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Resumen 

Las plantas al igual que otros organismos son capaces de adaptar su crecimiento y 

desarrollo en respuesta a distintos tipos de estrés, como el biótico inducido por 

Pseudomonas aeruginosa que es un patógeno oportunista en humanos y plantas, 

su capacidad para causar daño radica en la producción de factores de virulencia, 

dos de ellos son la piocianina y los ramnolípidos. En plantas, la percepción de 

señales de estrés es regulada a través de las proteínas cinasas TOR (Target of 

rapamycin) y SnRK1 (Sucrose non-fermenting-related kinase 1) las cuales actúan 

de manera antagónica ajustando el crecimiento y desarrollo en función de los 

recursos disponibles. TOR se activa en respuesta a suficiencia de nutrientes y actúa 

junto con las proteínas LST8 (lethal with sec13 protein 8) y RAPTOR (Regulatory-

associated protein of mTOR) quien está codificada por dos genes raptor1a y 

raptor1b siendo este último el que se expresa en mayor cantidad. Por otro lado, 

SnRK1 está conformada por la subunidad catalítica (α) la cual es codificada por tres 

diferentes genes, siendo kin10 el principal responsable de la actividad de la 

proteína. Además, cuenta con otras dos subunidades reguladoras (β, γ). Se 

realizaron experimentos con los factores de virulencia piocianina (PYO) y 

ramnolípidos (RL) a concentraciones de 4 μg/ml y 40 μg/ml respectivamente, sobre 

plántulas de A. thaliana Col-0 y líneas mutantes kin10 y raptor1b. Se observó que 

los RL modulan el crecimiento y desarrollo de la raíz en A. thaliana a través de la de 

la proteína TOR, tal y como lo mostro la mutante raptor1b que mostro resistencia a 

la exposición por RL. La PYO induce la generación de especies reactivas en la 

planta lo cual estimula la actividad de la proteína SnRK1 quien a su vez regula a la 

baja la actividad de la proteína TOR, induciendo la activación de procesos 

catabólicos como la autofagia. Todos los resultados indican que la PYO producida 

por P. aeruginosa reprime el crecimiento de A. thaliana, regulando negativamente 

la actividad de la proteína TOR y activando a la proteína SnRK1. 

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, ramnolípidos, piocianina, 

TOR-SnRK1, autofagia  
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Abstract 

Plants, like other organisms, are capable of adapting their growth and development 

in response to different types of stress, such as the biotic stress induced by 

Pseudomonas aeruginosa, which is an opportunistic pathogen in humans and 

plants. Its ability to cause damage lies in the production of virulence factors, two of 

them are pyocyanin and rhamnolipids. In plants, the perception of stress signals is 

regulated through the protein kinases TOR (Target of rapamycin) and SnRK1 

(Sucrose non-fermenting-related kinase 1), which act in an antagonistic manner, 

adjusting growth and development based on the available resources. TOR is 

activated in response to nutrient sufficiency and acts in complex with proteins LST8 

(lethal with sec13 protein 8) and RAPTOR (Regulatory-associated protein of mTOR). 

RAPTOR is encoded by two genes, raptor1a and raptor1b, being raptor1b mainly 

expressed. On the other hand, SnRK1 is made up of the catalytic subunit (α) which 

is encoded by three different genes, with kin10 being the main responsible for the 

activity of the protein. In addition, it has two other regulatory subunits (β, γ). 

Experiments were performed on A. thaliana Col-0 seedlings and kin10 and raptor1b 

mutant lines exposed to the virulence factors pyocyanin (PYO) and rhamnolipids 

(RL). It was observed that the RL modulates the growth and development of the root 

in A. thaliana through the TOR protein, as shown by the raptor1b mutant that showed 

resistance to exposure to RL. PYO induces the generation of reactive species in the 

plant, which stimulates the activity of the SnRK1 protein, which in turn downregulates 

the activity of the TOR protein, inducing the activation of catabolic processes such 

as autophagy. All the results indicate that the PYO produced by P. aeruginosa 

represses the growth of A. thaliana, negatively regulating the activity of the TOR 

protein and activating the SnRK1 protein. 

Key words: Pseudomonas aeruginosa, rhamnolipids, pyocyanin , TOR-SnRK1, 

autophagy  
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1. Introducción 

1.1 Respuesta al estrés en plantas 

Las plantas al igual que otros organismos se enfrentan a diario a variaciones 

ambientales en su entorno, que van desde baja disponibilidad de nutrientes, 

cambios en la salinidad del suelo, sequias, temperaturas extremas, inundaciones 

(Deeksha et al., 2020) e incluso se encuentran expuestas al ataque por diversos 

organismos como nematodos, hongos, virus y bacterias (Teixeira et al., 2019; Paes 

de Melo et al., 2022). Sin embargo, al ser organismos sésiles no pueden escapar 

de este tipo de ambientes desfavorables por lo cual han desarrollado mecanismos 

sofisticados y eficientes para percibir, evitar e incluso alcanzar la tolerancia a las 

condiciones ambientales limitantes (Imran et al., 2021). Las plantas perciben 

diferentes señales a través de receptores primarios, que pueden estar incrustados 

en la superficie celular o localizados en el interior de esta (Kourelis y Van der Hoorn, 

2018). La activación de estos sensores durante la respuesta tanto al estrés biótico 

como al estrés abiótico a menudo culmina en un flujo de iones a través de la 

membrana, normalmente en una entrada de calcio (Ca2+) al citosol (Lamers et al., 

2020; Bhar et al., 2022), seguido de una alta producción de especies reactivas de 

oxígeno (ERO), que en primera instancia son utilizadas contra el ataque directo a 

patógenos, pero también actúan como segundos mensajeros promoviendo la 

expresión de genes involucrados en la respuesta al estrés (Hossain et al., 2015; 

Paes de Melo et al., 2022; Bhar et al., 2022). 

1.1.1 Adaptación flexible del sistema radicular en respuesta al estrés 

La organogénesis de las plantas hace coincidir los recursos metabólicos disponibles 

con los programas de desarrollo. El sistema radicular es un órgano muy flexible en 

cuestiones de adaptabilidad, está determinado por la raíz principal o raíz primaria 

(RP) a partir de la cual emergen una serie de raíces secundarias o raíces laterales 

(RL), mientras que las raíces adventicias (RA) se forman a partir de órganos no 

radiculares (Stitz et al., 2023). Estas últimas se originan a partir de tallos o tejidos 

foliares y están presentes en varias especies de plantas donde normalmente 

brindan soporte o suministro de aire, sin embargo, en algunas otras especies de 

plantas son inducidas por estreses ambientales y fisiológicos para expandir las 
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áreas de absorción o mejorar la resistencia a la adversidad (Deng et al., 2017), por 

ejemplo, ante la inhibición o la eliminación de la raíz principal o en hipocótilos 

etiolados (Verstraeten et al., 2014). 

1.2 Especies reactivas de oxígeno (ERO) 

En las plantas, al igual que otros organismos aerobios las ERO se producen 

continuamente como subproductos de varias rutas metabólicas localizadas en 

diferentes compartimentos celulares, como las mitocondrias, cloroplastos, 

peroxisomas y apoplastos (Xie et al., 2019). En las plantas, las principales formas 

de ERO son el oxígeno singulete (1O2), el anión superóxido (O2
•−), el peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (HO•), las cuales se forman a partir del 

oxígeno atmosférico (figura 1) (Mittler, 2017; Waszczak et al., 2017). Estas 

moléculas actúan como moléculas señal y regulan la progresión de diferentes 

procesos biológicos básicos relacionados con la diferenciación celular, la 

proliferación y la muerte celular (Hasanuzzaman et al., 2020). En contraste con las 

demás ERO, el H2O2 es una molécula más estable y puede difundir en las células, 

por esta particularidad, juega un papel importante como molécula señal (Dangl y 

Jones, 2001; Choudhary et al., 2020). Por ejemplo, durante la defensa contra 

patógenos, las células vegetales producen ERO a través de la actividad enzimática 

de enzimas como la NADPH-oxidasas unidas a la membrana plasmática, las 

peroxidasas unidas a la pared celular y las amina oxidasas en el apoplasto. El 

estallido oxidativo que se produce actúa a nivel local y sistémico activando la 

transcripción de genes involucrados en la defensa de la planta, así como la muerte 

celular programada (PCD) (Apel y Hirt, 2004). Algo muy similar ocurre durante el 

estrés abiótico, ambas vías comparten características comunes, particularmente 

relacionadas con la producción de ERO por NADPH oxidasas. En principio se 

desencadenan señales locales y sistémicas donde esta involucra la señalización 

con ERO para la activación de respuestas de defensa genéricas primarias que 

aumentan la resistencia a amenazas posteriores (Noctor et al., 2018). 

En condiciones fisiológicas, estas moléculas son eliminadas por el sistema de 

defensa antioxidante de la planta el cual está conformado por componentes 
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enzimáticos y no enzimáticos que se encargan de la detoxificación del exceso de 

ERO. El sistema enzimático incluye principalmente a la enzima superóxido 

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPX), ascorbato 

peroxidasa (APX), glutatión reductasa (GR), y glutatión-S-transferasa (GST). 

Mientras que el sistema no enzimático incluye antioxidantes de bajo peso molecular, 

como el glutatión, ácido ascórbico, tocoferol, flavonoides, carotenoides y alcaloides 

(Apel y Hirt, 2004; Choudhary et al., 2020). El equilibrio entre la producción y la 

eliminación de ERO puede verse perturbado por una serie de factores ambientales 

adversos. Cuando la cantidad de ERO supera la capacidad del sistema antioxidante 

para neutralizar o eliminarlas se dice que hay un estrés oxidativo (Mittler, 2017). 

Como resultado de estas alteraciones, los niveles intracelulares de ERO pueden 

aumentar rápidamente dificultando la función celular normal, dañando orgánulos y 

biomoléculas como carbohidratos, lípidos, proteínas, ADN, y finalmente provocar la 

muerte celular (Foyer y Noctor, 2005). 

 

Figura 1. Formación de diferentes especies reactivas de oxígeno a partir del oxígeno 
atmosférico en plantas. El oxígeno atmosférico (O2) sufre reducción para formar oxígeno singulete 
(1O2) o radical superóxido (O2

•−), respectivamente. El superóxido se dismuta para formar peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y este a su vez puede interactuar con Fe2+ originando así radicales hidroxilo (HO•) 
a través de la reacción de Fenton. Modificado de Mittler, 2017. 

1.3 Inmunidad vegetal 

La primera línea de defensa de las plantas la constituyen las barreras físicas como 

cutículas cerosas, paredes celulares rígidas y metabolitos secundarios 

antimicrobianos. Los patógenos que logran superar con éxito estas barreras se 

enfrentan con el sistema inmunológico de la planta, el cual se encarga de detener 

la progresión de la colonización microbiana (Nishad et al., 2020). 



6 
 

El “modelo en zig-zag” clásico es el primer modelo propuesto del sistema inmunitario 

de las plantas que describe las estrategias moleculares entre hospedantes y 

patógenos (figura 2) (Jones y Dangl, 2006). Cada patógeno tiene una molécula 

distintiva que ayuda a los huéspedes a identificar la amplia categoría de patógenos, 

denominada patrones moleculares asociados a microbios (MAMP) o patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP). Ejemplos de estos patrones 

moleculares son la flagelina bacteriana (flg22), el factor de elongación (EF), la 

quitina fúngica y los lipopolisacáridos (LPS) (Nishad et al., 2020; Bhar et al., 2022). 

La planta huésped posee receptores afines para estos MAMP/PAMP, denominados 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Cuando ocurre la interacción 

entre estos componentes se desencadena la inmunidad activada por PAMP (PTI) 

(o inmunidad activada por MAMP (MTI). La respuesta PTI en las plantas se 

caracteriza por la afluencia del Ca2+ en las células, generación de ERO, cascadas 

de fosforilación de proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), alteraciones 

de la pared celular, y finalmente expresiones de genes de defensa (Windram y 

Denby, 2015; Bigeard et al., 2015; de Lorenzo et al., 2018; Saijo et al., 2018). Esta 

primera fase regularmente restringe la colonización del patógeno (Jones y Dangl, 

2006; Sanzón y Zavaleta, 2011). Sin embargo, los patógenos exitosos que 

sobreviven a esta restricción, producen efectores específicos que contribuyen a la 

virulencia y que pueden interferir con la PTI, entonces se genera una susceptibilidad 

desencadenada por efectores (ETS) lo que constituye la segunda fase. Los 

efectores a menudo son toxinas que pueden ser específicos o no para el huésped. 

Para protegerse de los efectos nocivos de las toxinas, muchas plantas poseen 

proteínas “R” (proteína de resistencia). La mayoría de estas proteínas R son 

receptores intracelulares del tipo de repetición rica en leucina de unión a nucleótidos 

(NB-LRR) que reconocen específicamente el efector dado y activan la segunda ola 

de señalización de defensa llamada inmunidad desencadenada por efectores (ETI). 

La ETI es una respuesta de resistencia más robusta que la PTI y específica frente 

a patógenos, desencadena la respuesta hipersensible (HR) y resistencia sistémica 

adquirida (SAR) en el huésped, lo cual caracteriza la tercera fase. Como resultado 

de la presión de selección, los patógenos perdieron o alteraron el efector que se 
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reconoce o ganaron nuevos efectores para suprimir la respuesta de ETI. De la 

misma manera evolucionaron nuevos receptores en las plantas capaces de 

reconocer los efectores obvios o los efectores recién adquiridos, lo que nuevamente 

resultó en ETI (cuarta fase) (Jones y Dangl, 2006; Thomma et al., 2011). 

