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1. RESUMEN
Los lipopolisacaridos (LPS) son moléculas que forman parte de la estructura de la

membrana externa de las bacterias Gram negativas. Su ubicacién es clave en la
interaccion de las bacterias con otros organismos, actuando como moléculas de
sefalizacion. La percepcion de los LPS desencadena respuestas de defensa tanto en
animales como en plantas. No obstante, se ha observado que los LPS provenientes de
bacterias benéficas participan en la estimulacion del crecimiento vegetal.
Recientemente, en Arabidopsis thaliana, se reporté que los LPS de la rizobacteria
Azospirillum baldaniorum Sp245 estimulan el crecimiento de las plantas y activan a la
proteina cinasa TOR (Target Of Rapamycin), la cual regula el crecimiento y el desarrollo
celular. Sin embargo, se desconocen los elementos moleculares rio arriba que

participan en la activacion de TOR por los LPS.

En esta investigacion se propuso a la fosfolipasa D (PLD), una enzima encargada de
hidrolizar fosfolipidos estructurales de la membrana plasmatica, como un posible
mediador de la activacién de TOR por los LPS, a través de la producciéon de acido
fosfatidico (AF), un segundo mensajero que participa en vias de sefalizacion del
desarrollo, por lo que el objetivo de este estudio fue investigar el efecto de los
lipopolisacéaridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 en la actividad de la PLD y su
conexion con la via de sefalizacién de TOR en el crecimiento en Arabidopsis thaliana.

Un analisis espectrofotométrico revelé que el tratamiento con LPS (100 pg/mL)
incrementd la actividad de la PLD en Arabidopsis thaliana a partir de los 5 minutos,
siendo mas pronunciada a los 30 minutos. La evaluacion del contenido de AF mediante
cromatografia de capa fina mostré6 un incremento en su produccién en plantulas
tratadas con LPS, en concordancia con la actividad de la PLD. La acumulacién de AF
inducida por LPS fue inhibida por 1-butanol, un inhibidor conocido de la PLD.
Notablemente, los LPS no estimularon el crecimiento de la linea mutante xipotl1,
deficiente en la biosintesis de fosfocolina, un precursor esencial para la produccion de
AF. La expresion del reportero de TOR en los meristemos, visualizada en plantas
transgénicas TOR::GUS, también se incremento con el tratamiento de LPS, efecto que

fue atenuado por 1-butanol.




Por otra parte, la aplicacion exdgena de diversas especies de AF (di16:0-AF, dil8:0-AF
y di1l8:1-AF) elevo la expresion de TOR en los meristemos, destacando el AF insaturado
(dil8:1-AF) por su mayor efecto. Mediante RT-qPCR, se determindé que los LPS
aumentan la expresion de los genes ribosomales RPS27B (Proteina de la subunidad
ribosdmica pequefia 27B) y RPL7B (Proteina de la subunidad ribosémica grande L7B),
pero no de RPS6B (Proteina ribosémica 6S). El andlisis del reportero de la division
celular CYCB1;1::GUS en el meristemo de la raiz, demostro que las diferentes especies
de AF estimulan su expresion, siendo el AF dil8:1-AF el méas efectivo. En conjunto,
estos resultados resaltan el papel de la actividad de PLD como modulador de la
sefalizacion de TOR en Arabidopsis thaliana en respuesta a los LPS de Azospirillum

baldaniorum Sp245.

Palabras clave: Rizobacteria, lipopolisacaridos, Target of Rapamycin, acido
fosfatidico, 1- butanol, divisién celular, proteinas ribosomales, meristemos.




ABSTRACT

Lipopolysaccharides (LPS) are molecules that form part of the outer membrane of
Gram-negative bacteria. Their strategic location plays a crucial role in bacterial
interactions with other organisms, acting as signaling molecules. The recognition of LPS
triggers defense responses in both animals and plants. However, LPS derived from

beneficial bacteria have also been shown to promote plant growth.

Recently, it was reported that in Arabidopsis thaliana, LPS from the rhizobacterium
Azospirillum baldaniorum Sp245 stimulates plant growth and activates the protein
kinase TOR (Target of Rapamycin), a key regulator of cell growth and development.
Although the upstream elements involved in TOR activation by LPS remain unknown,
this study proposed phospholipase D (PLD), an enzyme responsible for hydrolyzing
structural phospholipids in the plasma membrane, as a potential mediator of TOR
activation by LPS through the production of phosphatidic acid (PA), a second

messenger involved in developmental signaling pathways.

This study aimed to investigate the effect of lipopolysaccharides from Azospirillum
baldaniorum Sp245 on PLD activity and its connection to the TOR signaling pathway
during growth promotion in Arabidopsis thaliana. Spectrophotometric analysis of PLD
activity in Arabidopsis thaliana revealed that treatment with LPS (100 ug/mL) induced a
detectable increase in activity starting at 5 minutes, with the highest levels observed at
30 minutes. Thin-layer chromatography confirmed that LPS-treated seedlings exhibited
elevated phosphatidic acid (PA) levels, consistent with increased PLD activity. This LPS-
induced PA accumulation was suppressed by 1-butanol, a known PLD inhibitor. Notably,
LPS treatment did not promote growth in the xipotll mutant line, which is deficient in
phosphocholine biosynthesis, an essential precursor for PA production. In TOR::GUS
transgenic plants, TOR expression in meristems was enhanced by LPS treatment, an
effect that was attenuated in the presence of 1-butanol. Furthermore, exogenous
application of different PA species (dil6:0-PA, dil8:0-PA, and dil8:1-PA) increased
TOR expression, with unsaturated PA (dil8:1-PA) being the most effective. RT-gPCR

analysis showed that LPS treatment upregulated the expression of ribosomal genes




RPS27B (small ribosomal subunit protein 27B) and RPL7B (large ribosomal subunit
protein L7B), but not RPS6B (6S ribosomal protein). Finally, analysis of cell division in
the root meristem using the CYCBL1,;1::GUS reporter line demonstrated that various PA
species stimulated TOR-dependent cell division, with di18:1-PA showing the strongest
effect. Collectively, these results underscore the role of PLD activity as a modulator of
TOR signaling in Arabidopsis thaliana in response to LPS from Azospirillum baldaniorum
Sp245.

Keywords: Rhizobacteria, lipopolysaccharides, Target of Rapamycin, phosphatidic

acid, 1-butanol, cell division, ribosomal proteins, meristems.




