel) 

- Matraces de 125 mL 

- Micropipetas 

- Microscopio óptico (ZEISS Axioscope 800 266) 

- NanoPhotometer (IMPLEN NP80) 

- Parafilm 

- Pinzas de metal 

- Placas Petri de plástico (60 mm) 

- Placas Petri de vidrio 

- Potenciómetro (PC45) 

- Probetas 

- Puntas para micropipetas 

- Refrigeradora (Samsung) 

- Regla de 30 centímetros 

- REVCO (Thermo Scientific) 

- Termociclador (MultiGene OptiMax) 

- Tubos Eppendorf   

- Vórtex (Fisher Genie 2)  
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3.2 METODOLOGÍA 

3.2.1 Evaluación de la actividad fitoestimulante en la planta modelo Arabidopsis thaliana 

con las cepas antagónicas 

3.2.1.1 Esterilización de semillas 

Las semillas de A. thaliana ecotipo Col-0 fueron desinfectadas mediante 3 lavados en 

alcohol al 70 por ciento, cada uno durante 30 segundos. Posteriormente, se realizó otros 3 

lavados con alcohol al 100 por ciento, con una duración de 30 segundos por lavado 

(Modificado de Cohen et al. (2015).   

3.2.1.2 Interacción in vitro bacteria-planta 

En placas con medio MS 0.2X (Murashige y Skoog), se sembraron semillas de A. thaliana 

del ecotipo Col-0 durante 7 días a 24°C. Posteriormente, en placas con medio MS 0.2X se 

transfirieron 10 plántulas en un extremo de la placa, y en el extremo contrario se colocaron 

10 µL del inóculo bacteriano que se distribuyó de manera lineal, sin chocar con el borde de 

la placa Petri (Modificado de López-Bucio et al. (2007). Después, fueron incubadas durante 

7 días a 24°C con un fotoperiodo de 16 h de luz/ 8 h de oscuridad y se midió la longitud de 

la raíz primaria con frecuencia interdiaria, durante 11 días. Finalmente, se guardó 5 plántulas 

por tratamiento en tubos Falcon conteniendo glicerol al 50 por ciento, para luego evaluarlas 

en el microscopio. Mientras que, otras cinco plantas fueron guardadas a -70°C para análisis 

molecular. Ver Anexo 2. 

3.2.1.3 Cuantificación de pelos radiculares 

Las muestras previamente preservadas en glicerol al 50 por ciento, fueron montadas para ser 

vistas en el microscopio. La zona radicular fue dividida según lo establecido por Napsucialy-

Mendivil y Dubrovsky (2018). Teniendo como sección de estudio, 2 cm desde la zona apical 

hasta la zona más distal del LRP (primordio de raíz lateral).   

3.2.2 Pruebas de antagonismo microbiano  

3.2.2.1  Cultivo bacteriano 

Para la pre-selección de la cepa bacteriana, se colocó el pre-inóculo de la bacteria en 6 mL 

de medio líquido Triptona 1% e incubados a 29°C con agitación constante. Una vez crecida 

la cepa bacteriana, se tomó 3 mL de este pre-inóculo y se centrifugó durante 5 min a 13,000 
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rpm; posteriormente, se retiró el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 50 µL de Triptona 

1%. 

3.2.2.2 Cultivo de Pseudomonas syringae 

Para el crecimiento de Pseudomonas syringae se utilizó el protocolo establecido por Jacob 

et al. (2017), con ayuda de un asa de Kolle se tomó una colonia de un cultivo previamente 

crecido en medio sólido LB (Luria Bertani) conteniendo rifampicina [50 µg/mL]. Esta 

colonia se sembró en 15 mL de medio líquido LB, incubados a 29°C, hasta obtener una 

densidad óptica de 0.2 (~2x108 bacterias/ mL).  

3.2.2.3 Confrontación directa  

Se realizaron ensayos de confrontación directa de la cepa bacteriana C23F con el patógeno 

P. syringae. En placas Petri (60 mm) con medio sólido Triptona 1%, se esparció 100 µL de 

la suspensión bacteriana de P. syringae. Luego se colocaron discos de papel filtro estériles 

(5 mm) en el centro de la placa, donde fue inoculado 7 µL de la cepa C23F. Como control, 

se agregó el medio Triptona 1% sin bacterias. Las placas se incubaron por 24 h a 29ºC 

(Modificado de Pérez y Terrón et al. (2014)). 

3.2.2.4 Evaluación de posibles compuestos liberados que afectan el crecimiento de P. 

syringae 

3.2.2.4.1 Técnica de doble capa de agar modificada 

Este experimento se puede considerar una variante de la doble capa de agar, donde la siembra 

de la posible cepa productora C23F, se realizó de manera directa entre las dos capas de agar. 

En placas Petri de (60 mm), se colocó en el centro un disco de papel filtro estéril y se sembró 

7 µL de la cepa bacteriana, incubándose por 24 horas a 29ºC. Una vez transcurrido el tiempo, 

se agregó la segunda capa de agar (medio LB) a punto de solidificar, conteniendo a P. 

syringae a una concentración de 2x108 bacterias/ mL. Las placas se incubaron por 48 horas 

a 29°C (Modificado de Cesa-Luna et al. (2020)). 

3.2.3 Efecto protector de la bacteria en plantas de A. thaliana ante la infección de P. 

syringae 

Para evaluar el efecto antagónico de las cepas de interés en plantas de A. thaliana ante la 

infección de P. syringae se siguió el protocolo descrito por Zeier et al. (2004). Se hizo crecer 

esta última en medio LB líquido con rifampicina [50 µg/mL] hasta alcanzar una fase 

logarítmica (DO600=0.6-1.0). Luego, se centrifugó durante 10 minutos a 12,500 rpm. 
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Transcurrido el tiempo, el pellet obtenido fue resuspendido en 100 mL de MgCl2 [10mM], 

esto sirvió como inóculo de la cepa fitopatógena. Posteriormente, la infiltración de 

P.syringae se realizó en la parte abaxial de la hoja, cuidando de no dañarla. Se infiltraron 3 

hojas por planta, teniendo en cuenta que fueron 35 plantas por tratamiento. Concluida la 

infiltración, las plantas fueron incubadas a 24°C durante tres días con un fotoperiodo de 0 h 

de luz/ 24 h de oscuridad, donde se espera observar los síntomas.  

3.2.3.1 Evaluación de la actividad antagónica durante la interacción tritrófica (A. thaliana, 

Pseudomonas syringae y bacteria de interés) 

En placas con medio MS 0.2X (Murashige y Skoog), se sembró semillas de A. thaliana del 

ecotipo Col-0 durante 7 días a 24°C. Posteriormente, las plantas se cultivaron en el 

invernadero a una temperatura de 22 a 23°C, con una humedad del 60% y un fotoperiodo de 

16 h de luz durante aproximadamente 4 semanas. La primera bandeja correspondió al 

tratamiento control, es decir, se infiltraron las plantas con el medio donde fue resuspendida 

la cepa fitopatógena, es decir, MgCl2. Luego, como segundo tratamiento se inoculó solo con 

la suspensión bacteriana C23F, previamente crecidas en medio MS 0.2X líquido, a nivel de 

rizósfera. Como tercer tratamiento, se tuvo otra bandeja de plantas donde se infiltró solo al 

fitopatógeno. Finalmente, el cuarto tratamiento correspondió a otra bandeja de plantas donde 

en se inoculó a la cepa C23F a nivel rizósfera durante una semana con frecuencia interdiaria. 

Transcurrida esa semana, se infiltró de manera foliar con el fitopatógeno.  Ver Anexo 4. 

3.2.3.2 Evaluación de infección por efecto de P. syringae en plantas de A. thaliana por 

conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) en hojas infectadas de A. thaliana  

Para corroborar que la cepa C23F previene la formación de síntomas severos del 

fitopatogéno y que también reduce el número de células del mismo en plantas de A. thaliana, 

se realizó el experimento de conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de P. 

syringae. La cuantificación de las mismas se realizó siguiendo el protocolo establecido 

previamente por Jacob et al. (2017). Este consistió en colectar 3 hojas (réplicas técnicas) por 

planta del tercer y cuarto tratamiento, descritos en el párrafo anterior, que fueron tratados 

con el fitopatógeno. Estas hojas se colocaron en etanol al 70 por ciento durante un minuto y 

se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril. Después, con la ayuda de un sacabocado 

(0.9 cm de diámetro), se hizo una perforación del área de infección. Estos discos se 

sumergieron en un tubo Eppendorf conteniendo 1mL de MgCl2 [10mM] y se molieron con 

ayuda de pistilos de plástico estéril.  Posteriormente, de este mismo tubo, se realizaron 
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diluciones sucesivas hasta 10-6. Se tomaron 20 µL de cada dilución y se sembraron, por 

triplicado, en placas Petri conteniendo medio LB con rifampicina [50 ug/mL]. Las placas se 

incubaron durante 24-36 horas a 28°C y transcurrido el tiempo, se realizaron los cálculos 

para obtener el número de unidades formadoras de colonias por área de la hoja (UFC/ cm2) 

según lo establecieron Muñoz-Rojas et al. (2016). 