 

Figura 2. Representación esquemática de la respuesta inmune de las plantas contra 
patógenos en un modelo “zigzag”. En la fase 1, las plantas detectan patrones moleculares 
microbianos/asociados a patógenos (MAMP/PAMP, diamantes) a través de PRR para activar la 
inmunidad activada por PAMP (PTI). En la fase 2, los patógenos exitosos liberan efectores que 
interfieren con la PTI o permiten la dispersión del patógeno, lo que da como resultado una 
susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS). En la fase 3, un efector (indicado en rojo) es 
reconocido por una proteína NB-LRR, activando la inmunidad activada por efector (ETI), una versión 
amplificada de PTI que a menudo pasa un umbral para la inducción de muerte celular hipersensible 
(HR). En la fase 4 se seleccionan aislados de patógenos que han perdido el efector, y probablemente 
surgieron nuevos efectores a través del flujo de genes horizontal (en azul); estos pueden ayudar a 
los patógenos a suprimir la ETI. La selección favorece los nuevos alelos NB-LRR de la planta que 
pueden reconocer uno de los efectores recién adquiridos, dando como resultado nuevamente ETI. 
Jones y Dangl, 2006  

1.4 Reguladores metabólicos TOR y SnRK1  

Para lidiar con condiciones de crecimiento desfavorables, las plantas cuentan 

sistemas complejos de transducción de señales muy eficientes, capaces de percibir 

el estrés y de ajustar el crecimiento y desarrollo en función de los recursos 

disponibles (Fu et al., 2020). En plantas, como todos los organismos eucariotas, 

existe una intrincada red se señalización, en la que dos proteínas cinasas; TOR 

(Target of rapamycin) y SnRK1 (Sucrose non-fermenting-related kinase 1), cuyos 

ortólogos en levaduras y mamíferos son AMPK (AMP Activated Kinase) y Snf1 
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(Sucrose non-fermenting 1), respectivamente, actúan de manera antagónica 

ejerciendo su función a través de una amplia reprogramación transcripcional  y 

metabólica, con la finalidad de ajustar el crecimiento y desarrollo (Robaglia et al., 

2012; Baena-González y Hanson, 2017; Wu et al., 2019; Rodríguez et al., 2019). 

1.4.1 El complejo TOR en plantas  

La proteína cinasa TOR es una atípica Ser/Thr cinasa estrechamente relacionada 

con la familia de proteínas cinasas relacionadas con la fosfatidilinositol-3-cinasa 

(PI3K) (Xiong and Sheen, 2014; Robaglia et al., 2012; Dobrenel et al., 2016). En 

mamíferos y levaduras la proteína TOR forma dos complejos proteicos estructural y 

funcionalmente distintos en TORC1 y TORC2 (Target of rapamycyin complex). 

Ambos complejos tienen una subunidad en común, LST8 (lethal with sec13 protein 

8) pero la diferencia está en su otro componente, que en el caso del TORC1 es la 

proteína RAPTOR (Regulatory- associated protein of TOR), mientras que en el 

TORC2 el otro componente es la proteína RICTOR (rapamycin-insensitive 

companion of mTOR) (Saxton y Sabatini, 2017; Tatebe y Shiozaki, 2017). En plantas 

existe TORC1 mientras que no se ha podido identificar ningún ortólogo para la 

proteína RICTOR en el genoma de las plantas (Xiong y Sheen, 2014; Dobrenel et 

al., 2016; Van Leene et al., 2019; Fu et al., 2020). 

En el TORC1 la proteína RAPTOR interactúa con el dominio N-terminal de la 

proteína TOR favoreciendo el reclutamiento de sus sustratos y la actividad catalítica 

del complejo (Aylett et al., 2016). La proteína RAPTOR esta codificada por dos 

genes raptor1a y raptor1b, de los cuales raptor1b es el que se expresa en mayor 

cantidad durante el desarrollo de la planta en comparación con raptor1a, cuya 

expresión es menor (Anderson et al., 2005; Diaz-Troya et al., 2008; Dobrenel et al., 

2016; Salem et al., 2018). Aunque comparten cierta redundancia, la mutación en 

raptor1b da como resultado defectos significativos de crecimiento y desarrollo, 

mientras que los mutantes en raptor1a casi no muestran cambios en su morfología 

y desarrollo (Anderson et al., 2005). Estos fenotipos observados en raptor1b 

respaldan las funciones fundamentales de la señalización de la proteína TOR para 

equilibrar el crecimiento y el desarrollo de las plantas a través de la modulación del 
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metabolismo celular (Salem et al., 2018). Por otro lado, la proteína LST8 esta 

codificada por dos genes LST8-1 y LST8-2, siendo LST8-1 el gen que se expresa 

en mayor cantidad a lo largo del desarrollo de la planta en comparación con LST8-

2 (Moreau et al., 2012). La proteína LST8 se une al dominio cinasa C-terminal de la 

proteína TOR junto a la hendidura del sitio activo de unión a ATP donde regula la 

selectividad y suministro del sustrato y, en consecuencia, la actividad de la proteína 

TOR (Moreau et al., 2012; Aylett et al., 2016). Las plantas mutantes lst8-1 muestran 

un espectro de defectos de crecimiento en raíces y brotes acompañado de un 

retraso en la floración y senescencia similar a lo que se observa en los mutantes 

raptor1b, lo cual respalda la importancia de la señalización de la proteína TOR en 

el crecimiento y desarrollo (Anderson et al., 2005; Moreau et al., 2012; Kravchenko 

et al., 2015; Salem et al., 2018; Wu et al., 2019). 

1.4.2 El complejo SnRK1 en plantas 

La proteína SnRK1 es complejo heterotrimérico Ser/Thr cinasa, compuesto por una 

subunidad catalítica α y dos subunidades reguladoras, β y γ. La subunidad catalítica 

α esta codificada por tres diferentes genes, kin10, kin11 y kin12 a los que también 

se les conoce como SnRK1α1, SnRK1α2 y SnRK1α3 respectivamente (Jossier et 

al., 2009; Baena-González et al., 2009). Sin embargo, solo se expresan kin10 y 

kin11 durante todo el desarrollo de planta, mientras que kin12 se expresa en polen 

y semillas en niveles bajos (Baena-González et al., 2007; Winter et al., 2007; 

Fragoso et al., 2009). De estos dos, kin10 es el responsable de la mayor parte de la 

actividad de SnRK1 (Jossier et al., 2009). Por un lado, se sabe que kin10 y kin11 

pueden actuar en oposición entre sí en algunas situaciones. Por ejemplo, mientras 

que la sobreexpresión de kin10 da como resultado una floración tardía, la 

sobreexpresión de kin11 provoca una floración temprana (Williams et al., 2014). Sin 

embargo, el mutante doble (kin10/kin11) es letal, en tanto que los mutantes 

individuales de kin10 y kin11 se asemejan a plantas de tipo silvestre, lo que sugiere 

que ambos poseen cierta redundancia en la función (Baena-González et al., 2007). 

La subunidad reguladora β actúa como andamiaje y al igual que la subunidad 

catalítica α está codificada por tres genes en Arabidopsis (SnRK1β1/β2/β3) 

(Margalha et al., 2019). Mientras que, la subunidad γ está codificada por un único 
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gen (SnRK1βγ) cuya función es regular la selectividad del sustrato (Kleinow et al., 

2000; Lumbreras et al., 2001; Ramon et al., 2013). Los mutantes en el único gen de 

la subunidad γ son inviables (Ramon et al., 2013; Gao et al., 2016) mientras que las 

mutaciones individuales de las subunidades α y β muestra un fenotipo en su 

mayoría de tipo silvestre en condiciones de crecimiento óptimas, lo que sugiere que 

existe una redundancia al menos parcial entre cada tipo de subunidad (Li et al., 

2009; Sheen, 2014; Jeong et al., 2015; Mair et al., 2015; Margalha et al., 2019). 

1.4.2.1 Familia de proteínas cinasas SnRK en plantas  

En plantas a diferencia de otros organismos eucariotas existe un grupo de proteínas 

cinasas SnRK (SnRK1, SnRK2 y SnRK3) que desempeñan funciones vitales en una 

amplia gama de respuestas al estrés (Halford and Hey, 2009). La familia SnRK2 

cuenta con 10 miembros (Kulik et al., 2011), mientras que la familia de proteínas 

SnRK3 cuenta con 29 miembros en total, siendo este último el grupo más numeroso 

(Kolukisaoglu et al., 2004; Jamsheer et al., 2019). En general, las cinasas SnRK2 y 

SnRK3 son reguladas a través de la señalización de ácido abscísico (ABA) en 

respuesta a diversos tipos de estrés abiótico (Fu et al., 2020; Zhao y Wang, 2020). 

Sin embargo, a diferencia de las cinasas SnRK1 y SnRK2, la cinasa SnRK3 se 

caracteriza por regular la respuesta al estrés de una manera dependiente de la 

señalización de calcio, ya que esta puede asociarse con proteínas tipo calcineurina 

B (CBL) (Lyzenga et al., 2013; Steinhorst and Kudla 2013; Edel y Kudla 2015; Manik 

et al., 2015; Tang et al., 2015; Wang et al., 2018; Jamsheer et al., 2019). En tanto 

que las proteínas SnRK1 y SnRK2 actúan de manera opuesta en la red metabólica 

de las plantas regulando negativamente a la proteína TOR (Dobrenel et al., 2016; 

Baena-González y Hanson 2017; Rosenberger y Chen 2018; Wang et al., 2018; 

Rodríguez et al., 2019; Van Leene et al., 2019; Zhao y Wang, 2020). 

1.5 Mecanismo de activación de las proteínas cinasas TOR y SnRK1 en 

plantas  

Es actualmente aceptado que las cinasas TOR y SnRK1 interactúan estrechamente 

y actúan de manera opuesta en la regulación de los procesos modulados por 
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nutrientes en un modelo conocido como el modelo "yin-yang" (figura 3) (Robaglia et 

al., 2012; Margalha et al., 2019, Rodríguez et al., 2019; Artins y Caldana, 2022) 

La proteína SnRK1 se activa en respuesta a diversas situaciones de estrés, 

principalmente frente a la disminución de los niveles de energía al igual que 

ortólogos eucarióticos (AMPK y SNF1), para promover estrategias de removilización 

de nutrientes y ahorro de energía (Baena-Gonzalez et al., 2007; Baena-González y 

Sheen, 2008; Tomé et al., 2014). Sin embargo, a diferencia de AMPK, no se ha 

demostrado que la proteína SnRK1 esté regulado alostéricamente por AMP como 

sucede en mamíferos (Sugden et al., 1999; Ghillebert et al., 2011). Una 

característica común de las subunidades catalíticas de las proteínas AMPK, SNF1 

y SnRK1 es su activación de varios cientos de veces por fosforilación de una 

treonina en el llamado "bucle de activación" (o bucle T) (Wurzinger et al., 2017). La 

fosforilación y el reordenamiento conformacional del bucle de activación organiza el 

centro catalítico para la transferencia de fosforilo (Yan et al., 2018). El compuesto C 

(6-[4-(2-Piperidin-1-iletoxi) fenil]-3-piri-idin-4 ilpirazolo[1,5-a]pirimidina), también 

conocido como dorsomorfina, se ha descrito recientemente como un inhibidor 

farmacológico de AMPK que bloquea eficazmente las acciones metabólicas de 

AMPK (Vucicevic et al., 2011, Yang et al., 2012), por lo que es probable que el uso 

de este fármaco también inhiba a sus ortólogos en plantas y levaduras. 

La proteína SnRK1 induce la removilización de nutrientes a través de la fosforilación 

de una familia de factores de transcripción clave, como los bZIP (basic leucine 

zipper proteins), que regulan la expresión de genes involucrados en la degradación 

de la pared celular, el almidón, proteínas, lípidos, así como genes involucrados en 

activación de la autofagia y la gluconeogénesis (Baena- González et al., 2007; 

Baena-González y Sheen, 2008; Mair et al., 2015; Dröge-Laser y Weiste, 2018; 

Margalha et al., 2019). 

La proteína TOR se activa en respuesta a condiciones favorables energéticas como 

la luz, azucares, auxinas, abundancia y disponibilidad de nutrientes (carbono, 

azufre, nitrógeno y fósforo) y de manera simultánea impulsa procesos anabólicos 

que consumen energía como la síntesis de proteínas y la división celular (figura 3) 
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(Shi et al., 2018; Rodríguez et al., 2019; Fu et al., 2020; Ingargiola et al., 2020; Zhao 

y Wan, 2020; McCready et al., 2020; Liu y Xiong, 2022). Al igual que la proteína 

SnRK1, la proteína TOR logra esta regulación a través de la fosforilación de 

objetivos directos. El uso de mutantes inducibles por RNAi de tor, lst8 o raptor, así 

como los inhibidores ATP competitivos de la proteína TOR como Torin y AZD8055, 

llevaron al descubrimiento de una conexión entre TOR y sus sustratos de 

fosforilación a una multitud de procesos de desarrollo (Stitz et al., 2023). Uno de los 

objetivos de la proteína TOR, es el factor de transcripción E2F que es regulado 

positivamente para activar la transcripción de genes en fase S del ciclo celular 

implicados en la síntesis de ADN (Xiong et al., 2013). Mientras que otros objetivos 

como YAK1 (Yet Another Kinase 1) que regula genes relacionados con el estrés y 

la defensa son regulados negativamente para permitir el crecimiento (Forzani et al., 

2019). La proteína TOR es ampliamente conocida por su participación en la 

regulación de la traducción ya que algunos de los sustratos que fosforila están 

implicados en este proceso como la proteína Tap46 (2A phosphatase associated 

protein of 46 kD) (Ahn et al., 2011; Ahn et al., 2015), la proteína LARP1 (La-related 

protein 1), la cual regula la traducción de ARN mensajeros (ARNm) con motivos 

5′TOP (tracto de oligopirimidina terminal 5') que codifican proteínas ribosómicas 

(Tcherkezian et al., 2014; Meyuhas y Kahan, 2015; Scarpin et al., 2020) y la cinasa 

de la proteína S6 ribosómica (S6K) que transmite la señalización mediante la 

fosforilación de RPS6 (la subunidad ribosomal 40S S6) y MRF (factor regulador de 

la traducción que contiene el dominio MA3) (Fonseca et al., 2014; Enganti et al., 

2017; Lee et al., 2017; Schepetilnikov y Ryabova, 2018). Esta proteína es sustrato 

común para examinar la actividad de TOR (Xiong and Sheen, 2012; Xiong and 

Sheen, 2014). Existen dos isoformas S6K1 y S6K2 que la proteína TOR puede 

fosforilar en Thr449 y Thr455, respectivamente (Xiong and Sheen, 2012; Xiong et 

al., 2013; Van Leene et al., 2019). 
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Figura 3. Resumen simplificado de la red de señalización de las proteínas TOR y SnRK1 en 
plantas. Las señales de luz, los azúcares derivados de la fotosíntesis y otros nutrientes activan la 
señalización de la proteína TOR y las salidas aguas abajo conservadas. TOR fosforila el factor de 
transcripción E2F y la cinasa YAK1 para modular el ciclo celular. Los procesos de traducción son 
regulados a través de la fosforilación la cinasa S6K1, LARP1 y TAP46. Mientras que los procesos 
catabólicos como la autofagia son reprimidos al fosforilar a la proteína ATG13 y provocar la 
disociación del complejo ATG1 y ATG13. La señalización de SnRK1 es activada por privación de 
nutrientes y diversos tipos de estrés, en estas situaciones la proteína SnRK1 reprime la señalización 
de la proteína TOR al fosforilar RAPTOR1B y promueve la activación de la autofagia a través de la 
fosforilación en ATG1. Artins y Caldana (2022). 