2. INTRODUCCION
Las plantas coexisten con una gran variedad de bacterias, hongos y otros

microorganismos que constituyen su microbiota. Estas comunidades microbianas
son particularmente importantes para la salud de la planta ya que influyen en su
desarrollo y su productividad (Floc’h et al., 2020). Las interacciones planta-
microorganismo ocurren primordialmente en la rizosfera, definida como la porcién
del suelo influenciado por las raices de las plantas o en asociacion con las raices
(Bhattacharyya y Jha, 2012).

Las plantas modulan la composicion de su microbiota, liberando compuestos de
sefalizacion que atraen especies especificas mediante quimiotaxis (Backer et al.,
2018). Entre estas especies destacan las Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (PGPR; Plant Growth Promoting Rhizobacteria), que impactan
positivamente en el crecimiento de las plantas de forma directa, mediante la
produccion de fitohormonas o la facilitacion de la absorcidén de nutrientes, o de forma
indirecta, al mitigar o prevenir los efectos perjudiciales de fitopatégenos (Beneduzi
et al., 2012).

Azospirillum baldaniorum Sp245 (anteriormente clasificada como Azospirillum
brasilense Sp245) es una rizobacteria ampliamente utilizada en el estudio de la
promocién del crecimiento vegetal (Cassan y Diaz-Zorita, 2016; Dos Santos Ferreira
et al., 2020). Entre sus caracteristicas se encuentran su capacidad para la fijacion
de nitrégeno atmosférico y la produccion de compuestos benéficos para las plantas,
principalmente fitohormonas como las auxinas. A nivel estructural, se clasifica como
una bacteria Gram-negativa, un grupo caracterizado por la presencia de una doble

membrana en su envoltura celular (membrana interna y membrana externa).

La membrana externa, ademas, contiene lipopolisacéaridos (LPS) anclados en su
superficie. Estas moléculas comparten una estructura comun con tres regiones: el
lipido A, formado por D-glucosamina fosforilada unida por enlaces B (1—6) y
esterificada con acidos grasos (Molinaro et al., 2009; Silipo y Molinaro, 2011), el
oligosacarido central o core, es una cadena corta de hexosas y heptosas, que
ademas incluye a el acido 2-ceto-3-deoxioctulosénico (KDO), y el antigeno O que




se encuentra compuesto por repeticiones de oligosacaridos de hasta cinco
monosacaridos. Cada region que constituye al LPS suele presentar variaciones en
su composicion entre las distintas especies bacterianas. Dada su posicion
superficial, el LPS puede interactuar con diversos organismos, lo que le permite
participar en la interaccion planta-bacteria (Silipo y Molinaro, 2011).

Los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 ejercen efectos positivos en el
desarrollo del trigo (Triticum aestivum). Evseeva et al. (2011) reportaron que el
tratamiento con LPS (10 pg/mL) increment6 el indice mitotico de células en el
meristemo radicular, con aumentos comparables a los observados tras la
inoculacioén con la bacteria completa. También se demostré la capacidad de estas
moléculas para mejorar la actividad morfogenética de los tejidos soméaticos
(Evseeva et al., 2018). En estudios previos por nuestro grupo de trabajo, se observo
gue tanto en invernadero como in vitro, el tratamiento con LPS a plantas de trigo
promovié un aumento en la longitud de la lamina foliar y de la raiz, incremento el
peso fresco y la formacion temprana de espigas (Chavéz-Herrera et al., 2018;
Hernandez-Esquivel et al., 2020). A nivel bioquimico, se observé un incremento
dosis-dependiente en la actividad de la enzima peroxidasa (POX), la produccion de
especies reactivas de oxigeno y la disponibilidad de Ca?* (Hernandez-Esquivel et
al., 2020), lo que sugiere que las plantas pueden reconocer a los LPS de bacterias
benéficas. Recientemente se reportd que los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp24
activan la via de sefalizacibn TOR (Target Of Rapamycin) en Arabidopsis,
aumentando la expresion de esta proteina en el meristemo radicular, asi como la
fosforilacion de la cinasa ribosomal S6K, un blanco regulado por TOR. Estos efectos
fueron bloqueados por el inhibidor de TOR, AZD-8055 (Méndez-Gomez et al., 2020).
TOR es una proteina cinasa conservada que regula procesos celulares
fundamentales en respuesta a sefiales ambientales. Si bien se ha demostrado una
conexion entre los LPS y TOR, el mecanismo especifico por el cual los LPS activan

esta via se senalizacion aln no se conoce.

En las interacciones entre la planta con sus microorganismos benéficos, la

membrana celular de las células vegetales es el primer punto de percepcién e inicio




de la estimulacion metabolica para el crecimiento inducido por rizobacterias. Los
fosfolipidos, componentes estructurales principales de la membrana, se hidrolizan
por fosfolipasas, enzimas esenciales para el crecimiento y desarrollo vegetal (Frank
et al., 2000; Zien et al., 2001). En plantas, las fosfolipasas se agrupan en tres
grupos: la fosfolipasa A (PLA), la fosfolipasa C (PLC) y la fosfolipasa D (PLD), con

base en la actividad catalitica que realizan (Zien et al., 2001).

La PLD cataliza la hidrélisis de fosfolipidos para producir acido fosfatidico (AF), un
lipido mensajero implicado en el crecimiento y la proliferacion celular (Hong et al.,
2008). En Arabidopsis thaliana, la familia de las PLD comprende 12 isoformas
caracterizadas: PLDa (1, 2y 3),B (1y 2),y (1, 2y 3), € y (. Estas isoformas se
clasifican con base en su secuencia, su estructura proteica, sus propiedades
notables en la regulacion de la actividad y su preferencia por fosfolipidos (Ali et al.,
2022). La produccion de AF por la PLD, desempefia una funcion importante en el
crecimiento, desarrollo y respuestas de las plantas a diversos tipos de estrés, como
sequia, salinidad, heladas y deficiencia de nutrientes. Este lipido mensajero influye
en procesos celulares a través de diferentes mecanismos, incluyendo la unién
directa a proteinas diana y la modulacion de las propiedades biofisicas de las
membranas celulares (Li et al., 2009). En mamiferos, el AF producido por la PLD
activa la via de sefalizacion de TOR (Fang et al., 2001). Mientras que en plantas la
isoforma PLDa3, en condiciones de estrés hiperosmético y salino, incremento los
niveles de transcrito de TOR y estimulé la fosforilacion de su blanco S6K,

posiblemente por mediacion de la produccion de AF (Hong et al., 2008).

En esta investigacion se analizo el efecto de los LPS de Azospirillum baldaniorum
Sp245 sobre la actividad de la PLD y su relacion con la proteina TOR en la
promocién del crecimiento de Arabidopsis thaliana, con la finalidad de profundizar
en el conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en los efectos
benéficos de esta rizobacteria. Los resultados obtenidos indican que la actividad de
la enzima PLD es necesaria para la modulacion de la via de sefalizacion de TOR

en Arabidopsis thaliana en respuesta a los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245.