3.2.4 Análisis molecular 

Para la evaluación de la expresión de los genes involucrados durante la fitoestimulación, es 

decir, durante la interacción planta-bacteria benéfica. Se utilizaron las plántulas que 

estuvieron en interacción solamente con la bacteria C23F sin la interacción con el 

fitopatógeno.  

3.2.4.1 Extracción de ARN 

El tejido de cinco plantas de Arabidopsis thaliana fue colectado 24 horas después del 

tratamiento, éstas fueron colocadas en nitrógeno líquido y se mantuvieron a -80°C hasta su 

uso. El ARN total fue aislado usando el método de TRizol de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante (Invitrogen). La integridad del ARN fue evaluada mediante la observación de 

bandas una electroforesis en gel de agarosa (1%), la concentración y pureza fueron 

determinadas por el NanoPhotometer (IMPLEN NP80). 

3.2.4.2 Síntesis de ADNc 

El ADNc se sintetizó utilizando el Kit® de síntesis (cDNA RevertAid H Minus First 

Strand,Thermo Fisher Scientific), siguiendo los protocolos del fabricante. 

3.2.4.3 Análisis por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT- PCR) 

La qRT- PCR se realizó en placas de 96 pocillos en Applied Biosystems StepOne™ y 

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific), usando SYBR Green 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (ThermoFisher Scientific) con 500 ng 

de ADNc como templado. Se utilizaron tres replicas biológicas, cada una de estas consistió 

en 5 plántulas por placa (se usó 3 placas con medio MS 0.2X por tratamiento). Asimismo, 

cada uno con tres réplicas técnicas, para cada uno de los genes analizados. Las condiciones 

de la qRT-PCR fueron las siguientes: una desnaturalización inicial de 95°C durante cinco 

minutos, seguido de otra desnaturalización a 95°C durante 15 segundos, el alineamiento a 

60°C durante 30 segundos y la extensión a 72°C durante 30 segundos para un total de 45 

ciclos. Los valores de expresión génica se normalizaron utilizando la expresión media de los 
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genes ACTIN y CF150 descritos anteriormente como genes de referencia estables 

(Czechowski et al., 2005; Serrano y Guzmán, 2004). La normalización de los genes fue 

determinada mediante el método comparativo 2-ΔΔCT previamente descrito por Schmittgen y 

Livak (2008).  

Los genes analizados fueron los siguientes: PR1 (ácido salicílico), PR4 (etileno), PDF1.2 

(ácido jasmónico), AtIAA1 (auxina), SAUR (auxina), ZAT12 (ROS). Ver Anexo 6. 



  

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 Evaluación de la actividad fitoestimulante en la planta modelo A. thaliana con la 

cepa aislada 

4.1.1 Interacción in vitro bacteria-planta  

Los resultados obtenidos de la fitoestimulación in vitro en plántulas de Arabidopsis thaliana 

se muestran en la Figura 2 donde se observa una reducción del crecimiento de la raíz primaria 

al haber sido tratadas con el inóculo bacteriano C23F (b), en comparación con el tratamiento 

control (a). La prueba t de Student reveló la existencia de una diferencia significativa 

(Gráfica 2) en la longitud de la raíz principal de las plántulas inoculadas respecto a las que 

no.  

Si bien la bacteria C23F se identificó como un género y especie nueva, de acuerdo a la 

secuenciación de su genoma y los análisis de filogenia, se determinó que su posición 

filogenética es cercana a Scandinavium goeteborgense (Rebollar et al., 2019). Esta bacteria 

a) b) 

Figura 2. Efecto de inóculo bacteriano proveniente de la piel de ranas sobre el crecimiento de 

plántulas de A. thaliana después de 11 días post inoculación a) plántulas de Arabidopsis (Col-0) crecidas 

en medio agar Murashige y Skoog (MS) 0.2X y b) plántulas inoculadas con la bacteria C23F. La flecha roja 

indica la zona de inoculación.  
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fue recientemente reportada como género y especie nueva dentro de la familia 

Enterobacteriaceae por Marathe et al. (2019). Por otro lado, el acortamiento de la raíz 

primaria en plántulas de A. thaliana fue también reportado por López-Bucio et al. (2007) al 

estudiar el efecto de una rizobacteria  promotora del crecimiento vegetal (PGPR) debido 

principalmente, a la reducción de la proliferación celular a nivel del meristemo apical de la 

raíz y una disminución en el alargamiento de las células que salen del mismo. Sin embargo, 

este mismo estudio demostró que a pesar que la actividad meristemática a nivel de raíz 

primaria se vio disminuida en plántulas inoculadas, esto no ocurrió en los primordios de 

raíces laterales (LRP) y, por el contrario, presentaron una mayor actividad, lo que explicaría 

el aumento en la emergencia y crecimiento de raíces laterales. Estudios realizados en cultivos 

de arroz (Ambreetha et al., 2018) y frijol (López-Bucio et al., 2007) reportaron fenotipos 

similares a los observados en esta investigación. Dichos estudios explicaron que la principal 

razón de estos fenotipos se debe a las diversas modulaciones a nivel hormonal relacionados 

a la morfogénesis de la raíz y, por tanto, las modificaciones en la arquitectura de la misma. 

Siendo más puntuales, el rol que cumplen las hormonas auxina y etileno, reportadas por estos 

mismos autores, al mediar diversas señalizaciones en el desarrollo radicular. En ese sentido, 

surge la posibilidad de que el cambio de expresión hormonal daría lugar a modificaciones 

en la raíz.  

Figura 3. Gráfica del efecto de la bacteria C23F en el crecimiento de la raíz primaria en plántulas 

de A. thaliana en plántulas sin inóculo (CTRL) y en plántulas inoculas (C23F). Los valores mostrados 

representan la media de 10 plántulas ± desviación estándar. La presencia de asteriscos indica que las 

medias difirieron significativamente (p<0.05).  
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Con referencia a lo anterior, Vacheron et al. (2013) explicaron que producto de la interacción 

planta-bacteria benéfica, esta última segrega un conjunto de compuestos o sustancias que 

promueven el crecimiento vegetal. En este caso, la hormona auxina pudo haber sido liberada 

por la bacteria C23F, generando una gradiente de auxina en la raíz, lo que pudo generar los 

cambios en los niveles de esta hormona. Por tanto, explicaría el acortamiento de la raíz 

primaria y el aumento de la promoción de raíces laterales que se observan en la Figura 2b. 

Asimismo, el proceso de iniciación y desarrollo de las raíces laterales se encuentra muy 

ligada a la hormona auxina, al actuar como posible factor de señalización para inducir las 

células del periciclo ubicadas frente a los polos del xilema. Entre los sucesos claves que 

desencadena la regulación, transporte, síntesis y acumulación local de la hormona auxina se 

encuentran: el cebado de las células del periciclo, establecimiento de las células fundadoras 

y la sucesiva división celular asimétrica que dará lugar a los LRPs que se diferenciarán 

posteriormente en raíces laterales en la zona de diferenciación. Añadido a ello, la decisión 

de las células del periciclo en adquirir la identidad de células fundadoras para la formación 

de los LRPs es llevado a cabo en la zona denominada “meristemo basal”. Estudios previos 

sugieren que el destino de convertirse en células fundadoras podría estar influenciada por 

una señalización de auxina y de esta forma, enfatizando el importante rol que cumple esta 

hormona como modulador de la arquitectura radicular (De Smet, 2012; Dubrovsky et al., 

2008; Péret et al., 2009; Verbon y Liberman, 2016).  

Además de haber obtenido un acortamiento de la raíz primaria, se obtuvo una desviación o 

curvatura de la misma. En la Figura 2, las plántulas tratadas con la cepa C23F muestran un 

comportamiento agravitrópico de la raíz primaria en comparación con el tratamiento control. 