1.6 Red de señalización entre los reguladores metabólicos SnRK1 y TOR 

en plantas 

La proteína SnRK1 interactúa directamente con el complejo TORC1 en Arabidopsis 

a través de la subunidad catalítica KIN10 quien inhibe su actividad fosforilando a la 

proteína RAPTOR como en otros eucariotas (Gwinn et al., 2008; Nukarinen et al., 

2016). Lo anterior desencadena la activación del catabolismo y la represión de los 

procesos anabólicos y del crecimiento que consumen energía. Las cinasas SnRK1 

y TOR son los principales reguladores de la autofagia en respuesta a los niveles de 

nutrientes y energía (Soto-Burgos y Bassham, 2017; Mugume et al., 2020). El 

complejo de proteínas relacionadas con la autofagia ATG1/ATG13 juega un papel 

esencial en el inicio de la autofagia (Yin et al., 2016). En condiciones ricas en 
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nutrientes, la proteína TOR hiperfosforila a ATG13, lo que disminuye su afinidad por 

ATG1, quien es la subunidad catalítica del complejo, y en consecuencia se mantiene 

inactiva esta vía. Por otro lado, en condiciones de restricción de nutrientes, la 

proteína SnRK1 activa la autofagia mediante la fosforilación directa en ATG1 y a 

través de la inactivación de la proteína TOR que conduce a una rápida 

desfosforilación de ATG13, lo cual provoca una mayor afinidad de ATG13 por ATG1 

y en consecuencia la activación de la autofagia (figura 3) (Mizushima, 2010; 

Suttangkakul et al., 2011; Huang et al., 2019). 

1.7 Proceso de autofagia e interacción de proteínas ATG en plantas    

La autofagia es un proceso catabólico altamente conservado en organismos 

eucariotas, durante el cual diversos componentes celulares como orgánulos 

dañados y/o proteínas mal plegadas son degradados en el interior de un 

compartimento lítico como lo es el lisosoma (en animales) o en el interior de la 

vacuola (en levaduras, hongos y plantas), para su descomposición y reciclamiento 

(Liu y Bassham, 2012; Minibayeva et al., 2012; Parzych y Klionsky, 2014; Magen et 

al., 2022). El proceso comienza con la formación de una vesícula de doble 

membrana llamada fagóforo, la cual comienza a encapsular los componentes 

celulares que van a ser degradados. El desarrollo del fagóforo requiere la 

coordinación de diferentes ATG, que están altamente conservadas entre plantas, 

levaduras y mamíferos (Hayward et al., 2009; Soto-Burgos et al., 2018). Algunas de 

estas proteínas ATG participan en la inducción del fagóforo (ATG1, ATG11 y 

ATG13), otras en transporte de lípidos para el agrandamiento de la membrana 

(ATG9, ATG2 y ATG18), nucleación de vesículas (ATG5 y ATG12) y expansión y 

cierre del fagóforo (ATG4, ATG8, ATG3 y ATG7). Después de recolectar los 

componentes citosólicos, el fagóforo se sella, formando un autofagosoma, que 

finalmente se fusiona con el compartimento lítico donde la carga es liberada para 

su degradación por hidrolasas vacuolares (Marshall y Vierstra, 2018). 

Este proceso es esencial para mantener la homeostasis celular por lo que se 

produce en niveles basales en ausencia de estrés y en condiciones ricas en 

nutrientes (Magen et al., 2022). Sin embargo, puede potenciarse durante diversas 
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situaciones de estrés como lo son la deficiencia de nutrientes, estrés por salinidad, 

sequía, altas temperaturas, hipoxia, estrés del retículo endoplásmico (RE), estrés 

oxidativo y ataque por patógenos (Wang et al., 2017; Signorelli et al., 2019). 

1.8 Relación entre el estrés oxidativo y la activación de la autofagia en 

plantas 

Cómo se mencionó anteriormente las ERO tienen un papel importante aguas arriba 

en la cascada de señalización de muchas respuestas tanto al estrés abiótico como 

al estrés biótico. Sin embargo, la sobreproducción de ERO daña organelos y 

biomoléculas, y dado que la autofagia puede promover la degradación de proteínas 

y orgánulos dañados durante el estrés oxidativo, se sugiere un vínculo entre las 

ERO y la autofagia, en el que las ERO inducen a la activación de la autofagia y esta 

puede reducir la producción de ERO como un sistema antioxidante no canónico a 

través de la eliminación de productos oxidados (Xiong et al., 2007; Bassham, 2007; 

Minibayeva et al., 2012; Signorelli et al., 2019). De esta manera la autofagia 

promueve la supervivencia al degradar las proteínas y los orgánulos dañados 

durante el estrés oxidativo, pero también se activa como parte de los programas de 

muerte, cuando el daño no se puede superar (Bassham, 2007; Minibayeva et al., 

2012). Por lo tanto, la autofagia es fundamental para la tolerancia a una amplia 

gama de condiciones de estrés. Se ha demostrado que los mutantes de Arabidopsis 

en genes atg, con autofagia alterada, muestran una mayor susceptibilidad al estrés 

salino y estrés por sequía (Liu et al., 2009) estrés oxidativo (Xiong et al., 2007) y 

también al ataque por patógenos como virus, hongos y bacterias (Liu et al., 2005; 

Patel y Dinesh-Kumar, 2008; Haxim et al., 2017; Hafren et al., 2017; Hofius et al., 

2017; Hafren et al., 2018). Ejemplo de este tipo de estrés biótico, se ha descrito que 

tras la infección en plántulas de Arabidopsis por organismos patógenos como el 

hongo Botrytis cinerea y bacterias del género Pseudomonas se induce la activación 

de la autofagia, lo cual contribuye a la resistencia contra la enfermedad y es 

fundamental para equilibrar el crecimiento con la tolerancia al estrés (Hofius et al., 

2017). 
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1.9 Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram negativo que mide entre 0,5-1 µm de 

diámetro y 1,5-5 µm de largo y cuenta con un flagelo polar que le confiere la 

motilidad necesaria para desplazarse con facilidad sobre cualquier superficie (Paz-

Zarza et al., 2019; Jurado-Martín et al., 2021). Pseudomonas aeruginosa es 

considerada una bacteria altamente versátil, debido a la capacidad que tiene de 

adaptarse con gran facilidad y rapidez a cualquier tipo de ambiente ya que es capaz 

de utilizar diversos sustratos como fuente de nutrientes (Chrzanowski et al., 2012; 

Lee et al., 2015). Esta bacteria es considerada un patógeno oportunista tanto en 

humanos como en plantas y su capacidad para causar daño y colonizar diversos 

ambientes se debe en gran parte al arsenal de factores de virulencia que posee 

(Jurado-Martín et al., 2021; Liao et al., 2022; Veetilvalappil et al., 2022). 

1.9.1 Factores de virulencia producidos por Pseudomonas aeruginosa 

Los factores de virulencia son moléculas que favorecen a los patógenos la invasión 

y la resistencia a las defensas del huésped, estos pueden estar asociados a la célula 

bacteriana o ser secretados por esta (De La Calle et al., 2012).  

1.9.1.1 Factores de patogenicidad asociados a la célula bacteriana 

1.9.1.1.1 Adhesinas  

Los factores de adherencia microbianos son polisacáridos o polipéptidos por 

naturaleza. Las adhesinas de naturaleza proteica se subclasifican además en 

fimbriales y afimbriales. Las adhesinas fimbriales están formadas por subunidades 

de proteínas largas y filiformes (Klemm et al., 2010), mientras que las adhesinas 

afimbriales carecen de la estructura fimbrial, pero también ayudan a adherirse a los 

tejidos del huésped. Por otro lado, las adhesinas de polisacáridos forman parte de 

la membrana celular bacteriana, la pared celular o la cápsula. Las principales 

adhesinas presentes en P. aeruginosa son pili tipo IV, flagelo, adhesinas no pilus y 

la capsula de polisacárido (glicocáliz/alginato) (Veetilvalappil et al., 2022). 

1.9.1.1.2 Adhesinas no-pilus 

Las adhesinas que no son pilus pueden unirse a las superficies bióticas y abióticas, 

desempeñan un papel importante en la unión a los tejidos del huésped y son 
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importantes para el mantenimiento de la estructura de la biopelícula (Veetilvalappil 

et al., 2022). Dentro de este grupo están las lectinas: Lec A y Lec B, dos proteínas 

de unión a carbohidratos e importantes para la formación de biopelículas en 

superficies de poliestireno y acero inoxidable (Lec A) así como en superficies de 

vidrio (Lec B) (Fong y Yildiz, 2015). Otras proteínas importantes son, la porina F 

(Opr F) importante en la formación de biopelículas bajo condiciones anaerobias, la 

exoenzima S, proteasa alcalina, alginatos y lipopolisacáridos (LPS) (Hinsa y 

O’Toole, 2004). 

1.9.1.1.3 Alginato 

El alginato es un polímero de alto peso molecular con proporciones variables de 

ácidos D-manurónico y L-gulurónico que están enlazados en β1-4 y parcialmente 

O-acetilados. Este exopolisacárido ayuda a la maduración, arquitectura y 

estabilidad de la biopelícula, aunque no es indispensable para la formación de esta 

(Ghafoor et al., 2011). Además, la particularidad de los grupos acetilo contribuyen a 

su alta viscosidad, lo que permite la retención de agua y nutrientes (Mann et al., 

2012) y no solo eso, también protege a P. aeruginosa contra la fagocitosis del 

huésped en los pulmones (Leid et al., 2005). 

1.9.1.1.4 Formación de biopelícula  

La capacidad de formar biopelículas es una de las características más importantes 

y distintivas en P. aeruginosa (Thi et al., 2020; Jurado-Martin et al., 2021). La 

biopelícula es una agregación específica de bacterias, embebidas en una serie de 

sustancias poliméricas extracelulares (EPS), las cuales constituyen más del 50% 

del total de los componentes, entre estas están; el alginato y dos polisacáridos 

agregativos (Psl y Pel), pero también contiene ADN extracelular (eDNA) y proteínas 

(Mann y Wozniak, 2012). La formación de biopelícula es una de las estrategias clave 

para la supervivencia de las bacterias ya que les ayudan a eludir condiciones 

desfavorables como la fluctuación de temperatura, la deficiencia de nutrientes y la 

eliminación de productos de deshecho como los antibióticos (Rollet et al., 2009; Yan 

y Wu, 2019; Thi et al., 2020). 
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1.9.1.1.5 Lipopolisacárido  

La membrana externa de P. aeruginosa limita la entrada de compuestos dañinos, 

con una cara interna de fosfolípidos y una cara externa de lipopolisacáridos, los 

cuales se encuentran embebidos en alrededor de 300 proteínas (Jurado-Martín et 

al., 2021). Los lipopolisacáridos están compuestos por un lípido A, oligosacáridos 

del núcleo interno y externo, así como del antígeno O (Diggle y Whiteley 2022). Esta 

molécula constituye una barrera física y puede ser reconocido por los receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR) del huésped e inducir la inflamación y la 

respuesta inmunitaria (Jurado-Martín et al., 2021; Qin et al., 2022). La interacción 

entre LPS y células eucariotas contribuye a la adherencia de P. aeruginosa al 

huésped y en conjunto con otras estructuras de la superficie bacteriana como 

flagelos y pili contribuyen a la adhesión/colonización bacteriana al huésped 

determinante en la virulencia de P. aeruginosa (Paz-Zarza et al., 2019; Liao et al., 

2022). 

1.9.1.1.6 Flagelo  

El flagelo es un apéndice delgado, semejante a un pelo que sobresale de la célula 

bacteriana, dicha estructura permite la motilidad de natación en ambientes acuosos 

o de baja viscosidad y la quimiotaxis hacia sustratos específicos (Sampedro et al., 

2015; Liao et al., 2022; Veetilvalappil et al., 2022). Está constituido por flagelina 

polimerizada dispuesta helicoidalmente (FliC), una proteína de tipo capuchón (FliD), 

que cubre la parte final del filamento, el gancho en la base del filamento (FlgE) y 

dos proteínas de unión (FlgKL) que unen el gancho y el filamento, toda esta 

estructura se une a una serie de componentes (cuerpo basal) que se encuentra 

anclado entre las membranas interna y externa de la célula bacteriana (Haiko et al., 

2013; Jurado-Martín et al., 2021). El flagelo contribuye a la adhesión bacteriana a 

través de la flagelina y la proteína de la tapa flagelar FliD (Sampedro et al., 2015; 

Jurado-Martín et al., 2021). 