3. ANTECEDENTES

3. 1. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

El uso de bacterias para promover el crecimiento vegetal se remonta a la
antigiedad, mucho antes de su descubrimiento por Anton van Leeuwenhoek en
1683. Teofrasto (372-287 a. C.), considerado por Carlos Linneo como el “padre de
la botanica”, recomendaba la mezcla de suelos para mejorar su calidad, lo que
sugiere un aprovechamiento intuitivo de los microorganismos. Mas tarde, en 1888,
Hellriegel y Wilfarth demostraron que las bacterias de la rizosfera de gramineas y
leguminosas pueden convertir el nitrdgeno atmosférico en formas disponibles para
las plantas (Bhattacharyya y Jha, 2012). En 1978 Kloepper y Schroth acufiaron el
término PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) para designar al grupo de
bacterias presentes en la rizosfera que tienen la capacidad de mejorar la salud y el

crecimiento de las plantas (Kloepper y Schroth, 1978; Montafio et al., 2014).

Segun su ubicacién, las PGPR se dividen en iPGPR (intracelulares) o enddfitas y
ePGPR (extracelulares) o de vida libre. Las iPGPR, colonizan los tejidos internos de
las plantas sin causar dafio, algunas pueden formar ndédulos o estructuras
especializadas. Las ePGPR, en cambio, viven fuera de las células vegetales, no
forman nédulos, pero promueven el crecimiento de las plantas (Cheng et al., 2010;
Ghosh et al., 2024). Ademas, por sus funciones, las PGPR se clasifican en cuatro
tipos: biofertilizantes (mejoran los nutrientes), fitoestimulantes (ayudan al
crecimiento con hormonas), rizorremediadores (limpian contaminantes organicos) y
biopesticidas (controlan enfermedades con antibioticos y antifingicos) (Ghosh et al.,
2024).

3.1.1. Mecanismos de estimulacion del crecimiento vegetal de las PGPR
Las PGPR influyen en el crecimiento de las plantas a través de mecanismos directos

bien documentados, como la fijacion del nitrdgeno atmosférico, la solubilizacion del
fosfato, la produccibn de hormonas de crecimiento (auxinas, citocininas y
giberelinas), la produccioén de la enzima ACC desaminasa (que reduce el estrés en
las plantas) y la sintesis de sideréforos (moléculas que ayudan a la planta a obtener
hierro y dificultan el crecimiento de patdgenos). Ademas, tienen mecanismos

indirectos que se definen como las actividades inhibitorias que las bacterias




promotoras del crecimiento ejercen cuando impiden el efecto negativo de los
organismos patdégenos (estrés bibtico). Algunos de los mecanismos indirectos mas
comunes son la produccion de cianuro de hidrégeno, antibidticos y enzimas

degradativas que dafian la pared celular de los patégenos (Vocciante et al., 2022).

3.1.2. Las PGPR como bioinoculantes
Las PGPR representan una herramienta prometedora para la agricultura sostenible

y la salud de los ecosistemas, ofreciendo beneficios para mejorar el crecimiento de
las plantas, la absorcion de nutrientes y la resistencia a enfermedades. Su uso
ayuda a disminuir la necesidad de fertilizantes y pesticidas quimicos, promoviendo
practicas agricolas ecoldgicas. Sin embargo, su aplicacion exitosa se enfrenta a
desafios como la variabilidad de su efectividad segun la planta y el entorno, asi
como la competencia con los microorganismos nativos del suelo, lo que exige una
comprension profunda de sus interacciones complejas para asegurar resultados

consistentes y fiables (Ghosh et al., 2024).

Entre las PGPR, el género Azospirillum destaca como el mas estudiado. Su
relevancia mundial se consolid6 en la década de 1970, convirtiéndose en el principal
inoculante comercial para varios cereales (Fernandes et al., 2020; Pedraza et al.,
2020). La inoculacién con Azospirillum puede disminuir el uso de fertilizantes
nitrogenados, generando un ahorro estimado de 30 a 50 kg/ha de nitrégeno (N) en
el cultivo de maiz (Fernandes et al., 2020). Diversas investigaciones respaldan el
éxito de Azospirillum como inoculante, con ganancias de productividad que oscilan
entre el 5% y el 36% (Garcia-Olivares et al., 2007; Askary et al., 2009; Islam et al.,

2012). A continuacion, se describiran algunos aspectos relevantes de este género.

3.2. Caracteristicas del género Azospirillum
El género Azospirillum se clasifica dentro de la subclase a-proteobacterias que

pertenecen a la familia Rhodospirillaceae (Baldani y Baldani, 2005). En 1925
Beijerinck observo por primera vez a una bacteria similar a un espirilo capaz de
aumentar el contenido de nitrégeno en medios deficientes de nitrégeno a base de
malato que nombré Azotobacter largimobile, posteriormente esta bacteria fue

renombrada como Spirillum lipoferum (Cassan et al., 2020). Tras un largo periodo




de escasa atencion, en 1974, Johana Ddbereiner y colaboradores lograron aislar a
esta bacteria de diversas gramineas y muestras de suelos. Un estudio taxonémico
detallado de 61 aislados llevé a la descripcion del género Azospirillum con dos
especies principales: A. lipoferum y A. brasilense. El aislamiento de estas bacterias
se realizé utilizando un medio semisolido libre de nitrégeno con una pequefia
cantidad de extracto de levadura, llamado medio NFb (Nitrogen Free broth) (Baldani
y Baldani, 2005; Reis et al., 2015).

La descripcion de nuevas especies de Azospirillum experimentd un incremento
exponencial con el tiempo. La adopcion de la formulacién del medio NFb por otros
grupos de investigacion facilitd el descubrimiento de especies y géneros
adicionales, revelando asi nuevas interacciones de estas bacterias con diversas
plantas (Reis et al., 2015). En 2014, una reclasificacion del género Azospirillum
condujo a la creacién de dos nuevos géneros: Niveispirillum y Nitrospirillum. Como
resultado, A. irakense fue transferida al género Niveispirillum (denominandose
Niveispirillum irakense) y A. amazonense al género Nitrospirillum (Nitrospirillum
amazonense) (Lin et al., 2014). Actualmente, se conocen un total de 22 especies

pertenecientes a Azospirillum (Casséan et al., 2020).