La desviación del crecimiento de la raíz del vector gravitrópico estaría fuertemente 

influenciada a un componente fitohormonal como es la auxina. Además de incrementar la 

respuesta a auxina en los primordios de raíces laterales, como se mencionó anteriormente, 

también cambia la expresión de transportadores de dicha hormona dentro de la punta de la 

raíz primaria (Jiménez-Vázquez et al., 2020; López-Bucio et al., 2007).   
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4.1.2 Cuantificación de pelos radiculares 

 

Uno de los tantos cambios estructurales que ocurren a nivel radicular en la interacción planta-

microorganismo, se encuentra la promoción de los pelos radiculares. Para lograr una correcta 

evaluación se analizó el número de pelos radiculares de ambos tratamientos tomando como 

sección de referencia 0.2 cm desde la punta de la raíz de cada tratamiento. En la Figura 4, 

no solo se observa un mayor número de pelos radiculares en plántulas de A. thaliana al haber 

sido inoculadas con la cepa C23F, sino que fueron también visiblemente más largas al ser 

comparadas con el tratamiento control. El análisis estadístico reveló una diferencia 

significativa en el número de pelos radiculares de las plántulas inoculadas comparadas con 

el tratamiento control (Figura 5). Como se discutió anteriormente, la interacción planta-

microorganismo benéfico trae como consecuencia una serie de modificaciones 

a) b) 

Figura 4. Efecto de la bacteria C23F en la promoción de pelos radiculares. Observación en microscopio 

de raíces de A. thaliana tomando como zona de estudio 0.2 cm desde la zona apical a) raíces de plántulas sin 

inóculo, b) raíces de plántulas inoculadas con C23F. La imagen obtenida en el microscopio fue con un lente 

objetivo de 10x. Escala de barra: 200 µm 



  

30 

morfofisiológicas en la planta hospedera, en este caso, los cambios a nivel radicular son 

atribuidos, principalmente, a la hormona auxina.  

 

Estudios previos realizados en plántulas de A. thaliana con rizobacterias (López-Bucio et 

al., 2007; Spaepen et al., 2014; Sukumar et al., 2013; Zamioudis et al., 2013) y con bacterias 

endófitas (Mercado-Blanco y Prieto, 2012; Verma et al., 2018) mostraron no solo una 

sobreproducción de pelos radiculares, sino también un aumento en la longitud de los mismos. 

Según la literatura, los pelos radiculares son proyecciones especializadas provenientes de las 

células epidérmicas de la raíz. Además, cumplen un rol fundamental al aumentar el área 

superficial y volumen de suelo que puede acceder la raíz para facilitar la absorción de agua 

y nutrientes. Así mismo, podrían incrementar el anclaje de la raíz al suelo para un mejor 

soporte de la planta (Bibikova y Gilroy, 2002; Mercado-Blanco y Prieto, 2012; Zamioudis 

et al., 2013). Cabe resaltar que, agregado al proceso de especificación de las células de la 

epidermis hasta la terminación en el crecimiento del pelo radicular, hay que considerar que 

también es un proceso plástico en su desarrollo al responder a diversos estímulos 

ambientales, como pueden ser eventos de estrés hídrico o nutricional (Bibikova y Gilroy, 

2002).  

En ese sentido, las hormonas auxina y etileno, fitohormonas relacionadas al crecimiento 

vegetal, podrían actuar como reguladores a diversas fases que dan lugar a un pelo radicular 

funcional (Zamioudis et al., 2013). Una posible explicación de lo anterior, podría ser lo 

Figura 5. Gráfica del efecto de la bacteria C23F en la promoción de pelos radiculares en plántulas de 

A. thaliana. Plántulas sin inóculo (CTRL) e inoculadas (C23F). Los valores mostrados representan la media 

de 10 plántulas ± desviación estándar. La presencia de asteriscos indica que las medias difirieron 

significativamente (p<0.05). 
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planteado por Ribaudo et al. (2006), quienes sugirieron que altas concentraciones de IAA 

(ácido indol-3-acético) podría inducir la expresión de ACS (1-aminociclopropano-1-

carboxilato sintasa), enzima clave para la síntesis de etileno, incrementando los niveles de 

esta hormona. Este estudio, que evaluó el efecto de una rizobacteria en plantas de tomate, 

concluyó que el etileno actuaría como un intermediario en un mecanismo de señalización 

que conduce a la mejora en la densidad de pelos radiculares. Otra posible explicación la 

dieron Verbon y Liberman (2016), quienes sugirieron que la densidad de estos pelos puede 

verse incrementada por la colonización de bacterias debido a un aumento de las células 

corticales alrededor del eje radical. En otras palabras, mientras mayor sea el número de 

células corticales, mayor el número de células formadoras de pelos radicales.   

4.2  Pruebas de antagonismo microbiano  

4.2.1 Confrontación directa 

Una de los métodos para evaluar el antagonismo microbiano es la prueba de confrontación 

directa o inhibición simultánea, donde ambas especies bacterianas co-interaccionan una con 

otra en el momento del ensayo. Después de la incubación de ambas bacterias, la presencia 

de halos de inhibición  alrededor de la cepa de interés inoculada en el centro es considerada 

indicativo de actividad antagónica (Cesa-Luna et al., 2020; Molina-Romero et al., 2017; 

Pérez y Terrón et al., 2014). Los resultados obtenidos al confrontar directamente a P. 

syringae y la cepa de interés C23F, no mostraron presencia de halos de inhibición traslúcidos 

como se esperaba en un inicio.  Como se observa en la Figura 6b alrededor del disco de papel 

filtro, se observó el crecimiento de la cepa C23F con una coloración blanquesina, señalada 

en la figura con una flecha roja. Mientras que en el resto de la placa se pudo observar el 

crecimiento del fitopatógeno. Aunque visiblemente se pudo observar una disminución de 

colonias de P. syringae alrededor del disco conteniendo a la cepa C23F, la prueba t de 

Student determinó que no existió diferencia significativa al evaluar del área de crecimiento 

del fitopatógeno en ambos tratamientos (Figura 7).  

El crecimiento de ambas cepas, obtenidas de la prueba de inhibición simultánea, podría 

sugerir que la cepa de interés C23F no es antagónica al fitopatógeno P. syringae. Por el 

contrario, la interacción de ambas cepas podría ser de tipo neutralista o sinérgica, ya que 

ambas cepas son capaces de crecer en el mismo medio. El término neutralismo fue definido 

por James et al. (1995) como aquella interacción donde ninguna de las poblaciones es 

afectada por la presencia de la otra. Mientras que en esta misma revisión se definió 
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sinergismo como la interacción que resulta en un incremento de producción o consumo de 

un producto en específico.  

 

Si bien, estudios acerca del genoma de P. syringae pv tomato DC3000 revelaron genes que 

codificarían para factores de virulencia, toxinas y proteínas efectoras con sistema de 

secreción tipo III que facilita su patogénesis (Buell et al., 2003; Guo et al., 2009; Xin y He, 

a) b) 

Figura 6. Crecimiento de P. syringae en presencia del inóculo bacteriano C23F.  En placas con medio Triptona 

1%, se sembró únicamente al fitopatógeno (a) y en interacción con la cepa de interés C23F en el centro (b). La 

flecha de color amarillo indica el crecimiento del fitopatógeno, mientras que la flecha de color rojo indica el 

crecimiento de la bacteria C23F. 

Figura 7. Gráfica del crecimiento de P. syringae en presencia del inóculo bacteriano C23F. Placas donde 

solo creció el fitopatógeno (CTRL) y en presencia de la cepa de interés (C23F). Los valores mostrados 

representan la media de 3 placas ± desviación estándar. La presencia de asteriscos indica que las medias 

difirieron significativamente (p<0.05). 
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2013), son características propias para evadir el sistema de defensa vegetal y no de un 

hospedero bacteriano. Por lo cual, podría explicar por qué su potencial patogénico no 

impidió el crecimiento de la bacteria C23F.    

4.2.2 Evaluación de posibles compuestos liberados que afectan el crecimiento de P. 

syringae 

4.2.2.1 Prueba de doble capa de agar modificada 

Si bien esta prueba es ampliamente utilizada para determinar la liberación de algún 

compuesto por parte de bacterias productoras, uno de los inconvenientes de su uso es no 

poder observar claramente las zonas de inhibición. La cepa de interés C23F, al pertenecer a 

la familia Enterobacteriaceae, podría tener la capacidad de segregar compuestos 

antimicrobianos contra el fitopatógeno P. syringae  (Moxley, 2022). Por ello, se decidió 

evaluar la hipótesis de la posible cepa productora tenga que estar presente (viva) para que se 

encuentre continuamente segregando los compuestos que en cantidades suficientes podría 

inhibir al fitopatógeno. Por ello, basándonos en el experimento de doble capa de agar, se 

decidió no retirar a la cepa de interés, para comprobar esta hipótesis.  