1.9.1.1.7 Pilus tipo IV 

Los pili son estructuras filamentosas retractiles que controlan principalmente la 

motilidad espasmódica la cual se logra a través de la extensión y retracción de este 
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(Burrows, 2012), y en coordinación con el flagelo pueden generar otro tipo de 

movilidad, denominado “swarming” o motilidad enjambre (Jyot et al., 2008). Estas 

estructuras son utilizadas por las bacterias para la rápida colonización de diferentes 

superficies, principalmente superficies semisólidas (Jurado-Martín et al., 2022; 

Veetilvalappil et al., 2022). Los pili están compuestos por miles de moléculas de una 

pequeña proteína monomérica, pilina mayor (PilA), junto con pilinas menores menos 

abundantes localizadas en la punta del pilus (FimU-PilVWXY1) las cuales se 

subdividen a la vez en pilinas menores centrales (importantes para la formación de 

pili y estabilización de la punta) y pilinas menores no centrales (involucradas en la 

agregación, la adhesión y la captación de ADN) (Jacobsen et al., 2020; Jurado-

Martín et al., 2022). Debido a sus propiedades adhesivas y de motilidad, el pili 

también juega un papel importante en el desarrollo y agregación de biopelículas y 

debido a la particularidad que tiene la punta del pilus de unirse al ADN, 

probablemente esté involucrado en la transformación natural y la formación de 

biopelículas (Tolker-Nielsen, 2014; Van Schaik et al., 2015). 

1.9.1.2 Factores de patogenicidad secretados por la célula bacteriana 

1.9.1.2.1 Sistema de secreción de proteínas  

P. aeruginosa posee cinco sistemas secretores que producen una amplia variedad 

de toxinas y enzimas hidrolíticas para atacar al huésped y facilitar la invasión, 

penetración y propagación de la infección (Veetilvalappil et al., 2022). 

1.9.1.2.1.1 Sistema de secreción tipo I (T1SS) 

Este sistema participa en la secreción de proteasas alcalinas Apr A y Apr X y una 

proteína de unión a hemo HasP, la cual ayuda a utilizar el hierro disponible para la 

supervivencia del patógeno (Van Schaik et al., 2015; Jurado-Martín et al., 2021). 

1.9.1.2.1.2 Sistema de secreción tipo II (T2SS) 

El sistema de secreción tipo II libera una amplia diversidad de exoproteínas como 

la aminopeptidasa de P. aeruginosa (PaAP), exotoxinas A, elastasas: Las A y Las 

B, proteasa IV y metaloproteasa (Bleves et al., 2010). También se secretan a través 

de este sistema la fosfolipasa C y otras enzimas lipolíticas. Cuando la exotoxina A 

ingresa a la célula huésped provoca la detención de la biosíntesis de proteínas e 
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induce la muerte celular al inhibir el factor de elongación 2, por otro lado, las 

elastasas degradan proteínas estructurales como la elastina y el colágeno 

(Veetilvalappil et al., 2022). 

1.9.1.2.1.3 Sistema de secreción tipo III (T3SS) 

Este sistema es "inyectosoma" similar a una nanoaguja macromolecular constituido 

por al menos 20 proteínas, esta estructura se compone por un aparato de secreción, 

el cual transporta los efectores a través de las membranas bacterianas y por el 

aparato de translocación, que transloca los efectores a través de la membrana de 

la célula huésped (Anantharajah et al., 2016). El T3SS es considerado uno de los 

más importantes ya que es utilizado para inhabilitar y destruir el sistema inmunitario 

del huésped. Una vez que la bacteria se encuentra en la célula huésped este 

sistema se activa y comienza con la secreción de exotoxinas (ExoU, ExoT, ExoS y 

ExoY) (Anantharajah et al., 2016; Khodayary et al., 2019). La exoenzima U tiene 

una actividad de fosfolipasa A2 de manera que destruye irreversiblemente la 

membrana de la célula huésped, provocando una muerte celular rápida (Hauser, 

2009). Por otro lado, la exotoxina T cuenta con actividades de proteína activadora 

de GTPasa (GAP) y adenosina difosfato ribosil transferasa (ADPRT), estas actúan 

en conjunto para impedir la fagocitosis y romper las barreras epiteliales 

principalmente a través de su acción sobre el citoesqueleto de actina. El dominio 

GAP es capaz de inactivar tres GTPasas pequeñas (Rac, Rho y Cdc42) que 

mantienen la organización del citoesqueleto de la célula huésped, lo que provoca 

una alteración reversible del citoesqueleto de actina de tal manera que se inhibe la 

migración celular y provoca el desprendimiento de las células (Hauser, 2009). De 

manera similar a la Exo T, la exotoxina S posee actividad bifuncional, su actividad 

GAP está dirigida hacia las mismas tres GTPasas que mantienen la organización 

del citoesqueleto, pero a diferencia de ExoT, el dominio ADPRT de ExoS se dirige 

a una amplia gama de factores y vías celulares, lo que provoca muerte celular, 

alteración del citoesqueleto de actina, inhibición de síntesis de ADN y del tráfico 

vesicular (Rocha et al., 2003; Hauser et al., 2009). La exoenzima Y es una adenilato 

ciclasa soluble que cuándo se inyecta en las células eleva los niveles intracelulares 

de varios nucleótidos cíclicos (cAMP, cCMP, cGMP y cUMP) de manera que activa 
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algunas proteínas cinasas provocando el desmontaje irreversible de los 

microtúbulos de actina, la necrosis celular y la disfunción de los órganos diana 

(Wagener et al., 2020). 

1.9.1.2.1.4 Sistema de secreción tipo V (T5SS) 

El T5SS también conocido como sistema auto transportador, es una maquinaria 

macromolecular que tiene dos subtipos: autotransportadores (AT) y secreción de 

dos socios (TPS) (Meuskens et al., 2010). Los autotransportadores son, la proteína 

similar a patatina: PlpD, la cual funciona como una enzima lipolítica y la esterasa 

autotransportadora: EstA la cual es considerada un factor responsable de la 

motilidad de natación, espasmódica y enjambres en P. aeruginosa (Wilhelm et al., 

2019). Por otra parte, los sistemas de secreción de dos socios contienen dos 

proteínas, la proteína translocadora, TpsB, y la proteína pasajera secretada,TpsA 

(Meuskens et al., 2019). Algunas de las proteínas secretadas por este sistema de 

dos socios son exolisina A, que provoca la lisis de la membrana plasmática, LepA 

que provoca respuestas inflamatorias y CdrA y CdiA que juegan un papel esencial 

en la formación de biopelículas (Bleves et al., 2010). 

1.9.1.2.1.5 Sistema de secreción tipo VI (T6SS) 

El T6SS es la vía de secreción descrita más recientemente en P. aeruginosa, este 

sistema le permite administrar toxinas a sus patógenos vecinos y translocar 

efectores de proteínas a las células huésped (Chen et al., 2015). Este sistema 

funciona como una jeringa molecular contráctil que consta de una vaina y un 

dispositivo de punción hecho de un tubo Hcp terminado por una espiga de proteínas 

VgrG y PAAR. Hay tres tipos de vías de secreción de tipo VI: H1-T6SS, H2-T6SS y 

H3-T6SS, donde H1-T6SS participa en la secreción de cinco efectores Tse1, Tse2, 

Tse13, VgrG1 y VgrG4 los cuales ayudan a inhibir el crecimiento de otras bacterias 

(Sana et al., 2016). Por otro lado, los sistemas H2-T6SS y H3-T6SS secretan las 

enzimas fosfolipasas D, PldA y PldB, respectivamente, que también están 

involucradas en la a invasión de células huésped eucariotas (Chen et al., 2015). 
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1.9.1.2.2 Sideróforos: Pioverdina y Pioquelina 

Para cumplir con los requerimientos de hierro, P. aeruginosa cuenta con dos 

sideróforos para quelar el hierro unido a la transferrina, la lactoferrina, la ferritina y 

el hemo en el cuerpo del huésped (Veetilvalappil et al., 2022). La pioquelina (PCH), 

un sideróforo basado en salicilato con una menor afinidad por el hierro y la 

pioverdina (PVD) que se compone de una cadena peptídica variable con un 

cromóforo de dihidroxiquinolina conservado que se une al hierro, es considerada el 

principal sideróforo (Dauner y Skerra, 2020). Dado que la producción de PVD es un 

proceso que demanda energía, P. aeruginosa produce principalmente pioquelina, y 

solo cuando la concentración de hierro es realmente baja, cambia a la producción 

de PVD (Cornelis y Dingemans, 2013). 

1.9.1.2.3 Piocianina  

La piocianina (PYO) es una fenazina, que puede atravesar fácilmente las 

membranas biológicas, por su naturaleza de zwitterión (Lau et al., 2004; Rada y 

Leto et al., 2013; Rashid et al., 2020). Este metabolito secundario posee actividad 

redox responsable del color azul verdoso de las colonias de P. aeruginosa en cultivo 

(Gellatly y Hancock, 2013). Por esta característica, la PYO puede incrementar 

potencialmente los niveles intracelulares de ERO, particularmente anión superóxido 

(O2
•−) y peróxido de hidrógeno (H2O2) provocando estrés oxidativo y dañando los 

componentes del ciclo celular, varias enzimas y el ADN, lo que termina en lisis 

celular (Hall et al., 2016). Esto finalmente termina en la liberación de eDNA, uno de 

los constituyentes cruciales en la formación de las biopelículas, por lo que se sugiere 

que la PYO, ayuda a la persistencia de las infecciones (Thi et al., 2020; Zeng et al., 

2020). También juega un papel importante en la supervivencia de P. aeruginosa en 

condiciones de escasez de oxígeno, ya que puede aceptar y transportar electrones 

producidos en la respiración (Rada y Leto, 2013; Lau GW et al., 2004). 

1.9.1.2.4 Ramnolípidos 

Los ramnolípidos (RL) son metabolitos secundarios extracelulares de naturaleza 

anfipática. Son glicolípidos formados por una molécula de L-ramnosa (mono-

ramnolípidos) o dos (di-ramnolípidos) unidas a través de un enlace O-glucosídico a 
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una cadena de uno o dos ácidos β-hidroxicarboxílicos (Vilasó Cadre et al., 2017; 

Schellenberger et al., 2021). Estas moléculas actúan como biosurfactantes 

reduciendo la tensión superficial entre dos fases, de manera que facilitan la 

motilidad deslizante en ausencia de T4P y flagelos permitiendo la motilidad en 

enjambre (Tremblay et al., 2007; Murray y Kazmierczak, 2008). Están involucrados 

en la liberación de LPS a la superficie celular, lo que aumenta la hidrofobicidad y la 

afinidad para la adherencia inicial de las bacterias a una superficie (Nickzad y 

Déziel, 2014). Además, esta propiedad surfactante le permite a la bacteria la 

absorción de sustratos hidrofóbicos (Abdel-Mawgoud et al., 2010; Chrzanowski et 

al., 2012). Y también tienen un papel importante en la formación de biopelículas. 

Una cantidad adecuada de RL contribuye a la arquitectura del biofilm al mantener 

abiertos los canales no colonizados (Davey et al., 2003), mientras que una 

sobreproducción inhibe la formación de la biopelícula (Nickzad y Déziel, 2014).   

1.9.2 Sistema de “Quorum sensing” en Pseudomonas aeruginosa 

Algunos factores de virulencia son regulados a través del sistema de “Quorum 

sensing”, un mecanismo que permite la comunicación entre células y regula la 

transcripción de genes en respuesta a densidad celular (Lixa et al., 2015; Jurado-

Martín et al., 2021). Este mecanismo permite la coordinación y adaptación de una 

población bacteriana mediada por pequeñas moléculas llamadas autoinductores 

(AI) que difunden a través de las membranas bacterianas y que se van acumulando 

progresivamente en el medio de crecimiento, por lo tanto, cuando la densidad 

celular es alta, el autoinductor alcanza una alta concentración intracelular y 

mediante interacción con activadores transcripcionales, promueven la expresión de 

un grupo de genes a nivel población para regular una gran variedad de respuestas 

fisiológicas (figura 4) (Paz-Zarza et al., 2019; Jurado-Martín et al., 2021). 

P. aeruginosa tiene cuatro sistemas QS (Las, Rhl, Pqs e Iqs) que están 

interconectados jerárquicamente: el sistema Las está en la parte superior de la 

jerarquía de señalización y controla positivamente la expresión de los otros tres 

sistemas (figura 4) (Lee et al., 2015; Kostylev et al., 2019). Los sistemas Las y Rhl 

son activados en la fase preliminar de crecimiento exponencial, mientras que los 
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sistemas Pqs e Iqs se activan en la última fase de crecimiento exponencial (Choi et 

al., 2011). 

1.9.3 Sistemas QS de acil-homoserina lactona: Las y Rhl 

LasR y Rhl son los circuitos reguladores más dominantes. En el sistema Las, LasI 

es la sintasa autoinductora que media en la síntesis de N-3-oxododecanoil-L-

homoserina lactona (3-O-C12-HSL) (Kahlon, 2016; Kariminik et al., 2017). A 

continuación, LasI se une al activador transcripcional (LasR), creando un complejo 

que regula específicamente la transcripción de genes de virulencia involucrados en 

daño de la célula huésped (LasA, LasB, AprA, PVD y ETA) (Jiménez et al., 2012; 

Lee y Zhang, 2015; Kahlon, 2016) y a la par induce la expresión de los genes rhlR 

y rhlI, así como los genes pqsR y pqsABCDH que codifican los sistemas Rhl y PQS 

respectivamente (Lee y Zhang, 2015) (figura 4). De manera similar, RhlI sintetiza el 

autoinductor de este sistema, N-butiril-L-homoserina lactona (C4-HSL), que forma 

un complejo con la proteína activadora (RhlR) (Kariminik et al., 2017; Kostylev et al., 

2019). Este circuito regula la producción de RL, la producción de lectinas, PYO, 

AprA, cianuro de hidrogeno, PVD y PYC (Kahlon, 2016; Kariminik et al., 2017; Thi 

et al., 2020). 

