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Resumen

Afio tras afio se pierde entre el 1 y el 2 % del area cultivable debido al aumento de la salinidad
del suelo. Frente a esta problematica global, los microorganismos promotores del crecimiento
vegetal se han posicionado como una respuesta prometedora. Los objetivos de este trabajo
consisten en analizar el efecto del estrés salino y del sistema de Quorum Sensing (QS) sobre
caracteristicas bioquimicas de Pseudomonas capeferrum WCS358 y su relacion con la
promocién del crecimiento vegetal en plantas de maiz. Se emplearon dos cepas
transconjugantes: WCS358 (pME6863) y WCS358 (pME6000). En el vector pME6G863 se
encuentra clonado el gen aiiA que codifica la lactonasa AiiA que permite degradar las
moléculas acil homoserina lactona atenuando el sistema de QS. El vector pMEG00O es el
respectivo control. Se analizd la produccién de sideréforos, de auxinas y la solubilizacién de
fosfato en condiciones de estrés salino (200 mM NaCl). Se evalué el efecto promotor del
crecimiento de plantas de maiz con semillas inoculadas con suspensiones de WCS358
(PMEB6000) y WCS358 (pME6863). Finalmente, se analizé la actividad enzimatica de las
raices del maiz sobre las AHL.

Bajo estrés salino, ambas transconjugantes aumentaron la produccién de sideréforos vy
disminuyeron la de auxinas. WCS358 (pME6000) mostré la mayor solubilizacién de fosfato en
control. WCS358 (pME6863) promovié mas el crecimiento de maiz, siendo mas marcado el
efecto bajo estrés salino. Se evidencio la degradacion de AHL por el extracto de las raices, lo
que sugiere una interaccion interkingdom entre las rizobacterias y las plantas.

Palabras clave: Quorum sensing, estrés salino, promocién del crecimiento vegetal
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Introduccion

Segun la FAO, se necesita un aumento del
70% en la produccién agricola para 2050 a fin
de satisfacer la demanda mundial. Sin
embargo, la mala gestién de la tierra y el
cambio climatico estan reduciendo las tierras
agricolas en un 1-2% anual (www.fao.org). La
salinizacion del suelo, que afecta al 7% de la
tierra global, es particularmente grave en
Eurasia y América del Sur (Pennock and
McKenzie 2015).

Como  alternativa, las  rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)
han mostrado resultados prometedores en la
mejora de cultivos de interés agrondmico (De
Andrade et al., 2023). Estos microorganismos
colonizan la rizésfera, aprovechando los
nutrientes de los exudados radiculares, y
mejoran la absorcion de agua y nutrientes,
ademas de proteger a las plantas del estrés
biotico y abiotico (Lugtenberg & Kamilova,
2009). Estos mecanismos incluyen la
modulacién de la conductancia estomatica, la
absorcion de agua y nutrientes, el transporte
de iones, el remodelado de raices y la
produccién de exopolisacaridos (EPS) que
retienen agua y atrapan cationes, entre otros
(De Andrade et al., 2023).

Los sistemas de quorum sensing (QS) estan

UNIVERSIDAD
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presentes en diversos géneros bacterianos,
se basan en la produccién de moléculas de
sefal que se acumulan en el medio
extracelular. Al alcanzar una concentracion
especifica, los receptores especializados las
detectan, desencadenando una respuesta
fisiolégica en toda la poblacién (Abisado et
al,, 2018). En P. capeferrum WCS358, el
sistema QS regula actividades clave como la
produccion de sideréforos, que protegen a la
planta hospedera de patégenos (Berendsen
et al., 2015; Rampioni et al., 2012).

En el suelo, los microorganismos estan
expuestos a fluctuaciones en la disponibilidad
de agua y nutrientes, especialmente en areas
afectadas por salinidad. En este contexto, las
bacterias forman biofilms insaturados, un tipo
de estructura que se desarrolla en entornos
donde el agua no esta siempre presente en
exceso. Estos biofilms permiten a las
bacterias organizarse en microcolonias que
se adaptan a las variaciones de agua y
nutrientes. Esta estructura protectora no solo
facilita la supervivencia de las bacterias, sino
que también mejora su interaccién con las
raices de las plantas, lo que es crucial para la
promocioén del crecimiento vegetal bajo
estrés abiotico (Auerbach et al., 2000).