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8, donde el tratamiento control (a) 

corresponde solamente al crecimiento de P. syringae. Sin embargo, el tratamiento con la 

cepa de interés (b) crecida previamente en la primera capa de agar se observó áreas donde 

no creció el fitopatógeno, señaladas en la figura con flechas de color rojo. Se midió el área 

de crecimiento del fitopatógeno en ambos tratamientos haciendo uso del programa ImageJ. 

a) b) 

Figura 8. Crecimiento de P. syringae en presencia del inóculo bacteriano C23F. Se modificó la prueba 

de doble capa de agar sembrando únicamente al fitopatógeno (a) y en interacción con el crecimiento de C23F 

en la primera capa. Las flechas rojas indican las zonas donde no creció el fitopatógeno (zonas de inhibición). 

La flecha amarilla indica el punto de inoculación de la bacteria C23F en la primera capa de agar. 
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El análisis estadístico demostró la existencia de una diferencia significativa en el área de 

crecimiento ocupada por el fitopatógeno, siendo mucho menor en el tratamiento con la cepa 

C23F (Figura 9).  

La presencia de zonas de inhibición, señaladas con flechas rojas en la Figura 8, corroboró la 

hipótesis planteada anteriormente estableciendo que la cepa si produciría algún compuesto 

antimicrobiano contra este fitopatógeno. Dicho esto, al ser necesario tener a la cepa de interés 

viva y presente en el medio, justificaría los resultados obtenidos en la (Figura 8). Existe la 

posibilidad que al haber incubado y mantenido a la cepa C23F en la primera capa de agar, 

esta tuvo más tiempo no solo para abastecerse de nutrientes del medio, sino también para 

producir la cantidad necesaria que tuvo un efecto antimicrobiano contra P. syringae como 

se observa en la Figura 8b. Por otro lado, existe también la posibilidad que la bacteria 

inoculada C23F sea más competente al poseer mayor capacidad de colonización en 

comparación del fitopatógeno, reduciendo su espacio y nutrientes a P. syringae. Asimismo, 

las zonas de inhibición observadas en la Figura 8b no presentaron una figura definida sino, 

irregular en toda la placa abriendo la posibilidad que la bacteria C23F podría ser móvil, 

siendo ésta una característica de la especie  Scandinavium goeteborgense emparentada con 

la cepa utilizada (Marathe et al., 2019).  

 

Figura 9. Gráfica del crecimiento de P. syringae en presencia del inóculo bacteriano C23F. Placas 

donde solo creció el fitopatógeno (CTRL) y en presencia de la cepa de interés (C23F). Los valores 

mostrados representan la media de 3 placas ± desviación estándar. La presencia de asteriscos indica que las 

medias difirieron significativamente (p<0.05). 
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En las últimas décadas se ha dado mayor énfasis al estudio de la microbiota de la piel de 

anfibios, principalmente como principal mecanismo de defensa, principalmente, contra el 

hongo patógeno Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) causante de la disminución y 

extinción de varias poblaciones de anfibios (Becker et al., 2015; Harris et al., 2009; Rebollar 

et al., 2019; Varga et al., 2019; Walke y Belden, 2016; Woodhams et al., 2016). Asimismo, 

se reportó que el principal mecanismo de acción es mediante la segregación de compuestos 

antifúngicos y antimicrobianos como es el caso de las bacteriocinas, compuestos orgánicos 

volátiles (VOC’s), toxinas, etc. (Assis et al., 2017; B. Assis et al., 2020; Bletz et al., 2019; 

Brucker et al., 2008; Woodhams et al., 2016). En estudios recientes, pudieron aislar y 

cultivar especies bacterianas de este microbioma satisfactoriamente, éstas demostraron tener 

un enorme potencial como posibles agentes biocontroladores contra hongos fitopatógenos 

(Cevallos et al., 2022; Susilawati et al., 2021). Tomando como referencia lo reportado 

anteriormente, se esperaría que la cepa de interés C23F estaría liberando algún compuesto 

de carácter antimicrobiano que inhibió el crecimiento de P. syringae (Figura 8).  

4.3 Efecto protector de la bacteria en plantas de A. thaliana ante la infección de P. 

syringae 

Como se observó anteriormente, la confrontación de la cepa aislada de la piel de anfibios 

C23F contra el fitopatógeno a nivel in vitro (Figura 8); resultó en la disminución del 

crecimiento de P. syringae sugiriendo la producción de algún compuesto antimicrobiano. 

De esta manera, se planteó que la cepa C23F estaría también disminuyendo la infección de 

P. syringae en plántulas de A. thaliana en condiciones de invernadero. En la Figura 6 se 

observa que el tratamiento control no presentó alteración alguna en hojas de A. thaliana 

corroborando que el medio que se usó para suspender al fitopatógeno no tuvo ningún efecto 

en la plántula. Por otro lado, en el tratamiento solamente con la cepa C23F, no se observó 

ninguna lesión en la hoja y por el contrario, los resultados fueron similares a los observados 

en el tratamiento control. De esto se podría inferir que la cepa de interés no estaría causando 

algún efecto adverso en la planta o, dicho de otra forma, no estaría dañando a la planta. Esto 

es importante de mencionar, ya que, el interés del presente estudio es poder caracterizar esta 

cepa como posible agente bioestimulante y debe ser inocua para la planta. En el tercer 

tratamiento se observó una sección de la hoja con clorosis extendida por el lado donde se 

inoculo el patógeno. De esta forma se confirmó la efectiva infiltración del fitopatógeno en 
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las hojas. No obstante, la zona clorótica observada también pudo verse favorecida por las 

lesiones mecánicas durante la infiltración, que se observó en los bordes rotos (Figura 10c).  

El ultimo tratamiento, mostró resultados muy interesantes ya que también se observó una 

lesión por clorosis, pero, esta fue visiblemente de menor en tamaño. Por lo que, podría 

deberse al efecto benéfico de la cepa C23F en la planta, inoculada previamente, ante la 

infección de P. syringae. Lo anterior, podría guardar relación con lo observado en la Figura 

8 al observar a nivel in vitro la disminución del crecimiento del patógeno por la acción de 

C23F. Por otro lado, surgió la interrogante si la aparente reducción del tamaño de lesión por 

clorosis se correlaciona positivamente con una disminución en el número de células del 

patógeno. Para responder esta interrogante se necesitó llevar a cabo el conteo de unidades 

formadoras de colonias de P. syringae.  

4.4 Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) de P. syringae en hojas 

infectadas de A. thaliana  

Las UFC/(mL.cm2) obtenidas del tratamiento entre plantas de A. thaliana y P. syringae fue 

de 7.34E+05. Mientras que, del tratamiento de la planta con el fitopatógeno y la cepa aislada 

C23F se obtuvo 2.23E+05. De esta manera, se observó una reducción promedio de 3.3 veces 

del número de UFC del patógeno al ser tratada con la cepa C23F. En otras palabras, la 

bacteria C23F redujo más del triple de la población del patógeno en plantas de A. thaliana 

en condiciones de invernadero. El análisis estadístico confirmó que existió una reducción 

significativa entre la cantidad de UFC de P. syringae en plantas tratadas con el inóculo 

bacteriano C23F (Figura 11). De esta manera, se pudo evidenciar un fuerte efecto protector 

Figura 10. Efecto protector de la bacteria C23F en plantas de A. thaliana ante la infección de P. syringae. 

Se tomó una muestra representativa de cada tratamiento. Las flechas rojas indican las regiones cloróticas 

producto de la infección del fitopatógeno. En la figura se expone una muestra representativa de cada 

tratamiento.  

 

Tratamiento 1: 

Mock (MgCl2) 
Tratamiento 2: 

C23F 

Tratamiento 3: P. 

syringae 

Tratamiento 4: P. 

syringae + C23F 

a) b) c) d) 
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de la cepa C23F en plantas de A. thaliana, ante la infección de P. syringae. Asimismo, se 

confirmó que la reducción del tamaño de lesión se correlaciona positivamente con la 

reducción del número de células del patógeno. A simple vista, se asumiría que la máxima 

población que P. syringae podría alcanzar sería la que haga visible los síntomas de infección. 

Sin embargo, Katagiri et al. (2002) demostraron que la bacteria P. syringae pv. tomato 

DC3000 alcanzó casi su máximo nivel de multiplicación, en plantas de A. thaliana, mucho 

antes de los síntomas visibles, como la clorosis. De ello se deduce que los datos obtenidos 

del tratamiento 3 no corresponderían necesariamente al máximo nivel de UFC/(mL.cm2) 

alcanzado por el fitopatógeno.  