1.9.4 El Sistema Quinolona QS: Pqs e Iqs 

En el sistema Pqs, el AI es la 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) cuyo es precursor 

la 2-heptil-4(1H)-quinolona (HHQ), ambas son sintetizados por enzimas codificadas 

por el grupo de genes pqsABCDE y tanto PQS como HHQ son reconocidos por la 

proteína reguladora afín PqsR también conocido como regulador del factor de 

virulencia múltiple (MvfR) (Ahator y Zhang, 2014; Jurado-Martín et al., 2021; 

Veetilvalappil et al., 2022). Al unirse PqsR con el promotor de pqsABCDE, da como 

resultado la expresión de la proteína PqsE y a la vez retroalimenta para inducir la 

expresión del gen rhlRI (McKnight et al., 2000; García-Reyes et al., 2020) regulando 

así, la biosíntesis de ciertos factores de virulencia como PYO, RL, elastasa, cianuro 

de hidrógeno y lectinas (Ahator y Zhang, 2014; García-Reyes et al., 2020; Liao et 

al., 2022). Sin embargo, en determinado momento RhlR puede controlar la 

activación de la vía PQS al inhibir la expresión de los genes pqsR y pqsABCDH 
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(Cao et al., 2001; Lee y Zhang, 2015). La identificación del sistema IQS es 

relativamente nueva en comparación con los otros sistemas QS. En el sistema Iqs 

el AI es el 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehído (IQS) sintetizado por el grupo de 

genes ambBCDE (Kahlon, 2016).  Este sistema, al igual que los otros, está bajo el 

control del sistema Las. Sin embargo, se ha reportado que IQS también se activa 

por la limitación de fosfato, en tal condición, IQS asume parcialmente las funciones 

del sistema Las y, por lo tanto, controla el sistema Rhl y PQS (figura 4) (Lee et al., 

2013). 

 

Figura 4. Ilustración esquemática de la interconexión de los sistemas QS en P. aeruginosa. 
Hay cuatro sistemas QS en P. aeruginosa, las, rhl, iqs y pqs. Incluyen las sintasas LasI, RhlI, y los 
grupos de genes que codifican las sintasas AmbBCDE y PqsABCD, los autoinductores que sintetizan 
OdDHL, C4HSL, IQS y PQS respectivamente, así como los receptores de los autoinductores LasR, 
RhlR, IqsR y PqsR. Las flechas indican un efecto estimulante, mientras que la línea perpendicular 
indica un efecto inhibitorio. Modificado de: Lee y Zhang, 2015. 

2. Antecedentes 

Se ha observado recientemente que dos cepas de P. aeruginosa (PA01) mutantes 

en los genes NRPS (péptido sintetasas no ribosomales), particularmente en los 

genes ambB/pvdI y PA4078/pvdL, afectan negativamente el crecimiento y desarrollo 

en plántulas de Arabidopsis thaliana de forma más severa que la cepa PA01. Un 

análisis más detallado revelo que estas mutantes incrementan la producción de 
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piocianina y ramnolípidos (Solís-Ortiz et al., 2022) dos factores de virulencia muy 

importantes para la patogenicidad de la bacteria. 

2.1 Efectos del factor de virulencia piocianina (PYO) en plantas  

La PYO por su bajo peso molecular y sus propiedades de zwitterion penetra 

fácilmente las membranas biológicas (Lau et al., 2004; Rada y Leto, et al., 2013; 

Rashid et al., 2020). Este metabolito es un compuesto activo redox que tiene una 

serie de efectos potenciales. Existen muy pocos estudios sobre el efecto que tiene 

la PYO en plantas. Hasta el momento se ha informado que el tratamiento con PYO 

inhibe la división y elongación celular de la raíz primaria sin afectar la viabilidad del 

meristemo, lo cual se correlaciona con proporciones alteradas de O2
•− y H2O2 que 

se detectaron en las puntas de las raíces (Ortiz-Castro et al., 2016). 

2.2 Efecto de los ramnolípidos (RL) en plantas  

Los RL son esenciales para la diseminación de la superficie bacteriana llamada 

motilidad de enjambre y para el desarrollo normal de biopelículas (Davey et al., 

2003; Chrzanowski et al., 2012). A medida que estos compuestos se liberan en el 

medio extracelular, tienen el potencial de ser percibidos por el sistema inmunológico 

de la planta (Schellenberger et al., 2021). Se ha informado que los RL son potentes 

inductores de reacciones de defensa de las plantas, estas moléculas actúan como 

MAMP, desencadenan la producción de ERO y la entrada del flujo de Ca2+ a la 

célula culminando en la activación de las MAPK y la expresión de una amplia gama 

de genes de defensa (Varnier et al., 2009; Schellenberger et al., 2021), y se ha 

demostrado que esta respuesta inmune participa en la resistencia contra diversos 

patógenos en plantas (Varnier et al., 2009; Sánchez et al., 2012; Schellenberger et 

al., 2021). 

2.3 Modulación de las compensaciones entre crecimiento y defensa en 

respuesta al ataque por patógenos a través de las proteínas cinasas 

TOR y SnRK1 

Diversos estudios han evaluado el papel de la proteína TOR frente al ataque por 

patógenos. De Vleesschauwer et al. (2018) inocularon plantas de arroz 

sobreexpresoras en TOR (OX-TOR) con la bacteria Xanthomonas oryzae, estas 
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plantas mostraron mayor susceptibilidad al ataque por el patógeno, mientras que al 

inhibir la actividad de la proteína TOR con fármacos o utilizar plantas interferentes 

en raptor (RNAi), estas mostraron mayor resistencia al ataque por el patógeno, 

disminuyendo el tamaño de la lesión en las hojas y las unidades formadoras de 

colonias (UFC). En general se ha observado que la regulación negativa o la 

inhibición de la proteína TOR estimula la inmunidad y la resistencia a patógenos en 

plántulas de Arabidopsis (Meteignier et al., 2017), plantas de tomate (Marash et al., 

2022) y de arroz (De Vleesschauwer et al., 2018) contra diversos patógenos como 

bacterias, hongos y virus (Schepetilnikov et al., 2011; Meteignier et al., 2017 Aznar 

et al., 2018; De Vleesschauwer et al., 2018), lo cual indica que para hacer frente al 

ataque por patógenos la proteína TOR debe ser regulada negativamente. 

La señalización de la proteína SnRK1 se activa en condiciones que comprometen 

la producción de energía. Recientemente se ha informado de su papel frente al 

ataque por patógenos. Filipe et al. (2018) evaluaron el papel de la proteína SnRK1 

frente al ataque por tres diferentes patógenos fúngicos (Magnaporthe oryzae, 

Cochliobolus miyabeanus y Rhizoctonia solani), utilizando plantas de arroz OX-

SnRK1 y RNAi-SnRK1 y observaron que las líneas OX-SnRK1 mostraron mayor 

resistencia frente al ataque por los diferentes patógenos, mientras que las plantas 

RNAi-SnRK1 fueron más susceptibles. Resultados similares encontraron Hao et al. 

(2003) en plantas de tabaco infectadas por geminivirus. Observaron que el 

silenciamiento de SnRK1α provoca una mayor susceptibilidad a la infección, 

mientras que la sobreexpresión de SnRK1α conduce a una mayor resistencia. Estos 

resultados indican que la activación de la proteína SnRK1 es necesaria para hacer 

frente al ataque por patógenos. Existen otros estudios que refuerzan esta idea, ya 

que se ha informado que diversas proteínas virales pueden actuar directamente 

sobre la proteína SnRK1 o aguas arriba para inactivarla (Hao et al., 2003; Wang et 

al., 2003; Shen y Hanley-Bowdoin, 2006; Shen et al., 2009). Incluso algunas 

proteínas bacterianas como AvrBsT producida por Xanthomonas campestris pv han 

mostrado regular negativamente a la proteína SnRK1(Szczesny et al., 2010).  
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Hasta aquí es evidente el papel diferencial que tienen las proteínas TOR y SnRK1 

durante el ataque por una gran variedad de patógenos, y dado que la interacción 

planta-microrganismo es a través de diversas moléculas, resulta interesante el 

estudio de estas como posibles moduladores de la actividad de estos reguladores 

metabólicos. 

2.4 La señalización de TOR atenúa la acción de las hormonas inmunitarias 

ácido salicílico (SA) y ácido jasmónico (JA). 

Los estudios sugieren que la actividad reducida de la proteína TOR promueve la 

resistencia de las plantas a los patógenos. Sin embargo, no está claro el mecanismo 

molecular por el cual la proteína TOR afecta la respuesta a la enfermedad. De 

Vleesschauwer et al. (2018) observaron que la proteína TOR inhibe los factores de 

transcripción relacionados con la defensa, así como la señalización del JA y el SA, 

y con ello la resistencia a una variedad de patógenos. En otro estudio Marash et al. 

(2022) observaron que la inhibición de la proteína TOR puede estimular la 

inmunidad del tomate y la resistencia a enfermedades provocadas por hongos, 

bacterias y virus de una manera dependiente de SA. Lo cual parece indicar que hay 

una diafonía entre la inhibición de la proteína TOR y la señalización de algunas 

fitohormonas como SA durante la señalización de defensa en la planta.  

Solís-Ortiz et al. (2022) observaron una inducción de fitohormonas de la defensa 

como JA y SA en el tratamiento con los factores de virulencia PYO y RL, teniendo 

en cuenta que existe un antagonismo entre la vía del SA y la activación de la 

proteína TOR durante la inmunidad en plantas (Marash et al., 2022), posiblemente 

haya una regulación en la actividad de TOR durante la señalización de estas 

fitohormonas y una modificación en los procesos que regula esta proteína. 

 

 

 



29 
 

3. Justificación  

Las interacciones entre planta-microorganismo a través de la influencia de 

sustancias químicas, pueden ser benéficas o perjudiciales para la planta 

repercutiendo así en el crecimiento y desarrollo de esta. Particularmente los factores 

de virulencia producidos por Pseudomonas aeruginosa han mostrado tener un 

efecto en la regulación de estos procesos en Arabidopsis thaliana. Este tipo de 

estrés es percibido a través de diferentes vías de señalización, dentro de estas las 

cinasas TOR y SnRK1 actúan de manera opuesta en la regulación del metabolismo 

celular en respuesta a las condiciones favorables o de estrés ambiental. Se conoce 

poco acerca de cómo participan o se modifican estas vías de señalización en las 

plantas ante la exposición a factores de virulencia producidos por bacterias como 

Pseudomonas aeruginosa. 

4. Hipótesis  

Los factores de virulencia piocianina y ramnolípidos producidos por Pseudomonas 

aeruginosa modulan el crecimiento de Arabidopsis thaliana, a través de la inhibición 

de la actividad de la proteína TOR y la activación de la proteína SnRK1. 

5. Objetivos  

5.1 General  

Determinar el papel de las proteínas TOR y SnRK1 en el efecto de los factores de 

virulencia piocianina y ramnolípidos producidos por Pseudomonas aeruginosa sobre 

el desarrollo de Arabidopsis thaliana.  

5.2 Particulares 

1. Establecer la participación de las proteínas TOR y SnRK1 en el efecto de la 

piocianina y los ramnolípidos producidos por P. aeruginosa sobre el crecimiento y 

desarrollo en plántulas de A. thaliana. 

2. Establecer el efecto de la piocianina y los ramnolípidos producidos por P. 

aeruginosa sobre la actividad de las proteínas cinasas TOR y SnRK1 en plántulas 

de A. thaliana.  
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6. Materiales y métodos 

Para todos los experimentos realizados se utilizaron semillas de Arabidopsis 

thaliana ecotipo silvestre Col-0 y líneas mutantes kin10 (SALK_127939C) y raptor1b 

(SALK_078159), las cuales fueron amablemente proporcionadas por la Dra. Diane 

C. Bassham, Iowa State University. Todos los reactivos fueron comprados de casas 

comerciales de acuerdo con las especificaciones necesarias para cada experimento 

como se describe en los apartados siguientes. En la tabla 1 se muestran los 

tratamientos y las concentraciones que se usaron de los reactivos durante la 

realización de este trabajo. 

Tratamientos 

C: control 

PYO: piocianina (4 µg/ml) 

RL: ramnolípidos (40 µg/ml)  

PYO+ RL: piocianina (4 µg/ml) + ramnolípidos (40 µg/ml) 

AZD: AZD8055 (2 µM) 

DORSO: dorsomorfina (5 µM) 

PYO+AZD: piocianina (4 µg/ml) + AZD8055 (2 µM)  

PYO+AZD: piocianina (4 µg/ml) + dorsomorfina (5 µM) 

Tabla 1. Tratamientos y concentraciones de los reactivos. 

6.1 Condiciones de crecimiento de las plantas 

Las semillas se desinfectaron en la superficie con etanol al 70% (v/v) durante 5 min 

y una solución comercial de lejía al 20% (v/v) durante 5 min. Después de siete 

lavados con agua destilada estéril, se realizó la vernalización a 4 ºC durante 48 h. 

Las semillas germinadas se cultivaron en placas de agar que contenían un medio 

Murashige y Skoog (MS, phytotechlab) 0,2x (0,866 g/L de sales que carecen de 

aminoácidos y vitaminas, 10 g / L de fitoagar [grado de micropropagación] y 6 g/L 

de sacarosa). Posteriormente las plantas se colocaron en una cámara de 

crecimiento vegetal (Percival Scientific AR-95 L, Perry, Iowa, EE. UU.) con un 

fotoperiodo de 16/8 h de luz/oscuridad (intensidad de luz de 100 μmol m2/s), 80% 

de humedad y una temperatura de 22 °C. 
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6.2 Preparación de los medios suplementados con los factores de 

virulencia   

Los factores de virulencia piocianina (P0046, Sigma-Aldrich) y ramnolípidos (R90, 

Sigma-Aldrich) fueron utilizados en este estudio a una concentración de 4 µg/ml y 

40 µg/ml respectivamente, estas concentraciones se eligieron previamente a partir 

de una curva de crecimiento de las plántulas expuestas a distintas concentraciones 

con ambos factores de virulencia (datos no mostrados) en función del efecto 

negativo que mostraban sobre el crecimiento de la planta. La preparación de los 

medios se realizó de la siguiente manera, los factores de virulencia fueron vertidos 

a medio MS tibio el cual fue mezclado uniformemente, y posteriormente vertido en 

placas Petri donde se dejó solidificar. 