Las bacterias de este género se caracterizan por su morfologia espiral o ligeramente
curvada, con forma de bastén. Son Gram-negativas, no forman esporas y presentan
una notable movilidad gracias a un unico flagelo polar y multiples flagelos laterales
de menor longitud (Pedraza et al., 2020). Su temperatura de crecimiento varia entre
20 y 38 °C (Dos Santos Ferreira et al., 2020). Su composicion lipidica revela una
abundancia significativa del acido graso C18:1 (55.3%), siendo también relevantes
16:1 y 16:0, asi como los acidos grasos hidroxilados 3-OH C14:0 y 3-OH C16:0
(Pedraza et al., 2020).

Azospirillum manifiesta un metabolismo de carbono y nitrégeno flexible que le
confiere una ventaja competitiva en la colonizacién de la rizosfera. Su capacidad
para habitar tanto la superficie como el interior de las raices, especialmente en la
zona de elongacion y la zona de formacion de los pelos radicales, justifica su

denominacién como diazotrofos endoéfitos facultativos. En el entorno de la rizésfera,
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establecen colonias tanto en la capa de mucigel que rodea las raices (colonizaciéon
externa) como en los espacios intercelulares del tejido radicular (colonizacion
interna) (Fernandes et al., 2020). La asociacion de Azospirillum confiere beneficios
directos en las plantas como la fijacion de nitrégeno (entre 20 y 40 kg N/ha en la
rizosfera), la sintesis de hormonas, como los indoles, principalmente el acido indol-
3-acético (AlA; Spaepen et al., 2008), y diversos tipos de giberelinas (GA) (Bottini
et al., 2004) podrian desempefiar un papel importante. Estas fitohormonas alteran
el metabolismo y la morfologia de las plantas, lo que conduce a una mejor absorcién
de nutrientes minerales y agua, y, en consecuencia, promueven el crecimiento y la
salud vegetal (Diaz y Ortegén, 2006; Bashan y de Bashan et al., 2010; Villa-Castro
et al., 2014). Mediante una combinacion de mecanismos no relacionados que
operan bajo las condiciones ambientales o agricolas que requiere el cultivo en
ubicaciones especificas, la bacteria contribuye en la mitigacion del estrés (sal,
sequia, compuestos toxicos, ambiente adverso) asi como en el control bioldgico o

reduccion de la microflora patdogena (Bashan y de Bashan et al., 2010).

3.2.1. Azospirillum baldaniorum Sp245
Azospirillum brasilense no solo fue una de las primeras especies en ser descritas

dentro del género Azospirillum, sino que también se ha consolidado como la mas
estudiada. La cepa Sp245 se aisl6 de raices de trigo (Triticum aestivum L.) y se le
considera un modelo debido al conocimiento acumulado durante mas de tres
décadas (Reis et al., 2015; Cassan et al., 2020).

Dos Santos Ferreira et al. (2020) reclasificaron la cepa Sp245 de Azospirillum
brasilense. Mediante andlisis filogenéticos, gendmicos, fenotipicos y fisiolégicos de
diversas cepas de Azospirillum, los autores propusieron que Sp245, junto con las
cepas Vi22 y BR12001, constituyen una nueva especie, denominada Azospirillum
baldaniorum en honor a los microbiélogos brasilefios Dr. José Ivo Baldani y Dra.
Vera Divan Baldani por sus contribuciones pioneras al conocimiento del género

Azospirillum.
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3.3. Lipopolisacéridos

Los lipopolisacaridos (LPS) son moléculas caracteristicas de la superficie celular de
las bacterias Gram negativas, incluyendo el género Azospirillum. Constituyen el
componente mayoritario de dicha superficie, ocupando un poco mas del 70% (Silipo
et al., 2010), proporcionan estabilidad a la célula bacteriana y forman una cubierta
que la protege de entornos hostiles. No solo es fundamental para la viabilidad
bacteriana, sino que también contribuyen sustancialmente, tanto directa como
indirectamente, a mdultiples aspectos de las interacciones entre organismos
(Kutchera y Ranf, 2018).

Estas moléculas se consideran componentes bioactivos asociados a patdégenos o
microbios (PAMP/MAMP) y son reconocido por los sistemas inmunes de
organismos de diferentes reinos (Ranf 2016). Su descubrimiento ocurrié a finales
del siglo XIX'y, en sus inicios, se denominaron endotoxinas (Knirel y Valvano, 2011).
Desde entonces los LPS han sido ampliamente estudiados, especialmente en
bacterias de relevancia médica. En mamiferos, se sabe que la liberacion del LPS
en el torrente sanguineo del huésped ocurre durante la reproduccién bacteriana por
fision binaria o tras la muerte de las bacterias, como sucede con el uso de
antibiéticos. La liberacion masiva de LPS puede desencadenar una respuesta
inflamatoria sistémica severa y un shock séptico, que generalmente conduce a la
falla multiorganica y la muerte. En contraste, la presencia de LPS en bajas
concentraciones estimula la inmunidad del huésped y puede fortalecer el sistema
inmunitario. Estas dos reacciones drasticamente opuestas explican el continuo
interés cientifico en estas moléculas (Caroff y Novikov, 2020). En plantas, también
han sido observadas respuestas diferenciadas a los LPS segun su origen
bacteriano, lo que sugiere la activacion de distintas vias de sefalizacion celular

(Evseeva et al., 2018; Hernandez-Esquivel et al., 2020).
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3.3.1. Estructura de los lipopolisacaridos
Los LPS son moléculas anfifilicas compuestas de tres regiones (Figura 1). La

primera, es una fraccion altamente conservada llamada lipido A, est4 formada por
dos unidades de D-glucosamina fosforiladas unidas y esterificadas con acidos
grasos. Esta region, altamente conservada, ancla el LPS en la membrana
bacteriana y es responsable de la mayoria de los efectos bioldgicos de estas
potentes moléculas como la patogénesis de infecciones por bacterias Gram
negativas. La fraccion del lipido A esta unida a un oligosacarido central, conocido
como core o nucleo a través de un azucar desoxiacido, el acido 2-ceto-3-desoxi-
octulosonico (KDO) que es exclusivo de esta molécula. La region del nicleo es
dividida en un nucleo interno (con KDO y heptosas), y un nudcleo externo (con
hexosas). La tercera fraccion de las moléculas de LPS, denominada antigeno O o
cadena O, estd compuesta por unidades repetitivas de oligosacaridos que se
extienden fuera de la bacteria. Es la region méas variable del LPS, su variabilidad
estructural define los serotipos bacterianos y es utilizada histéricamente para
identificar bacterias gramnegativas. Algunas bacterias presentan LPS sin antigeno

O, por lo que se denominan lipooligosacéridos (LOS).