Anteriormente, se discutió que la cepa C23F podría estar liberando algún compuesto 

antimicrobiano que afectaría el crecimiento de P. syringae a nivel in vitro. Sin embargo, no 

se podría afirmar que la liberación de compuestos antimicrobianos o antibiosis sea el 

mecanismo responsable de acción de C23F. Existen otros mecanismos que podrían estar 

actuando en conjunto permitiendo que la bacteria C23F esté actuando como agente de 

biocontrol. En la revisión elaborada por Compant et al. (2005) refirieron otro mecanismo 

directo, denominado desintoxicación y degradación de agentes de virulencia. Estos mismos 

autores mencionaron que el mecanismo involucra la producción de proteínas que se unen 

irreversiblemente a las toxinas e inclusive, degradan compuestos tóxicos liberados por 

Figura 11. Gráfica del conteo de UFC/mL post-infección de P. syringae en plantas de A. thaliana. Se 

infectó plantas no inoculadas (CTRL) y plantas que fueron inoculadas previamente con la cepa C23F. Los 

valores mostrados representan la media de 3 placas ± desviación estándar. La presencia de asteriscos indica 

que las medias difirieron significativamente (p<0.05). 
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algunos fitopatógenos. Además de ello también se discutió que algunas bacterias promotoras 

del crecimiento vegetal (PGPB) poseen la capacidad para interferir y desactivar el fenómeno 

de quorum-sensing del patógeno degradando las señales autoinductoras, necesarias para la 

expresión de numerosos factores de virulencia. La degradación de las señales autoinductoras 

se logra mediante la producción de enzimas de tipo lactonasas (Olanrewaju et al., 2017). Por 

ello,  la cepa C23F pudo haber reprimido la virulencia del fitopatógeno P. syringae, al 

degradar sus señales autoinductoras necesarias para activar la cascada de genes relacionados 

a sus factores de virulencia como genes hrp (codificantes para proteínas de secreción tipo 

III), su efector coronatina, necesario en su patogénesis (Melotto et al., 2008; Xin et al., 2018; 

Xin y He, 2013). También podría tratarse de una estrategia muy ingeniosa de los ACB, si 

bien no son tan comunes y tampoco mostraron resultados alentadores en campo (Compant 

et al., 2005; Olanrewaju et al., 2017). Asimismo, otro mecanismo directo es la producción 

de sideróforos, estos son compuestos de bajo peso molecular producidos en condiciones 

limitantes de hierro, poseen alta afinidad al hierro férrico (Fe+3) permitiendo formar el 

complejo hierro-sideróforo para ser  asimilado por la bacteria (Olanrewaju et al., 2017). Esta 

estrategia de competencia por hierro es también el método de acción de varios antagonistas 

fúngicos (Köhl et al., 2019).  

En ese sentido el involucrar no solo a ambas bacterias, sino también a un sistema más 

complejo como la planta, abre la posibilidad de que otros mecanismos podrían estar 

mediando el efecto protector de la cepa C23F ante el ataque de P. syringae. Dentro de los 

mecanismos de acción de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPB), existe 

el parasitismo o hiperparasitismo pero, implicaría que la cepa C23F tendría que estar 

adquiriendo algún nutriente de su hospedero, en este caso, P. syringae. Aunque no se puede 

determinar si ese fue el caso, Köhl et al. (2019) refirieron que este mecanismo es poco 

frecuente entre especies bacterianas y más bien es más frecuente en hongos patógenos.  

Otro mecanismo de las PGPBs es la competencia por espacio y/o nutrientes como lo 

demostraron Innerebner et al. (2011) al aislar especies del género Sphingomonas, con 

capacidad para suprimir la infección y el crecimiento del patógeno  P. syringae pv. tomato 

DC3000 en hojas de A. thaliana, donde fueron aisladas inicialmente. Si bien la cepa C23F 

fue identificada al género más cercano Scandinavium, especies de este género asimilan 

algunos nutrientes que, a su vez, son asimilados por el fitopatógeno como el ácido gamma-

aminobutírico (GABA), ácido aspártico, el aminoácido serina, entre otros (Maddock et al., 
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2022; Rico y Preston, 2008). Esto podría implicar una posible competencia por asimilación 

de nutrientes dentro del apoplasto de la planta.    

Otro mecanismo que podría explicar que la cepa C23F estaría actuando como agente de 

biocontrol contra P. syringae es la inducción de la resistencia en el hospedero, catalogado 

como mecanismo indirecto por Pal y Gardener (2006). Al interaccionar no solo la posible 

bacteria benéfica, sino también el fitopatógeno en la planta hospedera (interacción tritrófica), 

podrían estar ocurriendo dos mecanismos de defensa vegetal. El primero, la resistencia 

sistémica inducida (RSI), la cual es activada por un elicitor denominado patrón molecular 

asociado a microbios (MAMPs), en otras palabras, estímulos inductores producidos por 

microorganismos benéficos o no patogénicos. Entre los MAMPs  más estudiados se 

encuentra la flagelina y estos suelen ser liberados en cantidades muy pequeñas (Köhl et al., 

2019). En ese sentido, el inóculo C23F al haber sido colocado días antes de la infiltración 

del fitopatógeno, pudo haber inducido la RSI y de esta manera, incrementar la resistencia 

del hospedero. Inclusive, Olanrewaju et al. (2017) indicaron que ciertas bacterias promotoras 

del crecimiento vegetal (PGPB) podrían preparar a la planta para reaccionar más rápido, con 

más fuerza ante posibles ataques posteriores de una amplia variedad de patógenos.  Además, 

la activación de la RSI estaría involucrando señales de jasmonato, etileno e independiente 

del ácido salicílico. En ese sentido la RSI estaría asociada a un aumento de sensibilidad a 

estas hormonas, más que de un aumento de su producción (Compant et al., 2005). 

El segundo mecanismo es la resistencia adquirida sistémica (RSA) que ocurre con el 

reconocimiento de un patrón molecular asociado a patógenos (PAMPs). La RSA 

generalmente conduce a la expresión de proteínas relacionadas a la patogénesis (PR) y que 

además es mediado por el ácido salicílico (Pal y Gardener, 2006). En ese sentido, la principal 

PR de P. syringae sería su toxina coronatina que cumple roles importantes durante la 

infección como la facilitación de la invasión de la bacteria a través del estoma, su persistencia 

en la planta, incremento de susceptibilidad a la enfermedad en partes no infectadas de la 

planta. Curiosamente, la coronatina que se asemeja al jasmonato, que al ser antagónico al 

ácido salicílico, evade la vía mediada por el ácido salicílico (Pal y Gardener, 2006). Por 

tanto, pese al gran arsenal patogénico de P. syringae, la activación de RSI por la bacteria 

C23F y sumado a la activación de RSA por parte del patógeno, pudo haber incrementado 

aún más la resistencia en la planta A. thaliana (Figura 10d). 
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4.5 Análisis molecular 

4.5.1 Extracción de ARN 

Los resultados de la extracción de ARN total de las muestras del experimento de 

fitoestimulación (Figura 2), se visualizan en la Tabla 2. Asimismo, la integridad del mismo 

se observa en la Tabla 2.   

Tabla 2: Cuantificación de ARN total (µg/µL) post-tratamiento con LiCl [2M]. 1, 2 y 3 

(réplicas biológicas).   

 

 

Muestra Cantidad ng/µL Cantidad  µg/µL 2  µg/µL 

CTRL-1 308.88 0.30888 6.5 

CTRL-2 190.28 0.19028 10.5 

CTRL-3 336.80 0.33680 5.9 

C23F-1 171.92 0.17192 11.6 

C23F-2 220.08 0.22008 9.1 

C23F-3 285.72 0.28572 7.0 

(L) (a) (b) (c) (d) (e) (f) 

1000bp 

700bp 

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa. Los productos de extracción se visualizaron en gel de 

agarosa al 1% en solución amortiguadora TBE 1X, con un voltaje de 95 V durante 35 min a temperatura 

ambiente y teñidos con bromuro de etidio. La columna (L) corresponde al marcador molecular o ladder. 

Las columnas (a), (b) y (c) corresponden al tratamiento control con sus 3 réplicas biológicas. Las 

columnas (d), (e) y (f) corresponden al tratamiento con la cepa de interés con sus 3 réplicas biológicas. 
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En la Tabla 2 se observa las cantidades obtenidas de ARN total no fueron homogéneas como 

se esperaba, de hecho, se pudo observar que se obtuvo mayor cantidad de ARN de muestras 

del tratamiento control (CTRL) en comparación con aquellas muestras tratadas con la 

bacteria C23F. Pese a que se partió con una cantidad aproximada de 0.1g de muestra vegetal, 

se obtuvo diferentes rendimientos de ARN. Lo anterior pudo deberse a diversos factores 

como el método de extracción ya que, entre una y otra réplica biológica pudo no haberse 

agregado la misma cantidad de reactivos. Por otro lado, hay que tomar en cuenta otros 

factores como presencia de ARNasas, proteínas y ADN que pese al uso del TRIzol 

(Invitrogen ™) como reactivo para inhibir la activación de ARNasas y remover 

contaminantes por DNA, no siempre ocurre una eficiencia absoluta (Fleige y Pfaffl, 2006; 

Meng y Feldman, 2010). Cabe mencionar que, la adición de LiCl pudo también haber 

influido en la cantidad de ARN extraído, ya que su mecanismo consiste en precipitar el ARN 

para lograr una mejor purificación; sin embargo, el tiempo de exposición de la muestra y 

otra pudo haber generado pérdida de ARN en más de una muestra.  