6.3 Preparación de los medios suplementados con los inhibidores  

Se utilizaron los inhibidores de TOR, AZD8055 Base (A-2345 LC Laboratories) y la 

Dorsomorfina (P5499, Sigma-Aldrich) inhibidor de la proteína SnRK1, estos fueron 

vertidos a medio MS tibio donde se mezclaron uniformemente, una vez mezclados, 

el medio se vertió en placas Petri donde se dejó solidificar. 

6.4 Evaluación del crecimiento y desarrollo de las plántulas 

Para evaluar el crecimiento de las plántulas se midió la longitud de la raíz primaria, 

con una regla, y se cuantifico con ayuda de un microscopio estereoscópico (Luxeo 

4D, Labomed) el número de raíces laterales y adventicias en una muestra de al 

menos 12 plantas de 3 placas independientes. 

6.5 Extracción de proteínas citoplasmáticas 

Las plántulas de Arabidopsis thaliana de diferentes tratamientos se trituraron en 

nitrógeno líquido. El polvo resultante se transfirió a un microtubo con un tampón de 

extracción (σ-vanadato de sodio 1 mM, molibdato de sodio 1 mM, benzamidina 1 

mM, fluoruro de sodio 20 mM, fenilmetilsulfonilo fluoruro 0,2 mM, ditiotreitol 2 mM, 

ácido 4- (2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfónico 50 mM, pH 7,6). Después se 

agito con vórtex, y el homogeneizado se centrifugo a 9000 × g 4 ºC durante 30 min. 

El sobrenadante se recuperó y se cuantifico la proteína utilizando el método de 

Bradford (1976). 
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6.6 Electroforesis 

La electroforesis se llevó a cabo mediante el protocolo descrito por Towbin et al. 

(1979). Las muestras se prepararon de la siguiente manera; se tomaron los µL 

correspondientes del homogeneizado de planta de cada uno de los diferentes 

tratamientos para cargar un total de 80 µg de proteína, la cual, fue mezclada dentro 

de un microtubo con un volumen igual de tampón de solubilización (Tris/HCl 0.250M 

pH 6.8, SDS 8%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 20%, azul de bromofenol 100 µL y 

H20 cbp 5 ml), enseguida se hirvieron a 95 °C durante 3 minutos y posteriormente 

se cargaron las muestras en los geles de poliacrilamida al 12% bajo condiciones 

desnaturalizantes y se aplicó una corriente eléctrica de 90 V durante 10 minutos y 

después se aumentó a 120 V durante 70 min aproximadamente. 

6.7 Transferencia de las proteínas 

Las proteínas fueron transferidas a membranas de fluoruro de polivinildieno (PVDF) 

de acuerdo con el protocolo empleado por Laemmli et al. (1970). Las membranas 

de PVDF fueron cortadas cuidadosamente a la medida del gel (aproximadamente 8 

X 6 cm), para lo cual se utilizaron guantes de látex. Para hidratar las membranas 

fue necesario sumergir en metanol absoluto por 30 segundos, después se retiró el 

metanol y posteriormente se colocó en agua desionizada durante 5 minutos para 

lavar el exceso de metanol; luego se retiró el agua desionizada y se colocó en 

tampón de transferencia (Tris 25 mM y metanol 20%, pH 10.4) durante 10 minutos, 

a la par el gel se colocó durante 15 min en buffer de transferencia (Ácido-6-

aminocaprioico 10 mM y metanol 20%, pH 7.2). A continuación, Se coloca 1 papel 

whatman (del tamaño de la membrana) empapado de buffer (Tris 0.3 M y metanol 

20%, pH 10.4) sobre la superficie de la cámara de transferencia, seguido de dos 

papeles empapados en el buffer donde se encuentra sumergida la membrana, la 

cual se coloca enseguida, posteriormente el gel de poliacrilamida se coloca sobre 

la membrana, en este paso revisó que no quedaran burbujas entre el gel y la 

membrana para evitar una mala transferencia de las proteínas, por último se 

colocaron tres papeles empapados del buffer donde se encontraba sumergido el 

gel, creando una especie de sándwich, finalmente se procedió a cerrar la cámara 
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de transferencia y se programó durante una hora con una intensidad eléctrica de 48 

amperios, determinados por las medidas de la membrana (8 cm x 6 cm).  

6.8 Inmunodetección de las proteínas 

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se tiñó con rojo de Ponceau para 

observar la eficiente transferencia de las proteínas. Después el rojo de Ponceau fue 

retirado con 4 lavados de H20 desionizada y para desteñirla totalmente se lavó con 

TBS-T 0.15 M (Tris/HCl 50 mM, NaCl 0.15 M, Tween-20 0.1%), durante 5 minutos. 

Para bloquear los sitios inespecíficos la membrana se colocó en TBS-T 0.15 M y 

polivinil 5% durante 60 minutos. Posteriormente la membrana se lavó con TBS-T 

0.15 M de 2 a 3 veces para eliminar el exceso de polivinil, manejando en todo 

momento la membrana con pinzas. Para incubar con el anticuerpo primario, las 

membranas se colocaron en 50 mL de TBS 0.15M y polivinil 5%, y se agregó el 

anticuerpo específico para P70 S6 Kinase (#9202) y p-P70 S6 T389 (#9205), a una 

dilución 1:5000 y se dejaron en agitación constante durante toda la noche en 

refrigeración, transcurrido el respectivo tiempo de incubación se hicieron 3 lavados 

a las membranas con TBS-T 0.15 M durante 10 minutos cada una. Posteriormente, 

las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario policlonal (sc-2005) IgG 

acoplado a peroxidasa (HRP) correspondiente, a una dilución de 1:10000 en 50 ml 

de TBS 0.15M y polivinil 5% por 2 horas; y posteriormente se hicieron 3 lavados con 

TBS-T 0.15M de 10 minutos cada lavado. 

6.1 Revelado y análisis densitométrico de las proteínas  

La interacción antígeno-anticuerpo se analizó mediante quimioluminiscencia y las 

imágenes se obtuvieron empleando un fotodocumentador marca BioRad (Chemi 

Doc MP, Imaging System). El análisis densitométrico se realizó en el programa 

imageJ en el cual se procesaron las imágenes digitales obtenidas en el 

fotodocumentador. La abundancia relativa de las diferentes proteínas se obtuvo a 

través de la multiplicación del área seleccionada por intensidad de píxel. el resultado 

obtenido se graficó y se comparó para observar si existían diferencias.  
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6.2 Detección de especies reactivas de oxígeno 

6.2.1 Determinación de anión superóxido (O2
•−) con nitroazul de tetrazolio 

(NBT) 

La detección de O2
•− se realizó como describe Ramel et al. (2009). Las plántulas de 

6 días de crecimiento se sumergieron e infiltraron al vacío con solución de tinción 

de 1 mg/ml de NBT (N6495-Invitrogen) en tampón de fosfato de potasio (10 mM), 

con NaN3 (10 mM). Después de la infiltración durante 2-3 h, las plántulas teñidas se 

hirvieron en una solución de ácido acético: glicerol: etanol (1:1:3, v/v/v) durante 10 

min. Luego, las muestras se almacenaron en etanol al 95 % (v/v) hasta el escaneo. 

El O2
•− se visualizó como un color azul producido por la reducción de NBT a 

formazán. Las plantas se observaron y fotografiaron con un microscopio de 

contraste (Nomarsky) Leica DM 5500 B. El color azul que es proporcional a la 

cantidad de ERO totales, la abundancia relativa fue cuantificada mediante el 

programa ImageJ eligiendo una misma área comparativa entre las plantas de los 

diferentes tratamientos.  

6.2.2 Determinación de peróxido de hidrógeno (H2O2) con diaminobencidina 

(DAB) 

Para la detección de H2O2, se utilizó el agente de tinción DAB (D8001-5G, Sigma-

Aldrich) a una concentración de 1 mg/ml. Este se disolvió en H2O y se ajustó a pH 

3,8 con HCl. La solución DAB se preparó para evitar la autooxidación. Las plántulas 

de 6 días de crecimiento se sumergieron en la solución durante 2-3 horas. A 

continuación, las plántulas teñidas se hirvieron en una solución de ácido acético: 

glicerol: etanol (1:1:3, v/v/v) durante 10 min y luego se almacenaron en etanol al 95 

% (v/v) hasta el escaneo. Las plantas se observaron y fotografiaron con un 

microscopio de contraste (Nomarsky) Leica DM 5500 B. El peróxido de hidrogeno 

se visualizó como un color marrón debido a la polimerización DAB,que es 

directamente proporcional a la cantidad de H2O2 (Ramel et al., 2009). 

6.3 Microscopía y tinción de cuerpos autofágicos   

La solución de trabajo para la detección de autofagosomas, se preparó como se 

describe en la ficha técnica del kit de ensayo de autofagia (MAK138, Sigma-Aldrich). 
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Se diluyeron 20 µL de la solución 500X con 10,000 µL de buffer de teñido. 

Posteriormente se retiró el medio con los tratamientos (C, AZD, DOR, PYO y su 

combinación) de cada uno de los pocillos de la placa donde estaban contenidas las 

plántulas de las tres lineas mencionadas anteriormente y se añadieron 200 µL de la 

solución para detección de autofagosomas. Transcurridos 15 min de incubación, se 

retiró la solución de detección de autofagosomas y posteriormente las plántulas se 

lavaron suavemente con el buffer de lavado agregando un volumen de 200 µL a 

cada pocillo. Las plántulas fueron observadas utilizando microscopía confocal, en la 

instalación confocal del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del IPN 

(Cinvestav Irapuato). Las longitudes de onda de excitación y emisión para fueron de 

360 y 520 nm respectivamente. 

6.1 Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos y determinaciones, se expresa 

como la media ± desviación estándar con al menos una n=3. Los mismos que se 

procesaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) de una vía y las medias se 

compararon con la prueba post-hoc de Tukey con un nivel de significancia de 

p≤0.05. 

7. Resultados 

7.1 Efecto de la piocianina sobre el crecimiento y desarrollo de la raíz en 

plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana.  

Como se mencionó anteriormente los factores de virulencia favorecen la invasión y 

la resistencia de los patógenos a las defensas del huésped. La piocianina es un 

importante factor de virulencia secretado por P. aeruginosa el cual posee actividad 

redox y potencialmente puede incrementar los niveles intracelulares de ERO (Hall 

et al., 2016). Para evaluar el efecto que tiene este metabolito sobre las proteínas 

cinasas TOR y SnRK1, se utilizaron plántulas del ecotipo Col-0, y de las líneas 

mutantes kin10 y raptor1b en Arabidopsis. Las plántulas de 6 días de crecimiento 

se transfirieron a medio MS el cual contenía piocianina a una concentración 4 μg/ml. 

Trascurridos 10 días después de la transferencia se evaluó el desarrollo de la 
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arquitectura radicular y se observó que el crecimiento de la raíz principal se detiene 

en las tres líneas Col-0, kin10 y raptor1b (figura 5). 

 

Figura 5. Efecto de la piocianina sobre el crecimiento y desarrollo de la raíz en plántulas Col-
0, kin10 y raptor1b en A. thaliana. A) fotografías representativas de las plántulas expuestas a la 
piocianina después de 10 días de tratamiento. B) Análisis estadístico de la longitud de la raíz. Se 
muestra la media ± DE (n = 10) de al menos 3 replicas. ANOVA de 1 vía, prueba post-hoc Tukey, 
p<0.05 

Los resultados muestran que el crecimiento de la raíz principal se inhibe ante la 

exposición con la piocianina, lo cual probablemente se correlaciona con una 

alteración del estado redox en las puntas de la raíz. Sin embargo, no se observaron 

cambios en el fenotipo entre las líneas mutantes kin10 y raptor1b por lo que hasta 

este punto no queda claro si las cinasas TOR y SnRK1 están involucradas en la 

modulación del crecimiento de la raíz por la piocianina. 

7.2 Efecto de los ramnolípidos sobre el crecimiento y desarrollo de la raíz 

en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana. 

Los ramnolípidos por su naturaleza anfifilica actúan como biosufactantes, de 

manera que disminuyen la tensión entre dos fases. Por esta propiedad son 

esenciales para la diseminación de la superficie bacteriana y el desarrollo normal 

de biopelículas (Chrzanowski et al., 2012). A medida que estos compuestos se 

liberan en el medio extracelular, tienen el potencial de ser percibidos por la planta 

(Schellenberger et al., 2021). Para evaluar el efecto que tienen sobre las cinasas 
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SnRK1 y TOR se utilizaron plántulas del ecotipo Col-0, y líneas mutantes kin10 y 

raptor1b en Arabidopsis. Las plántulas de 6 días de crecimiento se transfirieron a 

medio MS el cual contenía RL a una concentración 40 μg/ml. Trascurridos 10 días 

después de la transferencia se evaluó la arquitectura radicular y se observó que el 

crecimiento de la raíz principal se detiene en las líneas Col-0 y la mutante kin10 y 

en su lugar surge el crecimiento de raíces adventicias las cuales alcanzan un 

tamaño considerable. Mientras que, la mutante raptor1b se comporta de manera 

diferente, muestra resistencia a la exposición con los RL, el crecimiento de la raíz 

principal se mantiene hasta finalizar el tratamiento (figura 6A). 

 

Figura 6. Efecto de los ramnolípidos sobre el crecimiento y desarrollo de la raíz en plántulas 
Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana. A) fotografías representativas de las plántulas expuestas a 
los ramnolípidos después de 10 días de tratamiento. B) Análisis estadístico de la longitud de la raíz 
y la formación de raíces adventicias. Se muestra la media ± DE (n = 10) de al menos 3 replicas. 
ANOVA de 1 vía, prueba post-hoc Tukey, p<0.05. Los * indican diferencia significativa entre los 
tratamientos. 