Este conjunto de interacciones entre las
PGPR vy las condiciones ambientales
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adversas, como la salinidad, subraya la
importancia de profundizar en el estudio de
los mecanismos que permiten a las bacterias
mejorar la adaptacion de las plantas a su
entorno. El conocimiento detallado de estos
procesos es fundamental para desarrollar
soluciones biotecnoldgicas sostenibles que
permitan aumentar la productividad agricola
en suelos degradados y con alto contenido

salino.
Objetivos

Los objetivos de este trabajo fueron los

siguientes:

1. Analizar el impacto del estrés salino y del
sistema de QS en las caracteristicas
bioquimicas  relacionadas con la

promocion del crecimiento vegetal de

Pseudomonas (P.) capeferrum WCS358.

2. Evaluar como el estrés salino y el sistema
de QS afectan la interaccion entre

WCS358 y las plantulas de maiz.

3. Investigar la actividad enzimatica de las
raices del maiz en la degradaciéon C6-
AHL.

Materiales y métodos

1. Microorganismos, plasmidos y

condiciones de cultivo
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Se utilizaron dos transconjugantes de P.
capeferrum: WCS358 (pME6863) y WCS358
(pPMEB000). WCS358 (pME6863) contiene el
gen aiiA en el vector pME6863, que codifica
para la enzima lactonasa AiiA, responsable
de degradar moléculas de acil homoserina
lactona (AHL), atenuando asi el sistema de
QS (Reimmann et al.,, 2002).
pMEG000

correspondiente (Maurhofer et al., 1998). Los

El vector

fue utilizado como control
microorganismos se almacenaron a-80 °C en

una solucién de glicerol al 20%.

El medio de cultivo utilizado fue AREs
(Artificial Root Exudates) compuesto por:
18,4 mM, 18,4 mM,
sacarosa 9,2 mM, alanina 18,4 mM, &cido

glucosa fructosa
glutamico 18,4 mM, glicina 18,4 mM, acido
aspartico 18,4 mM, &cido citrico 9,2 mM,
acido fumarico 18,4 mM, acido lactico 18,4
mM, acido succinico 13,4 mM, (NH,) ,SO, 15
mM, MgSO,+*7H,O 0,6 mM, CaCl,*H,O 0,6
mM, FeSO,+7H,0 0,027 mM, MnSO,*7H,O y
KH,PO, 79 mM (Schmidt et al., 2011). El
medio se suplemento con tetraciclina a 15 ug
mL-". Cuando fue necesario, se afiadié NaCl
a 200 mM como factor estresante. Los
cultivos se realizaron en un modelo de biofilm
insaturado. Los precultivos de las cepas
transconjugantes se prepararon en 5 mL de
medio AREs liquido e incubaron a 30 °C y
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180 rpm durante la noche. Posteriormente,
los in6culos se ajustaron a una densidad
optica de 0.1 (DO600) y se inocularon 50 uL
en membranas esterilizadas con etanol al
70%
condiciones estériles, y colocadas en medio

durante 2 minutos, secadas en
AREs solidificado. Los biofilms insaturados
se incubaron a 30 °C durante 72 horas,
siguiendo protocolos descritos previamente
(Auerbach et al., 2000; Chen et al., 2011;
Steinberger et al., 2002).

2. Ensayo de tolerancia a NaCl

La tolerancia al estrés salino se evalué en
de AREs

concentraciones crecientes de NaCl.

placas suplementadas con
Las
cepas transconjugantes se cultivaron en
triplicado y el crecimiento se evalué mediante

UFC mL™" tras 72 horas de incubacion.
3. Produccién de sideréforos

Para evaluar la produccion de sideréforos, el
contenido de hierro del medio de cultivo se
redujo a un 20% para estimular su produccion
(FeSO,+7H,O 0,0054 mM).
insaturados se cultivaron en presencia y
a 200 mM. Tras la

incubacioén, se recolectaron los biofiims y el

Los biofilms

ausencia de NaCl

medio de cultivo subyacente para medir los

niveles de fluorescencia de pioverdina,

siguiendo el protocolo descripto en (Filloux &
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Ramos, 2014)
4. Produccién de indoles totales