Por otra parte, a pesar de haber obtenido cantidades no homogéneas de ARN, gracias al 

tratamiento con LiCl, se obtuvo un ARN de buena calidad, tal como se observa en la Figura 

12. La electroforesis tuvo como resultado la amplificación de fragmentos, siendo los 

tamaños aproximados de 1000 y 700 pb. Los pesos de los fragmentos parciales se estimaron 

mediante la comparación con el marcador GeneRulerTM 1 kb (Anexo 5). Estos fragmentos 

corresponderían a las bandas del ARN ribosomal conformados por las subunidades mayor 

(28S, 5.8S y 5S) y menor (18S).  La banda superior (1000pb) correspondería a la subunidad 

mayor, mientras que la inferior (700pb), a la subunidad menor. En la Figura 12 también se 

observa una ligera diferencia de intensidad de fragmentos entre ambas subunidades 

ribosomales, siendo la mayor más intensa que la menor.  

4.5.2 Síntesis de ADNc 

Después de utilizar el Kit® (cDNA RevertAid H Minus First Strand, Thermo Fisher 

Scientific) para la síntesis del ADNc siguiendo las condiciones del fabricante, se evaluó su 

integridad a través de una electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 13) para el gen 

housekeeping actina. Las bandas que amplificaron correspondieron a las muestras problema, 

es decir, a las tres réplicas biológicas del tratamiento control y las tres réplicas biológicas 

del tratamiento con la bacteria de interés C23F. Además, dichas bandas presentaron un 

tamaño de 300 pb. Cabe mencionar que, las seis muestras en total poseían todos los reactivos 

del kit además del templado de ARN utilizados para la síntesis de ADNc. De esta manera, 
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al observar la amplificación de bandas para el gen de actina, luego de la PCR punto final, se 

confirmó la síntesis del ADNc. Este gen housekeeping desempeña un papel general en los 

procesos celulares básicos como el mantenimiento de la estructura celular y, por lo tanto, 

generalmente no se ven afectados por factores externos (Hong et al., 2008). Cabe recalcar 

que, el gen de actina es uno de los genes de referencia más conocidos y utilizados para el 

estudio de la planta A. thaliana así como α y β-tubulina (Czechowski et al., 2005).  

Asimismo, se observa en la Figura 13 muestras donde no amplificaron las bandas, 

correspondientes al control negativo (sin ARN) (carriles g y h), muestras sin la enzima 

retrotranscriptasa (RT) (carriles i y j) y sin la adición de ambos en simultáneo (carriles k y 

l). La evaluación del control negativo sirvió para demostrar la integridad de los reactivos del 

kit. Por otro lado, se evaluaron las muestras sin la enzima RT para comprobar que el 

templado (ARN) estuviese libre de ADN genómico lo que podría generar un falso positivo. 

De la misma forma, al no observarse la amplificación de la banda en muestras donde no 

estuvo la enzima RT, ni el templado (ARN) se comprobó que los reactivos del kit se 

encontraban en óptimo estado y que el ARN utilizado se encontraba libre de algún agente 

contaminante, especialmente, ADN genómico. 

300 bp 

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR punto final para el gen de Actina. 
La columna (L) corresponde al marcador molecular o ladder. Las columnas [(a), (b), (c)] corresponden al 

tratamiento control (CTRL) con sus respectivas réplicas biológicas 1,2 y 3. Las columnas [(d), (e), (f)] 

corresponden al tratamiento con la cepa de interés (C23F) con sus respectivas réplicas biológicas 1,2 y 3. 

Las columnas [(g), (h)] corresponden a los tratamientos sin ARN, [(i), (j)] corresponden a los tratamientos 

sin la enzima retrotranscriptasa (RT) y [(k), (l)] corresponden a los tratamientos sin ARN y sin RT. 
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4.5.3 Análisis por RT-PCR cuantitativa en tiempo real (qRT- PCR) 

Finalmente, ya sintetizado el ADNc se realizó una qRT-PCR para evaluar el nivel de 

expresión de genes en plántulas de A. thaliana durante la interacción con la bacteria de 

interés C23F. Cabe mencionar que, el uso de esta técnica ha sido ampliamente extendida por 

su practicidad para analizar la expresión de un pequeño conjunto de genes de múltiples 

muestras. Además, proporciona una cuantificación precisa y sensible de los niveles de 

expresión, e inclusive de genes con niveles de expresión muy bajos (Hong et al., 2008).    

Se establecieron dos genes de referencia o housekeeping para la estandarización de los datos 

obtenidos de la qRT-PCR que fueron ACTIN (AT4G26410) y CF150 (AT1G72150). El 

primero además de involucrarse en el mantenimiento de la estructura celular, es necesario 

para la expresión de algunos genes regulados por la glucosa. El segundo, una proteína 

asociada a la lámina media (formada durante la citocinesis en células vegetales) que está 

relacionada en secuencia con las proteínas involucradas también en el tráfico de membrana 

de otros eucariotas (Zhou et al., 2019). Por otro lado, los genes de interés estudiados fueron 

el gen PR1 (AT2G14610) que responde al ácido salicílico (AS), el gen PR4 (AT3G04720) 

que responde a etileno, PDF1.2 (AT5G44420) que responde a ácido jasmónico (AJ), ZAT12 

(AT5G59820), que responde a especies reactivas de oxígeno (ROS), IAA1 (AT4G14560) 

que responde a auxina y SAUR9 (AT4G36110) que responde principalmente a auxina. Los 

resultados obtenidos de la qRT-PCR para evaluar la expresión de genes se observan en la 

Figura 14. Pese a que a se obtuvo una mayor expresión en todos los genes evaluados, estos 

se expresaron en diferente magnitud.  

La expresión del gen PR1 responde a AS, que también es considerado un marcador útil para 

la respuesta a la resistencia adquirida sistémica (RSA). El nivel de expresión obtenido del 

tratamiento tratado con la bacteria C23F fue 3.3 veces mayor que el tratamiento control. Sin 

embargo, esta no resultó ser significativa para el análisis estadístico, posiblemente debido a 

que uno de los valores no fue semejante al de las demás replicas biológicas. Asimismo, 

sobreexpresión de este gen puede sustentarse ya que AS se asocia con la activación de la 

RSA, relacionado al reconocimiento del algún PAMP, es decir, algún patógeno. 

Anteriormente, la bacteria C23F estimuló la promoción y aumento de raíces laterales y pelos 

radiculares en plántulas de A. thaliana calificándola como bacteria benéfica. No obstante, 

pudo ocurrir que inicialmente a nivel molecular la planta hospedera haya reconocido a la 

bacteria como un organismo extraño o potencial patógeno, lo que pudo haber desencadenado 

la sobre expresión de AS como mecanismo de defensa. Por otro lado, la expresión del gen 
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PDF1.2 que responde a AJ, fue 0.3 veces mayor en el tratamiento con C23F que el 

tratamiento control. Sin embargo, en el análisis estadístico resultó que esta diferencia no fue 

significativa. La pequeña sobreexpresión de AJ en plántulas tratadas con C23F podría estar 

relacionada a la resistencia sistémica inducida (RSI) que anteriormente se discutió como 

posible método de acción de un microorganismo benéfico, ya que, prepara a la planta 

hospedera contra futuros ataques de patógenos. Cabe mencionar que, los resultados 

obtenidos mostraron niveles de expresión de AJ muy superiores a AS, lo que sugeriría que 

la sobreexpresión de uno, podría reprimir la expresión del otro tal como lo discutieron Pal y 

Gardener (2006) quienes afirmaron que AJ y AS son antagónicos entre sí. 