Tipo liso (S)

|
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_____ Antigeno O Nucleo Nucleo Lipido A
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Figura 1. Estructura del lipopolisacérido.

GlIcN: glucosamina; P: fosfato; KDO: &cido 2-ceto-3-desoxi-octulosénico; Hep: heptosas; Hex:
hexosas; Ram: ramnosa. El azlcar constituyente del antigeno O varia entre especies
bacterianas. Para el caso de A. baldaniorum Sp245 el antigeno O esta conformado por
repeticiones de ramnosa. Modificado de www.creative-biolabs.com.
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Existen dos formas del LPS. La forma S (lisa) que incluye a las tres regiones (lipido
A, oligosacérido central y polisacarido O-especifico), mientras que la forma R
(rugosa) consiste unicamente de la region del lipido A y del oligosacérido central o
nucleo (Silipo y Molinaro, 2011; Sigida et al., 2013; Caroff y Novikov, 2020).

3.3.2. Los lipopolisacéaridos de Azospirillum baldaniorum Sp245
El primer aislamiento de LPS en el género Azospirillum se reporté por Choma et al.

(1984) quienes analizaron la estructura del LPS de Azospirillum lipoferum SpBrl7.
Sus hallazgos revelaron la produccion de LPS de tipo S (caracterizado por sus tres
regiones estructurales). Posteriormente, se detallé la region del lipido A, la cual
presenta acido D-galacturénico en la posicién C-1, residuos de 3-hidroxipalmitoil
unidos a los grupos amino del disacarido, acidos 3-hidroximiristicos esterificando
los hidroxilos en C-3 y C-3', y acidos grasos polares primarios parcialmente
sustituidos por acidos grasos no polares formando restos aciloxiacil, carece de
residuos de fosfato, lo cual es una diferencia notable con el lipido A enterobacteriano
gue contiene residuos de fosfato, una caracteristica fuertemente asociada con la
actividad endotéxica de las moléculas de LPS. Esta variacion estructural sugiere
una menor toxicidad del lipido A de Azospirillum hacia células eucariotas (Choma 'y
Komaniecka, 2008). Hasta el momento, este es el Unico reporte sobre la estructura
del lipido A en este género bacteriano. A pesar de ser la region mas conservada del
LPS, el lipido A puede exhibir diversas modificaciones entre géneros e incluso
dentro de especies del mismo género, particularmente en las sustituciones de
fosfato y en el numero, tipo y distribucion de los acidos grasos (Silipo y Molinaro,
2011). En la cepa de Azospirillum baldaniorum Sp245, unicamente se ha analizado
la estructura del antigeno O, identificandose como un homopolimero lineal de D-

ramnosa con la siguiente estructura:

B-D-Rhapl(1—3)-a-D-Rhapll-(1—3)-a-D-Rhaplll-(1—3)-a-D-RhaplV-(1—3)-a-D-
RhapV (Fedonenko et al., 2002).

3.3.3. Receptores de lipopolisacaridos en plantas
Las plantas detectan las diferentes regiones del LPS (Kutchera y Ranf, 2018). En

Arabidopsis thaliana, se identifico el primer receptor para LPS, el cual es activado
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tanto por el LPS completo como por su fraccion del lipido A. Este receptor fue
denominado LORE (LipoOligosaccharide-specific Reduced Elicitation). AtLORE se
localiza en la membrana plasmatica y pertenece a un grupo de proteinas cinasa
transmembranales con un domino S-lectina (SD1-RLK) (Ranf et al., 2015), que
consta de 32 miembros en Arabidopsis (Shiu y Bleecker, 2003). AtLORE se requiere
especificamente para la deteccion de preparaciones de LPS de Pseudomonas spp.
y Xanthomonas spp., pero no de Escherichia coli, Salmonella enterica o
Burkholderia spp (Kutchera y Ranf, 2018).

Recientemente, se demostré en células en suspension de cultivo de arroz (Oryza
sativa) que OsCERKZ1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1), desempefia un papel
fundamental en la percepcién de LPS ademéas de su papel documentado en la
percepcion de la quitina (Desaki et al., 2018). CERK1 es una proteina de membrana
plasmatica que contiene tres motivos LysM (motivos de lisina) en el dominio
extracelular y un dominio intracelular de cinasa Ser/Thr (serina/treonina). Los
motivos LysM intervienen en el reconocimiento de oligosacaridos de quitina. En

Arabidopsis, AtCERK1 es esencial para la percepcion de quitina (Miya et al., 2007).

Aunque AtLORE y OsCERKI representan los primeros componentes clave de la
deteccion inmunitaria de LPS identificados en sistemas vegetales, actualmente se
desconoce si estos receptores potenciales detectan LPS directamente y como se

logra la especificidad de deteccién a nivel molecular (Kutchera y Ranf, 2018).

3.3.4. Respuestas de las plantas a los lipopolisacéaridos
Se ha observado que en Arabidopsis thaliana, las preparaciones de LPS de

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli inducen la expresion de genes
relacionados con la patogénesis (PR), especificamente PR1 y PR5. Estos
tratamientos también desencadenaron la acumulacién de acido salicilico (SA) libre
y glucosidico tanto en hojas tratadas localmente como en hojas sistémicas. Lo que
sugiere que los LPS contribuyen a la induccion de la resistencia sistémica adquirida
(SAR), un fendmeno en el que una inoculacion localizada de un patogeno induce
resistencia a infecciones microbianas posteriores en toda la planta (Mishina y Zeier,
2007).
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Los LPS de bacterias PGPR pueden inducir la resistencia sistémica inducida (ISR),
un proceso que activa mecanismos de defensa en la planta, resultando en
proteccion sistémica. Por ejemplo, se ha observado que el LPS de Pseudomonas
fluorescens suprime la marchitez causada por Fusarium y mejora el rendimiento en
plantas de rabano (Leeman et al., 1995). De manera similar, el LPS de Rhizobium
etli G12 redujo significativamente la infeccion por el nematodo Globodera pallida,
actuando como inductor de resistencia sistémica en las raices de papa (Reitz et al.,
2000).

Los LPS desencadenan diversos efectos en la induccion de la respuesta inmunitaria
en plantas, incluyendo el estallido oxidativo, la produccion de 6xido nitrico (NO), la
afluencia de calcio, la induccion de la expresion de genes PR vy alteraciones de la
pared celular que incluyen la deposicion de callosa y compuestos fendlicos. Estas
observaciones se han realizado con preparaciones de LPS de diversas bacterias
utilizadas en cultivos de suspension celular o en hojas de diversas plantas, lo que
podria explicar algunas variaciones en los resultados (Erbs y Newman, 2012).
Desaki et al. (2016) reportaron que las respuestas de defensa inducidas por LPS en
células de arroz (una especie monocotiledénea modelo) estan asociadas con la
muerte celular programada (PCD), un hallazgo novedoso para el papel funcional de
estas moléculas en células vegetales. También se sugiere la presencia de una
maquinaria evolutivamente conservada que reconoce el LPS tanto en

monocotiledéneas como en dicotiledéneas.