Estos resultados indican que la percepción de los ramnolípidos por la planta 

involucra la participación de la cinasa TOR en la modulación del sistema radicular, 

ya que la actividad a la baja de esta proteína en la mutante raptor1b no responde al 

efecto que tienen estas moléculas sobre las líneas Col-0 y la mutante kin10 (figura 

6B).  
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7.3 Efecto de la combinación piocianina + ramnolípidos sobre el 

crecimiento y desarrollo de raíz en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en 

A. thaliana   

La piocianina y los ramnolípidos son dos factores de virulencia muy importantes 

para la patogenicidad de las bacterias que los producen y ambos contribuyen a la 

arquitectura del biofilm por lo que están involucrados en la persistencia de las 

infecciones (Thi et al., 2020; Zeng et al., 2020). Por ende, fue de interés evaluar si 

tenían algún efecto sinérgico al ponerlos en conjunto dentro del medio en interacción 

con las plántulas. Lo que se observo fue la inhibición del crecimiento de la raíz 

principal en las tres líneas, algo que ya se había observado con ambos factores por 

separado, sin embargo, hay aparición de raíces adventicias un efecto de que se 

observó solo con la exposición a los ramnolípidos en las líneas Col-0 y kin10; no 

obstante, con la combinación de ambos factores estas raíces alcanzan un tamaño 

menor (figura 7A). 

 

Figura 7. Efecto de la combinación de piocianina+ ramnolípidos sobre el crecimiento y 
desarrollo de la raíz en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana. A) Fotografías 
representativas de las plántulas expuestas a la combinación de la piocianina y los ramnolípidos 
después de 10 días de tratamiento. B) Análisis estadístico de la longitud de la raíz la formación de 
raíces adventicias. Se muestra la media ± DE (n = 10) de al menos 3 replicas. ANOVA de 1 vía, 
prueba post-hoc Tukey, p<0.05. Los * indican diferencia significativa entre los tratamientos. 

Curiosamente en la mutante raptor1b también surgieron raíces adventicias algo que 

no se observó durante la exposición a los ramnolípidos, sin embargo, en 
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combinación con la piocianina emergieron, probablemente por un mecanismo 

distinto al que tienen los ramnolípidos (figura 7B).  

7.4 Efecto de la exposición a la piocianina y a los ramnolípidos de P. 

aeruginosa, sobre los niveles de fosforilación de la proteína cinasa S6 

en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana. 

Una vez que se evaluó la respuesta fenotípica de las plántulas de las diferentes 

líneas, se procedió a evaluar los niveles de fosforilación de la cinasa de la proteína 

ribosómica S6 (S6K) un sustrato muy estudiado de la proteína TOR (Xiong y Sheen, 

2014). Se observó un ligero aumento en la fosforilación de la proteína S6K en el 

tratamiento control de la mutante kin10 lo cual tiene que ver con el hecho de que 

SnRK1 ejerce cierta regulación negativa sobre la proteína TOR, en contraste con lo 

que se observó en la mutante raptor1b, en la cual la fosforilación de la proteína S6K 

disminuye ligeramente con respecto a kin10, lo cual también está en concordancia 

con la mutación en el gen raptor1b. Sin embargo, aunque había una tendencia en 

la disminución de la fosforilación de la proteína S6K con los tratamientos, esta no 

fue significativa (figura 8), los datos obtenidos hasta el momento no eran 

concluyentes, por lo que, se monitoreó la actividad de la proteína TOR en periodos 

de tiempo más cortos.  

 

Figura 8. Efecto de la exposición a la piocianina y los ramnolípidos de P. aeruginosa, sobre 
los niveles de fosforilación de la proteína cinasa S6 en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. 
thaliana. A) Análisis representativo de Inmunodetección de la proteína S6K B) análisis estadístico 
de la relación p-S6K/S6K. Se muestra la media ± DE (n = 3). ANOVA de 1 vía, prueba post-hoc tukey 
p<0.05. Los * indican diferencia significativa entre los tratamientos señalados con los corchetes. 
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7.5 Efecto de la exposición a la piocianina y a los ramnolípidos, a 6, 8, 10 

y 12 horas, sobre los niveles de fosforilación de la cinasa de la proteína 

ribosómica S6 (S6K) en plántulas Col-0 en A. thaliana. 

La fosforilación de las proteínas se produce de forma transitoria, la acción conjunta 

de proteínas cinasas (fosforilan) y fosfatasas (desfosforilan) sirve como interruptor 

molecular que enciende y apaga respuestas celulares, en respuesta a un estímulo 

(Gutiérrez Venegas, 2010). Esto llevó a monitorear la actividad de la proteína TOR 

en periodos de tiempo más cortos. Se establecieron tiempos de 6, 8, 10 y 12 horas 

de exposición a los factores de virulencia. Como se puede observar en la figura 9, 

no hay cambios visibles en los niveles de fosforilación de la proteína S6K a las 6 

horas con la exposición a los factores de virulencia, pero a las 8 horas se muestra 

una disminución en la fosforilación con el tratamiento con la PYO y en el tratamiento 

con la combinación de los factores de virulencia, no siendo así con el tratamiento 

con los RL, lo que llevó a pensar que era la PYO quien estaba tenido un efecto 

negativo sobre la vía de señalización del complejo TOR al menos a las 8 horas de 

exposición, porque en las siguientes 10 y 12 horas se restablecían los niveles de 

fosforilación de la proteína S6K (figura 9). 

 

Figura 9. Efecto de la exposición a la piocianina y los ramnolípidos, a 6, 8, 10 y 12 horas, sobre 
los niveles de fosforilación de la cinasa de la proteína ribosómica S6 (S6K) en plántulas Col-
0 en A. thaliana.  Análisis representativo de Inmunodetección de la proteína S6K.  
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Con base en estos resultados, se eligió el protocolo con el tratamiento de 8 horas 

para experimentos posteriores. 

7.6 Efecto de la piocianina y ramnolípidos, a 8 horas de exposición, sobre 

los niveles de fosforilación de la cinasa de la proteína ribosómica S6 

(S6K) en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana   

Se evaluaron los niveles de fosforilación de S6K en las plántulas de las mutantes 

kin10 y raptor1b, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en Col-0 

y la mutante raptor1b en el tratamiento con los ramnolípidos y aunque parece 

disminuir la banda de fosforilación en la mutante rapto1b, la banda que corresponde 

a la expresión de esta también disminuye, por lo que la relación entre las dos bandas 

indica que todo lo que se expresa se fosforila, por ende, no hay cambios en la 

actividad de S6K (figura 10). 

 

Figura 10. Efecto de la piocianina y ramnolípidos, a 8 horas de exposición, sobre los niveles 
de fosforilación de la cinasa de la proteína ribosómica S6 (S6K) en plántulas Col-0, kin10 y 
raptor1b en A. thaliana. A) Análisis representativo de Inmunodetección de la proteína S6K B) 
análisis estadístico de la relación p-S6K/S6K. Se muestra la media ± DE (n = 3). ANOVA de 1 vía, 
prueba post-hoc tukey p<0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos. 

Por otro lado, el tratamiento con la piocianina si disminuye los niveles de 

fosforilación en las tres lineas en al menos un 20%, lo cual indica una modulación 

negativa en la vía de señalización de la proteína TOR, mientras que en la 

combinación de ambos factores de virulencia no está claro el efecto, parece 

aumentar levemente la fosforilación de S6K con respeto al tratamiento con la 
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piocianina, por lo cual, decidimos realizar más estudios, pero únicamente con la 

PYO. 

7.7 La piocianina incrementa los niveles de acumulación de aníon 

superóxido (O2
•−) en las puntas de las raíces de plántulas Col-0, kin10 

y raptor1b en A. thaliana   

En función de que se detectó una disminución en la fosforilación de la proteína 

cinasa S6K con la piocianina, se procedió a analizar más a fondo el posible 

mecanismo por el cual la PYO podría estar disminuyendo la actividad de la proteína 

TOR. Por lo cual se decidió evaluar el papel de las especies reactivas de oxígeno 

como un posible inhibidor de la actividad de este regulador metabólico. Además de 

emplear las líneas mutantes kin10 y raptor1b, se empleó los fármacos AZD y 

dorsomorfina para la inhibición de las proteínas TOR y SnRK1 respectivamente. En 

la figura 11 se observa un aumento significativo en la concentración de O2
•− en la 

raíz de las plántulas de las líneas Col-0, kin10 y raprtor1b con el tratamiento con la 

piocianina en comparación con el tratamiento control. 
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Figura 11. Acumulación de O2
•− en las puntas de raíces de Col-0, kin10 y raptor1b frente a la 

exposición con PYO. A) Fotografías representativas de las plantas teñidas con NBT 1mg/ml e 

incubadas durante 2-3 horas. B) PYO incrementa la acumulación de O2
•− de manera significativa con 

respecto al control en Col-0 y las mutantes kin10 y raptor 1b. Se muestra la media ± DE (n = 3). 

ANOVA de 1 vía, prueba post-hoc tukey p<0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa 

entre los tratamientos. 

El inhibidor de la proteína TOR, AZD disminuye ligeramente la producción de O2
•− 

en la punta de la raíz en las líneas Col-0 y kin10. La aplicación de la PYO incrementa 

la concentración de O2
•− en las tres líneas, lo cual es más evidente en la mutante 

raptor1b, donde se observa un incremento de un 80% con respecto control.  Por 

otro lado, observamos que con el tratamiento con dorsomorfina se mantienen muy 

similares los niveles de superóxido con los de los controles de las tres líneas, sin 

embargo, al agregar la piocianina al medio con dorsomorfina se incrementan de 

manera estadísticamente significativa, incluso se puede observar una mayor 
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intensidad del color azul que en las puntas de las raíces en comparación con el 

tratamiento solo con la piocianina (figura 11, A). Estos resultados indican que la 

proteína SnRK1 está involucrada en la regulación del estado redox, ya que cuando 

esta es inhibida con dorsomorfina hay una acumulación excesiva de anión 

superóxido.  

La piocianina incrementa la acumulación de peroxido de hidrogeno (H2O2) en 

las puntas de las raíces de plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana   

A continuación, se evaluó la concentración de otra de las especies reactivas de 

oxígeno, el peróxido de hidrogeno. Se observó que de manera similar a la 

producción de O2
•−, hay un incremento en la producción de H2O2 en el tratamiento 

con la piocianina en las tres líneas con respecto al control. Se observó también que 

el tratamiento con AZD disminuye la producción de peróxido de hidrógeno en la 

zona de diferenciación, así como la formación de pelos radiculares, pero cuando 

agregamos la PYO, la concentración de H2O2 se incrementa, de manera similar a lo 

que ocurre con el aumento en la concentración de O2
•− ante la exposición a la 

piocianina en el tratamiento con AZD (figura 12), e incluso se puede observar 

formación de pequeños pelos radiculares. 

 

Figura 12. Acumulación de H2O2 en las puntas de raíces de Col-0, kin10 y raptor1b frente a la 
exposición con PYO. A) Fotografías representativas de las plantas fueron teñidas con DAB 1mg/ml. 
La PYO incrementa la acumulación de H2O2 y la formación de pelos radiculares en Col-0 y las 
mutantes kin10 y raptor 1b.  
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Curiosamente el tratamiento con dorsomorfina parece disminuir la formación de 

pelos radiculares, sin embargo, cuando agregamos la piocianina al medio con este 

inhibidor se induce la formación de pelos radiculares e incrementa la concentración 

de H2O2, lo cual deja claro que la piocianina incrementa los niveles de ERO, un 

posible mecanismo por el cual este modulando el crecimiento de la planta. 

7.8 La piocianina induce la activación de la autofagia en las puntas de las 

raíces de plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana   

La autofagia es un proceso catabólico altamente conservado en organismos 

eucariotas. Se activa ante distintas respuestas de estrés principalmente ante la falta 

de nutrientes. Sin embargo, recientemente se le ha vinculado con el estrés oxidante, 

en donde un exceso de especies reactivas induce la activación de la autofagia como 

un mecanismo antioxidante no canónico para eliminación de productos oxidados 

(Pérez-Pérez et al., 2012) y dado que las proteínas cinasas TOR y SnRK1 son 

importantes reguladores de este proceso catabólico, se decidió analizar la 

activación de esta vía. En la figura 13 se observa una autofagia constitutiva en las 

tres líneas lineas de plantas, sin embargo, se puede observar una señal mayor de 

color azul en la línea mutante raptor1b, que es proporcional a la cantidad de cuerpos 

autofágicos formados, una característica importante en la mutante en raptor1b 

(Salem et al., 2018). También se observó que no hay cambios en la inducción de la 

autofagia con el tratamiento de AZD, mientras que observamos una fuerte inducción 

de la autofagia con el tratamiento con la dorsomorfina en las tres lineas, lo cual ya 

había sido observado en células de mamífero (Vucicevic et al., 2011, Yang et al., 

2012) sin embargo, el mecanismo por el cual induce autofagia en mamíferos no 

parece ser el mismo en plantas, ya que en mamíferos requiere una señalización a 

la baja de la proteína TOR, algo que no vemos nosotros reflejado en los niveles de 

fosforilación de la S6K el sustrato de la proteína TOR (figura 14). 
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Figura 13. La piocianina induce la formación de cuerpos autofágicos en las lineas Col-0, kin10 
y raptor1b. Fotografías representativas de la tinción de cuerpos autofágicos. Para visualizar los 
autofagosomas en las raíces, se utilizó microscopía de fluorescencia (λex = 360/ λem = 520 nm). El 
color azul es proporcional a la cantidad de autofagosomas formados. 

Por otro lado, el tratamiento con la piocianina incrementa la formación de cuerpos 

autofágicos en comparación con el tratamiento control en las tres lineas, no 

obstante, esta es aún mayor en la mutante raptor1b, donde se puede hasta doble 

de autofagosomas formados, lo mismo sucede en los tratamientos con la 

combinación de AZD y la piocianina, donde la inducción de la autofagia es mayor 

en esta mutante. Interesantemente el tratamiento con la combinación del inhibidor 

de la proteína SnRK1 y la piocianina se observó una inducción de la autofagia 

mucho mayor que en el tratamiento solo con dorsomorfina en las tres lineas, 

aproximadamente del doble de autofagosomas formados, sin embargo, sigue 

siendo mucho mayor en la mutante raptor1b incluso hasta de tres veces más. La 

piocianina induce autofagia, no obstante, la inhibición o la regulación a la baja de la 

proteína SnRK1 no induce la activación de este proceso catabólico, lo que apunta 

a otro mecanismo por el cual dorsomorfina está induciendo la autofagia (Soto-

Burgos y Bassham, 2017), sin embargo, es aún desconocido. Hasta el momento 

estos resultados nos permiten señalar que la piocianina induce la formación de 

ERO, las cuales inducen estrés oxidativo el cual está induciendo la activación de la 
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autofagia como un mecanismo de eliminación de productos dañados por un exceso 

de ERO. 