La expresión del gen ZAT12 que responde a ROS fue apenas 0.9 veces mayor en el 

tratamiento con la bacteria en comparación con el tratamiento control. Esta diferencia, 

aunque pequeña, fue significativa cuando se realizó el análisis estadístico. En este caso, al 

ser las tres réplicas biológicas muy cercanas entre sí, la pequeña diferencia entre ambos 

tratamientos, resultó ser altamente significativa. Este fue el único caso de todos los genes 

analizados que resultó en un nivel de significancia muy por encima del resto. La 

sobreexpresión de este gen juega un rol muy importante en la señalización del estrés abiótico 

en A. thaliana así como en el metabolismo de ROS (Davletova et al., 2005). La expresión 

del gen ZAT12 es inducida por estrés lumínico, osmótico o salino, bajas temperaturas, 

heridas, estrés oxidativo, sequía e inclusive por privación de nutrientes (Le et al., 2016; 

Rizhsky et al., 2004). La expresión de este gen en nuestro estudio podría explicarse por algún 

daño mecánico durante la colecta de muestras, es decir, que pudimos haber dañado el tejido 

o inclusive, pudo haber influido el tiempo que se mantuvo afuera antes de ser colocado al 

nitrógeno líquido. Por otro lado, recordemos que las plántulas se mantuvieron durante 11 

días a 24°C en interacción con la bacteria; que pudo conllevar a una menor disponibilidad 

de nutrientes para la planta ya que la bacteria también tomaba nutrientes del medio para 

poder crecer. Este hecho no pudo haber existido en el tratamiento control, por lo cual 

explicaría que aquellas plántulas en interacción con la bacteria C23F pudieron tener menor 

disponibilidad de nutrientes de aquellas que no estuvieron en interacción con el inóculo 

bacteriano. 

Por otro lado, se sabe que un mecanismo muy común de agentes de biocontrol es la 

producción de fitohormonas como son la auxina, ACC deaminasa (enzima que hidroliza al 

precursor en la síntesis de etileno), citoquininas y giberelinas. Pudiendo ser estas producidas 

por el microorganismo o mediante la modulación de la homeostasis en la planta hospedera 
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(Berg, 2009; Olanrewaju et al., 2017; Ramos Cabrera et al., 2018). Una de las fitohormonas 

más importantes y anteriormente discutidas fue la auxina. Como se observa en la (Figura 

14d) la expresión del gen IAA1 que responde a la hormona auxina fue de 1.3 veces más en 

el tratamiento con la cepa C23F que el tratamiento control. Mientras que, la expresión de 

SAUR9 fue apenas cercano al 0.2. Según el análisis estadístico, la expresión del gen IAA1 

resultó ser significativa mientras que SAUR9, no. Este último gen se denomina Small Auxin 

Upregulated RNA 9, por sus siglas en inglés. Pese a que SAUR9 expresa su respuesta a 

auxina, su regulación sería mucho más compleja y no solo dependería de la auxina; de hecho, 

estaría afectada por una variedad de factores que incluyen otras hormonas, otros factores de 

transcripción e inclusive, factores de respuesta a luz. En ese sentido, un estudio realizado 

por van Mourik et al. (2017) demostraron que además del gen SAUR9, SAUR10 y SAUR16 

estarían involucrados a una respuesta por deficiencia de luz o un síndrome de evitación de 

la sombra, por sus siglas en inglés (SAS). Asimismo, estos mismos autores refirieron que 

esta respuesta ocurre en combinación con las hormonas auxina y brasinoesteroides. De esta 

manera, se sugeriría que la expresión del gen estudiado SAUR9 estaría muy relacionada a 

condiciones de deficiencia de luz. De esta forma, estaría muy relacionado con los datos 

obtenidos en la Gráfica 14e, ya que las plántulas de A. thaliana no estuvieron expuestas a 

condiciones de sombra por un tiempo prolongado.  

Por otro lado, el gen IAA1 es también denominado Auxina (ácido indol-3-acético) (Jing et 

al., 2023).  El gen IAA1 se expresa a lo largo del desarrollo de la planta con el nivel más alto 

de ARN en raíces, inflorescencias y flores. En ese sentido, Yang et al. (2004) demostró la 

importancia de este gen, usando mutantes iaa1 que resultaron afectadas en la elongación de 

la raíz, la formación de raíces laterales, la elongación del hipocótilo, el tropismo de la raíz y 

el brote, morfología de la hoja e inclusive, la estructura de la inflorescencia. Por tanto, se 

presumiría el amplio rol de IAA1 en diversos procesos regulados por la hormona auxina. Por 

si fuera poco, la auxina es la hormona más utilizada para explicar los efectos benéficos de 

las PGPB en el crecimiento de las plantas (Olanrewaju et al., 2017). Según Sukumar et al. 

(2013), la hormona auxina cumpliría un rol importante como molécula señal involucrada 

durante la interacción con la planta hospedera al interferir con el desarrollo de las vías 

metabólicas, ya sea en la síntesis o señalización de auxina en la planta. De esta manera, no 

se habla solamente de una síntesis y secreción de auxina por parte de la bacteria como lo 

señalaron Vacheron et al. (2013), sino que involucraría también un ingreso de la hormona 

auxina a las células de la raíz en cantidades suficientes para alterar la arquitectura y 
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desarrollo de la raíz tal y como lo reportaron diversos autores (Ambreetha et al., 2018; 

Jiménez-Vázquez et al., 2020; López-Bucio et al., 2007; Poupin et al., 2016) y lo encontrado 

en el presente estudio. 

Por último, la expresión del gen PR4 que responde a etileno no resultó significativa. No 

obstante, hubo una mayor sobreexpresión de este gen en el tratamiento con la bacteria C23F 

en comparación del tratamiento control. Si bien es considerada como la hormona del estrés 

cuando se encuentra en condiciones generadas por salinidad, sequía, inundaciones, metales 

pesados, patógenos, heridas mecánicas (Babalola, 2010), también cumple un rol muy 

importante como regulador del crecimiento y desarrollo de la planta, además de la auxina. 

Sin embargo, una posible explicación acerca de la presencia de etileno al estar en interacción 

con el inóculo bacteriano, es que éste último promueva la producción de etileno en 

cantidades suficientes para promover el aumento de pelos radiculares tal y como lo 

reportaron Ribaudo et al. (2006) al estudiar el efecto de Azospirillum brasilense en plantas 

de tomate. Inclusive, estos mismos autores señalaron que la producción de IAA activada por 

la bacteria promotora del crecimiento de la planta, podría a su vez activar la enzima ACS (1-

aminociclopropano-1-carboxilato sintasa), esencial para la síntesis de etileno lo que podría 

explicar los cambios en la estructura radicular en concentraciones suficientes. Por 

consiguiente, esto explicaría el acortamiento de la raíz primaria y la promoción en la 

formación de pelos radiculares, señalado por Poupin et al. (2016) como uno de los roles 

agonísticos/sinérgicos de las hormonas auxina y etileno. Otro mecanismo existente de los 

PGBP es la producción de ACC deaminasa, la cual hidroliza los niveles de ACC, 

disminuyendo de esta forma los niveles de etileno en la planta al encontrarse bajo 

condiciones de estrés como se mencionó anteriormente. Como consecuencia, el ACC pasa a 

ser α-ketobutirato y amonio para ser usados como fuentes de carbono y nitrógeno  (Babalola, 

2010; Olanrewaju et al., 2017). Sin embargo, se podría descartar la idea que la bacteria C23F 

sea una productora de ACC deaminasa, ya que los niveles de etileno fueron altos en plantas 

inoculadas. Por el contrario, reforzaría la idea de que los altos niveles de IAA podrían estar 

induciendo a la enzima ACS resultando en un incremento de ACC y, por tanto, de los niveles 

de etileno que se observan en la Figura 14b. Por ello, tomando en consideración la expresión 

de genes estudiados, se le podría atribuir a la bacteria C23F como potencial promotor de 

crecimiento vegetal.  
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Figura 14. Gráfica de la evaluación de la expresión de genes del tratamiento con la cepa de interés 

(C23F) respecto al tratamiento control (CTRL) en plántulas de A. thaliana después de 11 días 

posinoculación. Los genes evaluados fueron: PR1, PR4, PDF 1.2, IAA1, SAUR9, ZAT12 representados 

con las letras (a), (b), (c), (d), (e) y (f) respectivamente. Los valores mostrados representan la media de 3 

réplicas biológicas con sus 3 réplicas técnicas ± desviación estándar. La presencia de asteriscos indica que 

las medias difirieron significativamente (p<0.05). 
 



  

 

V. CONCLUSIONES 

- Se comprobó la capacidad bioestimulante de la bacteria C23F en la planta modelo A. 

thaliana, y la capacidad inhibitoria contra P. syringae pv. tomato DC3000. 

- La bacteria C23F se comportó como agente fitoestimulante generando cambios 

estructurales en la raíz promoviendo la reducción de la raíz primaria, el aumento en la 

promoción de raíces secundarias y el número de pelos radiculares. 

- La sobreexpresión del gen IAA1 (auxina) podría estar ligada a las modificaciones 

estructurales observadas en las raíces de las plántulas de A. thaliana estimuladas por la 

cepa C23F. 