Por otro lado, el antigeno O de muchas bacterias fitopatdgenas se compone de
cadenas ricas en L-ramnosa y se ha demostrado que oligo-ramnosas sintéticas que
se asemejan a estos motivos de L-ramnosa inducen la expresién de genes PR en
Arabidopsis thaliana (Bedini et al.,, 2005). Sin embargo, hasta la fecha, los
componentes de la planta que median la deteccion del antigeno O, o del nucleo del
LPS adn no han sido identificados (Kutchera y Ranf, 2018).

Ademas de su participacion en la induccion de la defensa de las plantas, los LPS
pueden participar en la estimulacion del crecimiento vegetal. En plantas de trigo

(Tritricum aestivum) el tratamiento con LPS aislados de A. brasilense Sp245 (10
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pg/mL) activé la division celular en el meristemo de raices de trigo e incremento la
longitud y el peso fresco de las plantas, teniendo un efecto similar al observado con
la inoculacion de la bacteria A. brasilense Sp245 (Evseeva et al., 2011). Una
respuesta similar fue observada en condiciones de invernadero donde la aspersion
semanal con dos concentraciones de LPS de A. brasilense Sp245 (2 y 5 pg/mL)
durante tres meses mejoré los parametros de crecimiento como la elongacién de
hojas, el peso seco y la formacién de espigas. Sin embargo, también acelera el
envejecimiento de la planta, pero no la composicion quimica ni el rendimiento del

grano (Chavez-Herrera et al., 2018).

Los LPS de A. brasilense Sp245 también estimulan el crecimiento temprano de las
plantas de trigo, asi como respuestas bioquimicas relacionadas con el crecimiento.
En condiciones in vitro, plantulas de cuatro dias después del tratamiento con
diversas concentraciones de LPS (10 a 1000 ug/mL), mejoraron su crecimiento
teniendo un aumento significativo en la longitud de las hojas y las raices, asi como
en el peso fresco. La actividad de la enzima peroxidasa (POD) aumenté
significativamente en las raices tratadas con LPS y fue dependiente de la
concentracion. Este incremento fue disminuido ante la presencia del lantano, un
inhibidor de los canales de calcio, lo que sugiri6 que los niveles de Ca?* estan
involucrados en la actividad biolégica mediada por LPS (Hernandez-Esquivel et al.,
2020).

En plantas de pepino (Cucumis sativus) cultivadas en invernadero, la aspersion
semanal de LPS de A. brasilense Sp245 (a concentraciones de 10 y 100 pg/ml)
durante dos meses, iniciada cinco dias después de la germinacion, tuvo diversos
efectos. Ambas concentraciones incrementaron la longitud total de las plantas en
comparacion con los controles no tratados, pero solo la concentracién de 10 pg/ml
aumento significativamente el peso fresco total. El contenido de fenoles totales en
las hojas se incrementd notablemente con ambas concentraciones de LPS. La
actividad in situ de la POD fue estimulada Unicamente por la concentracién de 100

png/ml. Estos resultados sugieren que los LPS pueden estimular respuestas
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asociadas tanto con el crecimiento como con la defensa en plantas de pepino

(Morales-Ascencio et al., 2019).

En Arabidopsis thaliana, el tratamiento con LPS (100 y 150 ug/mL) de A. brasilense
Sp245 incremento el peso fresco total de la planta, la longitud de la raiz y los niveles
de transcrito de TOR en el meristemo radicular. Ademas, se observo un aumento
en la fosforilacion de la proteina S6k, un blanco de TOR. El tratamiento prolongado
con LPS también aument6 el tamafio de la roseta y el nimero de tallos y silicuas
por planta, lo que sugiere que los LPS de Azospirillum brasilense Sp245 afectan el
crecimiento de Arabidopsis thaliana mediante un mecanismo que involucra a la
proteina TOR (Méndez-Gémez et al., 2020).

También ha sido evaluado el efecto de los LPS de Azospirillum brasilense Sp245
en la actividad morfogenética en tejidos somaticos de trigo, utilizando dos lineas con
diferentes capacidades embriogénicas; una de estas lineas porta el gen de
enanismo Rht-B1, mientras que la otra carece de él. Al afiadirse al medio nutritivo,
LPS de A. brasilense Sp245 se promovid la formacion de callos con centros
meristematicos y se estimulo la capacidad de regeneracion de los tejidos cultivados
en ambas lineas (Evseeva et al., 2018). EIl antigeno O del LPS de Azospirillum
parece crucial para esta actividad morfogenética. En un estudio comparativo de LPS
de tres cepas de Azospirillum en callos de trigo reveld que el LPS de A. lipoferum
SR65 promovié la morfogénesis del callo en ambas lineas de trigo. Mientras tanto,
el LPS de A. brasilense SR55 y SR75 mejoraron selectivamente el rendimiento de
callos morfogenéticos o el rendimiento de plantas regeneradas, respectivamente.
En general, los LPS de Azospirillum tuvieron mayor efecto en la linea LRht-Bla, de
baja capacidad morfogenética, que en la linea LRht-Blc, de alta capacidad

morfogenética (Tkachenko et al., 2021).

3.4. Las fosfolipasas en plantas
Las fosfolipasas (PL) representan una familia ubicua de proteinas que escinden

diversos enlaces en los fosfolipidos para mantener la homeostasis y la estabilidad
de los lipidos de la membrana. Se clasifican en cuatro tipos principales: fosfolipasa
D (PLD), fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa Al (PLA 1) y fosfolipasa A2 (PLA 2). La
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PLC y la PLD escinden el primer y el segundo enlace fosfodiéster, respectivamente,
mientras que las PLAs liberan a los acidos grasos de los fosfolipidos de la
membrana (Wang et al., 2012). Dentro de cada tipo, se distinguen diferentes familias
o subfamilias de enzimas que pueden variar en su especificidad de sustrato,
requerimiento de cofactores y/o condiciones de reaccion (Wang et al., 2012).