Los biofilms insaturados se cultivaron en
medio AREs suplementado con 5 mM de L-
triptéfano, con y sin NaCl. Tras la incubacion,
se tomaron muestras del medio para
determinar la produccién de indoles mediante
el método colorimétrico de (Glickmann &
Dessaux, 1995). Se mezclaron 160 uL del
reactivo de Salkowski (FeCl; 12,5 g; H,SO,
7,5 M) con 40 pyL de sobrenadante en
microplacas. La mezcla se incubd en
oscuridad durante 30 minutos y la densidad
optica se midié a 540 nm. La concentracién
de indoles totales (ug mL™") se estimé con una

curva patrén de acido indol acético.
5. Solubilizacién de fosfato

La solubilizacion de fosfatos por P.
capeferrum WCS358 se evalud, en ausencia
a 200 mM. Las

membranas que contenian

o presencia de NaCl
los biofilms
insaturados se transfirieron a placas con
medio SRSM modificado (Santos et al., 2023)
y se incubaron a 30 °C durante 24 horas.
Posteriormente, se observaron los halos de
color amarillo dorado que indicaban la
pH,
solubilizacion de fosfato. Se midieron los

disminucién  del asociada a la

diametros de los halos y se normalizaron
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respecto al logaritmo de las unidades

formadoras de colonias (log UFC mL™").
6. Promocion del crecimiento en maiz

DK72-10 se

sumergieron en una suspension bacteriana

Las semillas de maiz
(10® UFC mL") durante 10 segundos y se
transfirieron a macetas con 0,5 kg de sustrato
Growmix. Los tratamientos incluyeron
condiciones salinas y no salinas, regando con
una solucién de NaCl a 200 mM o agua
destilada, respectivamente. Las plantas se
mantuvieron en una camara de crecimiento
con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8
horas de oscuridad, a 25 °C y 80% de
humedad relativa. Doce dias después de la
inoculacion, se midieron la longitud de los
brotes y raices, peso fresco y seco, tasa de
germinacion (GR%) (Gholami et al., 2009). El
experimento se realizé con 20 semillas por

tratamiento, repitiéndose tres veces.

7. Determinacién de la actividad de Quorum
Quenching de las raices de maiz

Las semillas de maiz se germinaron en medio
Murashige y Skoog (MS) durante 48 horas a
25 °C en

germinadas se transfirieron a frascos con 30

oscuridad. Diez plantulas

mL de medio MS liquido y se incubaron

durante seis dias. Posteriormente, se

maceraron las raices segun el protocolo de
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(Kim et al., 2013). La capacidad del extracto
crudo de las raices para degradar la AHL C6-
HSL (N-hexanoil homoserina lactona) se
evalu6 mediante un ensayo biosensor
utiizando la cepa Chromobacterium
subtsugae CV026, una mutante que no
produce AHLs pero que responde a ellas
produciendo el pigmento violaceina

(McClean et al., 1997).
8. Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realiz6
utilizando el software Minitab. Se empleé un
ANOVA de dos vias para evaluar la influencia
de dos factores independientes sobre las
Los factores

variables de respuesta.

considerados en el analisis fueron Ia
actividad de QS y la presencia de NacCl,
analizando efectos

sus principales e

interacciones.
Resultados y Discusion

Se determiné que la concentracion inhibitoria
minima del NaCl fue superior a 500 mM. Se
establecid como concentracion de trabajo de
NaCl de 200 mM. Esta concentracion no
afecta significativamente el crecimiento del
biofilm insaturado de las cepas de WCS

transconjugantes.
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Actividad QS v salinidad sobre caracteristicas
promotoras del crecimiento vegetal

El incremento en la produccién de sideréforos
observado en P. capeferrum WCS358 bajo
estrés salino es un hallazgo significativo. Los
sideréforos son moléculas quelantes de
hierro que las bacterias utilizan para obtener
hierro en condiciones donde este nutriente es
limitado, como en suelos salinos (Sultana et
al., 2021). La salinidad no solo limita la
disponibilidad de hierro, sino que también
puede afectar la movilidad de otros

micronutrientes esenciales para las plantas

100,00

80,00 |

FCmL*

FflogV

WCS358 WCS358 WCS358 WCS358
(PMESO00) (pMEGOC0) (pMEG863) (pMEGBS3)
control Nad control Nad

Fig. 1. Media de fluorescencia de pioverdina
normalizada con el log UFC mL-".