- Los genes PR1, PR4, PDF1.2 y SAUR no se sobreexpresaron durante la interacción 

planta-bacteria, lo cual estaría relacionado a la ausencia del patógeno en las plantas de 

donde se obtuvo el ADN complementario. 

 



  

 

VI. RECOMENDACIONES 

- El proceso de infiltración del fitopatógeno en hojas de A. thaliana toma un tiempo 

considerable, por lo que se sugiere realizarlo a tempranas horas del día o por la tarde para 

evitar que las plantas se estresen por la alta exposición de sol durante el día.  

- Se recomienda utilizar la técnica de espectrometría de masas (EM) para la determinación 

de los posibles compuestos antimicrobianos que la bacteria C23F estaría liberando contra 

el fitopatógeno y aquellos componentes bioestimulantes que estaría liberando para la 

planta. 

- Se sugiere realizar pruebas clínicas con el aislado bacteriano C23F para corroborar su 

inocuidad en humanos. 

 



  

 

VII. PERSPECTIVAS 

- Dados los resultados, la cepa C23F podría usarse como un controlador biológico en 

forma de inoculante microbiano líquido. 

- La producción de posibles sustancias antimicrobianas por parte de la cepa C23F, podría 

ser muy útil en la industria biotecnológica como la producción de nuevos fármacos.  
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Anexo 1. Medios de cultivo 

1.1 Medio LB (Luria Bertani) 

Medio para el cultivo de bacterias. En 1 litro de agua destilada, se disolvió 5 g de extracto 

de levadura, 10 g de triptona. 5 g de cloruro de sodio (J.T. Baker 3624-01) y 15 g de agar 

bacteriológico (BIOXON). Luego, se esterilizó en autoclave a 121°C (15 lb/in2) durante 

18 minutos.  

1.2 Medio Murashige-Skoog 0.2x (MS 0.2x) pH:5.7 

Medio de cultivo para plantas. En 1 litro de agua destilada, se disolvieron 0.892 g de 

Murashige-Skoog Basal Salt Mixture (SIGMA Life Science M5524), 6 g de sacarosa 

(J.T.Baker 4072-01), 7 g de agar bacteriológico (BIOXON) y se ajustó a un pH de 5.7  

Después, se esterilizó en autoclave a 121°C (15 lb/in2) durante 18 minutos.  

1.3 Medio Triptona 1% 

En 1 litro de agua destilada se disolvieron 10 g de triptona y 15 g de agar bacteriológico 

(BIOXON). Luego, se esterilizó en autoclave a 121°C (15 lb/in2) durante 18 minutos.  
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Anexo 2. Protocolo de extracción de ARN Total con TRIzol 

1. Etiquetar los tubos Eppendorf con el nombre de las muestras a analizar. 

2. Introducir las muestras en los tubos Eppendorf. Se agrega la misma cantidad de 

muestra en cada tubo (5 plántulas). 

3. Colocar los tubos Eppendorf perfectamente cerrados dentro del contenedor con 

nitrógeno líquido.  

4. Empezar a triturar con los pistilos, previamente esterilizados, hasta obtener un 

polvillo fino. 

5. Agregar 500 µL de TRIzol, agitar vigorosamente haciendo uso del vórtex e incubar 

a temperatura ambiente durante 10 min.  

6. Agregar 200 µL de cloroformo frío, agitar vigorosamente e incubar a temperatura 

ambiente durante 5 min. 

7. Centrifugar a 12’500 rpm durante 15 min a 8°C. 

8. Recuperar la fase acuosa, tomando la parte superior y transferir a un segundo tubo 

Epperdof estéril. 

9. Agregar 300 µL de isopropanol frío al segundo tubo y dejar durante un par de 

minutos a temperatura ambiente. 

10. Agitar gentilmente con las manos e incubar a temperatura ambiente durante 10 min. 

11. Centrifugar a 12’500 durante 15 min a 8°C. Pasado el tiempo, se debe observar el 

pellet en el fondo del tubo. 

12. Desechar el sobrenadante con cuidado. 

13. Adicionar 500 µL de alcohol etílico (70%) al tubo conteniendo el pellet y centrifugar 

durante 5 min a 12’500 rpm a 8°C. 

14. Desechar el alcohol, con cuidado de no llevarse el pellet y dejar secar ligeramente. 

15. Suspender en 50 µL de agua destilada libre de nucleasas (H2O-DEPC) y almacenar 

a -20°C. 

  



  

70 

Anexo 3. Purificación de ARN con Cloruro de litio (LiCl) 2M 

1. Agregar 50 µL de LiCl (2M) y dejar precipitar el RNA durante toda la noche a -20°C. 

2. Centrifugar a 12’500 rpm durante 10 min a 8°C. Transcurrido el tempo, desechar el 

sobrenadante.  

3. Se agrega 500 µL de alcohol etílico (70%) frío y mesclar gentilmente com las manos.  

4. Centrifugar a 12’500 rpm durante 15 min. 

5. Desechar el sobrenadante y resuspender en 50 µL de H2O-DEPC. 
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Anexo 4. Efecto fitoestimulante en plantas de A. thaliana bajo condiciones de invernadero  

Tratamiento 1 

Control 
Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 

A. thaliana con 

infiltración foliar de 

MgCl2 

A. thaliana + cepa de 

interés 

A. thaliana + P. 

syringae 

A. thaliana +cepa de 

interés + P. syringae 

Cada tratamento tendrá 35 plantas de A. thaliana 
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Anexo 5. Marcador 1Kb Plus Thermo ScientificTM 
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Anexo 6. Nomenclatura de los genes a analizar 

Nombre de gen ID Oligo/Nombre Observación Secuencia de cebadores Referencia 

ACTIN AT4G26410 –fw Control endógeno 

qRT-PCR. Gen de 

referencia estable 

GAG GTG AAG TGG CTT CCA TGA C (Czechowski et al., 

2005) 
AT4G26410 –rv GGT CCG ACA TAC CCA TGA TCC 

CF150 AT1G72150-fw Control endógeno 

qRT-PCR 

CCG ACA AGG AGA AGC TTA ACA AGT T (Serrano y Guzmán, 

2004) 
AT1G72150-rv CGG CAG ATT TGG ATG GAC CAG CAA G 

PR1 AT2G14610-fw Genes de defensa-Ac. 

Salicílico 

TTC TTC CCT CGA AAG CTC AA (Hael-Conrad et al., 

2015) 
AT2G14610-rv AAG GCC CAC CAG AGT GTA TG 

PR4 AT3G04720-fw Genes de defensa-

Etileno 

GTA CCA CCG CGG ACT ACT GT (Hael-Conrad et al., 

2015) 
AT3G04720-rv TGG AGC AAT AAG CAG TCA CG 

PDF1.2 AT5G44420-fw Genes de defensa-

Jasmonato 

CCA AGT GGG ACA TGG TCA G (Hael-Conrad et al., 

2015) AT5G44420-rv ACT TGT GTG CTG GGA AGA C 

ZAT12 AT5G59820-fw Genes de defensa-

ROS 

ATC AAG TCG ACG GTG GAT GT (Rizhsky et al., 2004)  

AT2G59820-rv ACA AAG CGT CGT TGT TAG GC 

IAA1 AT1G04250-fw Gen para Auxina TGT TGG TCG GTG ATG TTC CA (Hu et al., 2012) 

AT1G04250-rv TGC CTC GAC CAA AAG GTG TT 

SAUR9 AT4G36110-fw Gen para Auxina GAA GAC GGA AGC AAA TGG CG PGFE-UNAM 

AT4G36110-rv CCT CTC AAG AAC CAA CGG TCA 
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Anexo 7. Fotos del desarrollo de la investigación 

 

  

Medio LB agar con rifampicina (izquierda) y 

medio LB líquido (derecha) 

Cultivo de la cepa C23F en medio Triptona 

1% 
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Germinación de plántulas de A. thaliana 

después de 7 días en medio MS 0.2X 

 

Plantas de A. thaliana de aproximadamente 28 

días 
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Hoja de A. thaliana infiltrada por el envés con P. 

syringae 

Inoculación de la cepa C23F en la rizósfera de 

plantas de A. thaliana  



  

77 

Anexo 8. Estadística de la qRT-PCR de los genes analizados 

 

  

Gen PR1 (respuesta a ácido 

salicílico) 

Gen PR4 (respuesta a etileno) 
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Gen PDF 1.2 (respuesta a 

ácido jasmónico) 

Gen IAA1 (respuesta a auxina) 
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Gen SAUR9 (respuesta a ácido 

abscísico, brasinoesteroides y 

auxinas) 

Gen ZAR12 (respuesta a 

especies reactivas de oxígeno) 
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