Estas enzimas catalizan la remodelacion lipidica, necesaria para generar
respuestas rapidas de las plantas a las sefiales ambientales. Producen segundos
mensajeros, como el acido fosfatidico (AF), y, por lo tanto, desencadenan o modulan
cascadas de sefializacion que provocan cambios en la expresion génica. También
participan en las respuestas de las plantas al estrés abiotico y en diversos procesos
de su desarrollo (Takac et al., 2019b). Asi como en la actividad de algunas
fosfolipasas participa en la biosintesis de lipidos de almacenamiento (Wang et al.,
2012). Ademas, la PLD y su producto AF median la sefializacién de varias hormonas
vegetales, entre ellas el acido abscisico, las giberelinas, el etileno, las citoquininas,
el acido jasmonico, y las auxinas (Li et al., 2007). Dada la extensa investigacién
sobre su papel en estas respuestas, se abordara Unicamente la PLD, enzima de

interés en esta investigacion.

3.4.1. Lafosfolipasa D en plantas
Las fosfolipasas D (PLD) en plantas comprenden un grupo heterogéneo de enzimas

que catalizan la hidrélisis de fosfolipidos estructurales presentes en las membranas,
tales como la fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE) y el fosfatidilglicerol
(PG), generando AF y varios grupos principales, tales como la colina y la
etanolamina (Pacheco y Quinto, 2022). Su actividad en plantas se describié por
primera vez en la década de 1940 (Hanahan y Chaikoff, 1947). Sin embargo, su
estudio cobro relevancia en la década de 1990 al descubrirse su papel en la
sefalizacion celular. La primera clonacion de una PLD se realiz6 a partir de la
semilla de ricino (Wang et al., 1994), lo que facilité la comprension de sus funciones
a nivel molecular. Actualmente, se conoce la existencia de mdltiples tipos de PLD
en plantas superiores (Wang et al., 2014), las cuales se localizan en diversos

compartimentos subcelulares, como la pared celular, la membrana plasmatica, el
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citoplasma, el cloroplasto, la vacuola y el nacleo (McGee et al., 2003; Novak et al.,
2018).

Los miembros de la familia PLD participan en una amplia gama de procesos
celulares y fisiologicos cruciales para la vida de la planta. Estos incluyen la
regulacion estomatica, la sefializacidon de respuestas a estrés abidtico (sequia,
salinidad, etc.) y biotico, la organizacion del citoesqueleto (microtibulos y actina), el
crecimiento del tubo polinico, el reciclaje de fosforo y la sefializacion de la
disponibilidad de nitrégeno, (Li y Wang, 2019; Takac et al., 2019b).

Las PLD vegetales se puede clasificar en dos grupos segun sus requerimientos de
Ca?": Las PLD dependientes de Ca?' contienen un dominio C2 de unién a
fosfolipidos dependiente de Ca?* en el extremo amino terminal y las PLD
independientes de Ca?* tienen dominios PX (homologia con phox), PH (homologia
con pleckstrina) y SP (péptido sefal). Los dominios PX y PH son dos pliegues
estructurales distintos que interactian con fosfoinositidos y dirigen la localizacién
de proteinas a la membrana en la sefializacion mediada por polifosfoinositidos (Li y
Wang, 2019). EI dominio PX se une a fosfoinositidos especificos como el
fosfatidilinositol 3-fosfato y el fosfatidilinositol (3,4)-bisfosfato (Seet y Hong, 2006),
mientras que el dominio PH reconoce varios fosfoinositidos, incluyendo el
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato y el fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (Maffucci y
Falasca, 2001). Las SP-PLD contienen un péptido sefial en su extremo amino en
lugar del dominio C2 o PX/PH; solo se ha identificado una SP-PLD vegetal, que esta
codificada en el genoma de O. sativa (Li et al., 2007; Pacheco y Quinto, 2022) y la
remodelacion de fosfolipidos de membrana en respuestas a la privacion de fosfato
y a las bajas temperaturas (Wang et al., 2012).

Las PLD de distintos grupos pueden mostrar selectividad de sustrato variable. Por
ejemplo, los miembros individuales del subgrupo C2-PLD pueden hidrolizar PC, PE
y fosfatidilglicerol (PG) con afinidades diferentes, mientras que las PX/PH-PLD
utilizan exclusivamente PC como sustrato. Esta selectividad implica que diferentes
PLD pueden generar una diversidad de AF con composiciones de acilo distintas al

hidrolizar diferentes fosfolipidos (Deepika y Singh, 2021).
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3.4.2. Lafosfolipasa D en Arabidopsis thaliana
En Arabidopsis thaliana se han encontrado un total de 12 genes que codifican para

los diferentes tipos de PLD (Qin y Wang, 2002). Estos miembros codifican seis
isoformas: a (1,2,3), B (1,2), y (1,2,3), d,  (1,2) y € basados en su secuencia y
propiedades bioquimicas. Ademas, estas isoformas se clasifican segun los
dominios de unién a fosfolipidos en sus extremos amino: C2-PLD y PX/PH-PLD
(Pacheco y Quinto, 2022). Las PLD a, B, y, 0 y € presentan un dominio C2 cerca del
extremo amino terminal mientras que las PLDC tiene dominios PHy PX (Qiny Wang,
2002). En ambas subfamilias se requieren dos motivos HKD para la catalisis, un
residuo de histidina actuando como nucledfilo y el otro como acido/base (Stuckey y
Dixon 1999; Wang et al., 2014).

Motivo de

unién a oleato Motivo DRY

(PLD3) (PLDat)
C2-PLD: ¥ v
e — a8 —-§ae—c
1 0
Motivo de unién a  Motivo de unién a
PIP, (PLDB1) actina (PLDB1)

::tgi”-l’l,l): N _“H HKD2 —C

Fiaura 2. Estructura de los dominios de las dos subfamilias de PLD en Arabidopsis.

C2, dominio de unién a fosfolipidos dependiente de Ca?*; PH, dominio de homologia de
pleckstrina; PX, dominio de homologia de phox; HKD, motivo HxKxxxxD (HKD) involucrado
en la catalisis; motivo DRY, que interactua con Ga. Modificado de Wang et al. (2014).

3.4.3. Funciones de las PLD en Arabidopsis thaliana
Los patrones de expresion de las PLD estan controlados por el desarrollo y son

dependientes del tejido (Takac et al., 2019b). Sus caracteristicas bioquimicas vy
moleculares diversas sugieren una activacion selectiva en funcion de las
condiciones de crecimiento y desarrollo, lo que les confiere funciones

especializadas (Li et al., 2009), a continuacién, se mencionaran algunas de ellas.
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Figura 3. Funciones de las PLD.