Como se puede ver en la Figura 1, hay un
aumento significativo, del 24.4 % en WCS
(PMEB6000) y del 30.4 % en WCS (pMEG863)

bajo estrés salino con respecto a los
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controles, lo que indica que este estrés
presenta una influencia positiva en la
variabilidad de los datos, sugiriendo que P.
WCS358

adaptativamente a la escasez de hierro

capeferrum responde
mediante la sobreproduccion de sideréforos,
lo que es coherente con la necesidad de
asegurar la supervivencia bacteriana en
condiciones adversas. En  contraste,
Silambarasan y col., observaron que la
produccion de sideréforos en P. citronellolis
SLP6 disminuy6 bajo estrés salino, con una
8-35 %

concentracion de NaCl (Silambarasan et al.,

reduccion del en funcion de la
2020). Este resultado destaca una diferencia
notable en las respuestas de ambas especies
de Pseudomonas al estrés salino.

El estrés salino provocé una disminucion del
20 % en la produccioén de indoles totales en
ambos transconjugantes de P. capeferrum
(Fig. 2), es decir, tiene una influencia negativa
en la variabilidad de los datos, mientras que
la actividad del sistema de QS no presenta
influencia sobre la variabilidad de los datos
obtenidos. Este resultado es consistente con
el trabajo de Silambarasan y col. en el que
también observaron una reducciéon en la
produccion de indoles en P. citronellolis bajo
estrés salino, con una disminucion del 8-20
de NaCl

% segun la concentracion
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(Silambarasan et al.,, 2020). En ambos
estudios, el estrés salino parece interferir con
la ruta biosintética de indoles, lo que afecta la
capacidad de estas bacterias para promover
el desarrollo radicular y el crecimiento de las

plantas.

La reduccion de indoles totales bajo
condiciones de estrés abio6tico podria estar
vinculada a un redireccionamiento de
recursos metabdlicos hacia la adaptacion
celular frente a la salinidad. En este sentido,
tanto P. capeferrum como P. citronellolis
muestran una limitacién en la produccién de
auxinas bajo estrés salino, lo que puede
reducir su eficacia como promotoras del

crecimiento vegetal en suelos salinos.

WCS358  WC(CS358  W(CS358  W(Cs3s8

(pPMES000) (pMESO0O) (pMEG263) (pMEGSE3)
NaQ control NaCl

ug mL* /logUFC mL™

control

Fig. 2: Medidas de produccién de indoles totales
(Mg mL-") normalizada con el log UFC mL-".

La solubilizacién de fosfatos es un proceso
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fundamental para la nutriciéon de las plantas,
especialmente en suelos donde el fésforo
esta presente en formas insolubles que las
raices no pueden absorber directamente. En
condiciones de estrés salino, tanto WWCS358
(PMEB000) como WCS358 (pME6863)
mostraron una reduccion significativa en su
capacidad para solubilizar fosfatos, con
disminuciones con respecto a los controles,
del 29.8 % y del 22.5 %, respectivamente, lo
que indica que el estrés salino presenta una
influencia negativa en la variabilidad de los
datos (Fig. 3). Anteriormente, se reporté una
disminucién en la capacidad de solubilizacion
de fosfatos en P. citronellolis SLP6 bajo
estrés salino (Silambarasan et al., 2020). El
sistema de QS parece jugar un papel
importante en la modulacion de las

actividades promotoras del crecimiento
vegetal en P. capeferrum WCS358. Nuestros
resultados mostraron que, en ausencia de
estrés salino, la cepa con QS activo
(WCS358 pMEG6000)

capacidad para solubilizar fosfatos y producir

tuvo una mayor
sideroforos en comparacion con la cepa con
QS atenuado (WCS358 pME6863), lo que
indica que el sistema de QS activo tiene
influencia positiva en la variabilidad de los
QS
actividades,

datos. Esto sugiere que el regula

positivamente estas

probablemente al coordinar la expresion de
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