7.9 Efecto de la inhibición de la proteína SnRK1 ante la exposición a la 

piocianina sobre los niveles de fosforilación de la cinasa de la proteína 

ribosómica S6 en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana   

La proteína TOR favorece la activación de procesos anabólicos bajo condiciones 

favorables, mientras que se encuentra reprimiendo procesos catabólicos como la 

autofagia, donde fosforila a la proteína ATG13 componente de complejo de 

iniciación de la autofagia, de esta manera la proteína TOR regula negativamente 

este proceso mientras que la proteína SnRK1 la regula de manera positiva al 

fosforilar la otra parte del complejo (ATG1) (Soto-Burgos y Bassham, 2017). Por lo 

anterior se evaluó nuevamente la actividad de la proteína TOR de manera indirecta 

a través de los niveles de fosforilación de la proteína S6K. Se observó una 

disminución de la fosforilación de la proteína S6K en el tratamiento con el inhibidor 

AZD, así como con el de la piocianina de una manera muy similar 

(aproximadamente de un 20%), y el tratamiento con la combinación de estos fue 

muy parecida al de los tratamientos individuales (figura 14). Por otro lado, el 

tratamiento con el inhibidor de la proteína SnRK1, dorsomorfina, no afecto los 

niveles de fosforilación de la proteína S6K, sin embargo, al combinar el inhibidor con 

el tratamiento con la piocianina se observó que los niveles de fosforilación 

disminuyen de manera significativa, esta regulación a la baja en la actividad de la 

proteína TOR se debe al efecto que tiene la piocianina, sin embargo al prescindir de 

la actividad de la proteína SnRK1, posiblemente el incrementando en la inducción 

de la autofagia se deba a un incremento en el estrés oxidativo que no puede ser 

mediado por la inhibición de la proteína SnRK1 y no precisamente a la inhibición 

completa de la proteína TOR (Figura 10). 
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Figura 14. Efecto de la inhibición de la proteína SnRK1 ante la exposición a la piocianina sobre 
los niveles de fosforilación de la cinasa de la proteína ribosómica S6 en plántulas Col-0, kin10 
y raptor1b en A. thaliana. A) Análisis representativo de Inmunodetección de la proteína S6K B) 
análisis estadístico de la relación p-S6K/S6K. Se muestra la media ± DE (n = 3). ANOVA de 1 vía, 
prueba post-hoc tukey p<0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos.  

7.10 La activación de la proteína SnRK1 juega un papel importante durante 

la tolerancia al estrés por ERO ante la exposición a la piocianina en 

plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana   

Finalmente se evaluó el fenotipo de las plántulas de las tres líneas Col-0, kin10 y 

raptor 1b y utilizamos los inhibidores de las proteínas TOR y SnRK1 para tener un 

mejor panorama del papel que juegan están proteínas durante la exposición a 

factores de virulencia como la piocianina. En la figura 15 se muestran las plántulas 

transcurridos 7 días post-tramiento. Se observa una inhibición del crecimiento de la 

raíz principal en las plántulas tratadas con AZD, así como una disminución en el 

peso fresco, un efecto característico de los inhibidores de la proteína TOR. Mientras 

que, la dorsomorfina no muestra un efecto sobre el crecimiento de las plántulas el 

ecotipo Col-0, pero si una ligera disminución el crecimiento de la raíz principal y el 

peso fresco en las líneas mutantes kin10 y raptor1b. Interesantemente observamos 

que en la combinación de los tratamientos AZD más piocianina las plántulas de las 

tres líneas el follaje se ve más verde y el peso fresco aumenta significativamente 

con respecto al tratamiento con AZD, lo cual posiblemente esté relacionado con la 

modulación del estado redox que produce la piocianina en la punta de  la raíz. 
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Figura 15. Evaluación del crecimiento y desarrollo ante la inhibición de la proteína SnRK1 
durante la tolerancia al estrés por ERO en plántulas Col-0, kin10 y raptor1b en A. thaliana. A) 
Fotografías representativas de los tratamientos con piocianina y los inhibidores de las proteínas 
cinasas TOR y SnRK1 a los 7 días de tratamiento. B, C) Análisis estadístico de la longitud de la raíz 
y el peso fresco. Se muestra la media ± DE (n = 10) de al menos 3 réplicas. ANOVA de 1 vía, prueba 
post-hoc Tukey, p<0.05. Letras diferentes indican diferencia significativa entre los tratamientos. 

Por último, observamos que la combinación de los tratamientos dorsomorfina más 

piocianina inhibe completamente el crecimiento de la raíz principal y disminuye el 
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peso fresco en comparación con el control, incluso es ligeramente más bajo que el 

tratamiento con AZD. Estos resultados dejan un poco más claro el papel de la 

proteína SnRK1, ya que al inhibirla y agregar la piocianina al medio, la planta deja 

de crecer, no es capaz de tolerar el estrés oxidativo que ocasiona esta última, vemos 

una fuerte inducción de la autofagia en la combinación de estos tratamientos, como 

una posible respuesta para sobrellevar el estrés, sin embargo, la proteína SnRK1 

regula la expresión de un gran número de genes de tolerancia al estrés, por lo que 

es indispensable que responda de manera adecuada para mediar el ajuste el 

crecimiento y desarrollo. 

8. Discusión y conclusiones  

La piocianina es un importante factor de virulencia secretado por Pseudomonas 

aeruginosa, que puede atravesar fácilmente las membranas biológicas (Rashid et 

al., 2020) y al igual que los ramnolípidos, están involucrados en el desarrollo normal 

de biopelículas por lo que juegan un papel muy importante en la persistencia de las 

infecciones (Davey et al., 2003; Zeng et al., 2020). En este estudio se evaluó el 

efecto que tienen estas moléculas sobre la actividad de los reguladores metabólicos 

TOR y SnRK1 en plantas, para lo cual se monitoreo la actividad de TOR a través de 

uno de sus sustratos, la cinasa de la proteína ribosómica S6 (S6K). El tratamiento 

con los RL (40µg/ml), no mostro un efecto en los niveles de fosforilación de S6K 

entre las 6-12 horas de tratamiento, sin embargo, no descartamos que en algún 

punto durante los primero minutos u horas haya alguna interacción con estas vías 

de señalización, ya que los RL indujeron la formación de raíces adventicias en las 

lineas Col-0 y kin10, pero no en raptor1b, lo que parece indicar que la actividad de 

la proteína TOR es necesario para la señalización desencadenada por RL, donde 

hay inhibición de la raíz principal y surgimiento de raíces adventicias, ya que se ha 

reportado que la inhibición de la proteína TOR en la raíz primaria origina raíces 

adventicias (Deng et al., 2017). 

Por otro lado, el tratamiento con la PYO (4µg/ml) si disminuyo los niveles de 

fosforilación en S6K a las 8 horas de tratamiento, lo cual indica que la PYO está 

influyendo en la regulación del crecimiento a través de la regulación negativa de la 
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vía de señalización de la proteína TOR. La cinasa SnRK1 actúa como un sensor de 

energía y se activa en condiciones de baja energía o estrés metabólico para inhibir 

el crecimiento y conservar la energía, de tal forma que, actúa de manera antagónica 

al complejo TOR (figura 16, A) (Rodríguez et al., 2019). Durante este estudio, se 

observó que el tratamiento con la PYO incremento los niveles intracelulares de 

ERO, particularmente anión superóxido (O2
•−) y peróxido de hidrógeno (H2O2) en las 

puntas de las raíces, provocando un desbalance redox (Hall et al., 2016). Para 

controlar los niveles de ERO, las plantas dependen de sistemas antioxidantes 

específicos enzimático y no enzimáticos (Hasanuzzaman et al., 2020). Sin embargo, 

cuando hay organelos dañados por el exceso de ERO, la autofagia puede promover 

la degradación de estos. Por lo tanto, la autofagia puede considerarse como un 

sistema antioxidante no canónico que actúa sobre biomoléculas u orgánulos en 

lugar de moléculas de bajo peso molecular (Signorelli et al., 2019). La PYO induce 

la activación de la autofagia en algunas células de mamíferos de manera 

dependiente de la dosis y el tiempo (Du et al., 2021). Aquí se observó que la PYO 

también es capaz de inducir la activación de la autofagia en plantas para mantener 

la homeostasis celular. Este proceso se encuentra fuertemente regulado por las 

proteínas cinasas TOR y SnRK1. En este estudio se utilizó la línea mutante kin10, 

para evaluar el papel de la proteína SnRK1. No obstante, a lo largo del estudio no 

se observaron diferencias fenotípicas o fisiológicas evidentes, más bien la mutante 

kin10 parecía responder muy similar al ecotipo Col-0. Se ha informado que la 

actividad de KIN10 tiene el potencial de ser modulada por redox in vivo (Wurzinger 

et al., 2017) no obstante, no se observó mayor susceptibilidad en la mutante kin10 

durante la exposición a la PYO, una posibilidad que se considera es que la segunda 

isoforma de la subunidad catalítica de SnRK1, KIN11, podría estar sustituyendo a 

KIN10, ya que se ha reportado que, aunque cada proteína tiene funciones 

específicas un doble mutante (kin10/kin11) es letal, lo que sugiere cierto grado de 

redundancia funcional. (Soto-Burgos y Bassham, 2017). 

Establecimos también un tratamiento con dorsomorfina, un inhibidor farmacológico 

de AMPK (SnRK1). Este compuesto, induce autofagia en células de mamíferos. 

Observamos que en plantas también es capaz de inducir autofagia, probablemente 
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por un mecanismo distinto al que lo hace en células de mamífero. Cuando 

combinamos este inhibidor con la piocianina se indujo un incremento superior en la 

formación de autofagosomas, sin embargo, no se sabe con exactitud cuál es el 

mecanismo. La piocianina origina una sobre producción de ERO que necesita ser 

eliminada, sin embargo, al estar bloqueada la actividad de SnRK1 no hay una 

regulación en la modulación de estas, por lo que se acumulan (figura 16, B). Una 

alternativa para explicar el incremento en el número de fagosomas es que el exceso 

de ERO está estimulando directamente la expresión de los genes atg y la formación 

de autofagosomas como sucede en otros tipos de estrés (Zhang et al., 2021). 

La punta de las raíces es una zona de producción activa de ERO. El O2
•− y el H2 O2 

tienen zonas de acumulación y funciones distintas. El peróxido de hidrógeno se 

ubica en la zona de diferenciación y está involucrado en la restricción del 

crecimiento y la formación de pelo radicular, mientras que el O2
•− parece ser 

necesario para la elongación de la raíz (Dunand et al., 2017). Por lo tanto, es 

indispensable que se mantenga el equilibrio para el correcto el crecimiento y 

desarrollo de la raíz. El AZD es un inhibidor ATP-competitivo, que inhibe a la 

proteína TOR, y con ello el crecimiento de la planta. En este estudio se observó, 

particularmente, que el tratamiento con AZD disminuye los niveles de O2
•− y H2O2 

en la punta de la raíz. Curiosamente, al combinar este inhibidor con el tratamiento 

con la piocianina la señalización de ERO incrementaba a un nivel muy similar al del 

control y 7 días después del tratamiento se observó, un incremento en el peso fresco 

de las plantas en comparación con el tratamiento solo con AZD.  Resultados 

similares informaron Torres-Olmos et al. (2022) quienes observaron que al inhibir la 

actividad TOR por AZD-8055, la expresión de ciclina y expansina, un marcador de 

diferenciación celular aumentó fuertemente a una concentración de H2O2 de 0.5 mM. 
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Figura 16. Modelo propuesto de la participación de la proteína SnRK1 durante la tolerancia al 

estrés por ERO ante la exposición a la piocianina en A. thaliana. A) En respuesta a la 

generación de especies reactivas que induce la piocianina en la planta, la proteína 
SnRK1 regula a la baja la actividad de TOR, y a su vez SnRK1 induce la activación 
de procesos catabólicos como la autofagia para mantener la homeostasis celular y 
la tolerancia al estrés el estrés. B) Las especies reactivas de oxígeno, se acumulan 

tras inhibición de la proteína SnRK1, quien regula la tolerancia estrés.  Hay una 
inducción fuerte en la activación de la autofagia, probablemente a través de la 
inhibición de TOR o sobre la activación directa por ERO, sobre la autofagia, la cual 
como se induce como un mecanismo para la eliminación de ERO que más tarde se 
vuelve contraproducente y repercute en el crecimiento de la planta.   

En este estudio también se usó la mutante en rapto1b, esta mutación causa un 

retraso evidente del crecimiento de la planta, disminución en la actividad de la 

cinasa de la proteína ribosómica S6 y en la producción de especies reactivas de 

oxígeno alta que puede estar ligada a la inducción de la autofagia (Salem et al., 

2018). Durante los tratamientos con la PYO y los inhibidores de las proteínas TOR 

y SnRK1 se observó un incremento en los niveles de O2
•−. Un incremento en la 

producción de ERO tiene correlación directamente con un aumento significativo en 

la inducción de la autofagia. Se sugiere que este mecanismo puede dar como 

resultado un aumento de los recursos y un aumento en la capacidad para tolerar el 

estrés (Marash et al., 2022), sin embargo, a periodos de tiempo tan cortos, parece 

no ser evidente, se necesita de un tiempo de tratamiento mayor para evaluar lo 
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antes mencionado. Con todo lo anterior se concluye que la piocianina producida por 

P. aeruginosa regula el crecimiento y el desarrollo en Arabidopsis thaliana a través 

de la activación a la proteína SnRK1 y la regulación negativa en la actividad de la 

proteína TOR. 
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