Las diferentes PLD se activan por diferentes estimulos, mostrando distintas
preferencias de sustrato y asociandose con diferentes membranas. Sus patrones de
expresién varian tanto temporal como espacialmente. La activacion diferencial se
manifiesta en los distintos requerimientos de reaccién y en su interaccién con proteinas
como Ga, actina y los citoesqueletos de microtubulos. En varios casos, esta
diferenciacion se ha documentado mediante el uso de plantas mutantes deficientes en
PLD especificas bajo condiciones fisiolégicas particulares. La activacion de diferentes
PLD regula la ubicacion, el momento y la especie molecular de AF, que interactia con
dianas especificas en diversos procesos celulares. Cabe destacar que GL2 se une a
la region promotora de PLDC1, en lugar de una interaccion directa proteina-proteina.
Modificado de Li et al. (2009).

3.4.3.1. Respuesta al estrés abidtico

El estrés abidtico, como la sequia, la salinidad, las heladas y el calor, estimulan las
PLD de las plantas. Las PLDa1 y PLD& contribuyen a la reduccion de la pérdida de
agua a través de su funcién en la sefializacion del acido abscisico (ABA), el cual
induce el cierre estomético. El andlisis de la epidermis foliar de Arabidopsis reveld
que la supresion o inactivacion de PLDa1 comprometia el cierre estomatico
promovido por ABA. Se observé el mismo efecto en plantas deficientes en PLD®
(Zhang et al., 2004; Distéfano et al., 2012; Guo et al., 2012; Wang et al., 2014). El
AF derivado de PLDa1 inhibe la enzima insensible a ABA 1 (ABI1) y activa la enzima
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NADPH oxidasa, lo que promueve la produccion de peréxido de hidrégeno (H,0,)
(Zhang et al., 2004). El H,O, oxida y, por lo tanto, inactiva las gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasas reducidas (GAPCred) en el citosol. La GAPC oxidada
(GAPCox), a su vez, interactua con PLD® vy la activa. ElI AF producido por la PLDd
activada probablemente regula componentes de la via de sefializacion de ABA para

el cierre estomatico (Guo et al., 2012; Deepika y Sihgh, 2021).

Durante el estrés salino, la PLDa1 y el AF, interactuan y regulan las proteinas
cinasas activadas por mitégenos 3 (MAPK3) y 6 (MAPK®6). La MAPK®6, activada por
el AF interactla y fosforila el antiportador de Na*/H* SOS1, facilitando la eliminaciéon
del exceso de Na* de la célula y previene asi la toxicidad por sodio. Adicionalmente,
el AF derivado de PLDa1 se une a la proteina asociada a microtubulos MAP65-1,
mediando la estabilizacién de estos, lo que contribuye a una mayor tolerancia a la
sal (Yu et al., 2010; Vadovic et al., 2019; Deepika y Shigh,2021).

La PLDa3 regula positivamente las respuestas de las plantas al estrés
hiperosmoético. La sobreexpresion de PLDa3 promueve el crecimiento de las raices,
la floracion y la prevencién del estrés causado por el déficit hidrico y la salinidad,
mientras que la inactivacion de PLDa3 presenta mayor sensibilidad, las plantas
florecen mas tarde que las silvestres en condiciones ligeramente secas y tienden a
inducir genes sensibles al acido abscisico con mayor facilidad que las plantas
silvestres. Ademas, bajo ambas condiciones de estrés hiperosmatico, los niveles de
transcrito de TOR vy el estado de fosforilacion de la proteina S6K fueron inferiores
en las plantas PLDa3-KO y superiores en las plantas OE en comparacion con las

plantas silvestres (Hong et al., 2008).

Respecto a la respuesta a bajas temperaturas, la supresion genética de PLDd
sensibilizé a las plantas de A. thaliana a la congelacion, en contraste con la
sobreexpresion de PLD, que incremento su tolerancia. Durante la congelacion en
plantas silvestres, la PLD® participa en la produccién de aproximadamente el 20%
del acido fosfatidico, y su sobreexpresion aumenta la produccion de especies de
acido fosfatidico. Sin embargo, las modificaciones en PLDd no influyeron en la
expresion de los genes COR47 (cold-regulated47) y COR78 (cold-regulated78)
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inducidos por el frio, ni alteraron la acumulacion de prolina o azdcares solubles en
respuesta a bajas temperaturas, lo que indica que la via PLD constituye un factor
determinante especifico en la respuesta a la congelacion (Li et al., 2004). Ademas,
el aumento de la actividad lipolitica durante la congelacion altera la composicion
lipidica de la membrana. Mutantes en PLDa revelaron que la PLDa causa la
hidrolisis de PC tras la congelacion de plantas silvestres, la PC se hidroliza en mayor
medida que el PE o el PG. Estos datos sugieren que la PC es el principal sustrato
in vivo de la PLDa (Welti et al., 2002).

3.4.3.2. Respuesta a nutrientes
La inactivacion de PLDg (KO) resulta en una disminucion del crecimiento radicular

y la acumulacion de biomasa, mientras que su sobreexpresion (OE) tiene el efecto
contrario. Los niveles de AF se correlacionan positivamente con la sobreexpresion
de PLDe mientras que en la KO fue menor que en plantas silvestres. En respuesta
a la disponibilidad de nitrégeno (N), la OE y la KO de PLDe mostraron efectos
opuestos en la elongacion de las raices laterales. Sin embargo, la sobreexpresion
de PLDe¢ también promovio el crecimiento de los pelos radiculares y la raiz primaria
bajo condiciones de severa deficiencia de N. Esto concluye que la PLDe y su
producto AF desempefian un papel importante en la promocién del crecimiento
general de la planta y en la respuesta a la disponibilidad de nitrégeno (Hong et al.,
2009).

Las PLDC1 y (2 participan en la conservacion y el reciclaje del fésforo en
condiciones de crecimiento con fésforo limitado, iniciando la via de remodelacién
gue convierte los fosfolipidos en galactolipidos (Li et al., 2006; Cruz-Ramirez et al.,
2006; Wang et al., 2012). La mutante de PLD{2 exhibe deficiencias en la hidrélisis
de fosfolipidos y una capacidad reducida para la acumulacion de galactolipidos bajo
condiciones limitantes de fosfato (Pi). Adicionalmente, su sistema radicular mostro
una alteracion en la arquitectura en respuesta a la deficiencia de Pi. Esto sugiere
que PLDC2 participa en la ruta de biosintesis de galactolipidos, especificamente en
la hidrolisis de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina para generar diacilglicerol,
precursor de la sintesis de digalactosildiacilglicerol, y Pi libre, esencial para otros
procesos metabolicos (Cruz-Ramirez et al., 2006). La sefializacion lipidica podria
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ser un mecanismo clave en la traduccion de la deteccion del estado nutricional por
la membrana para aumentar el crecimiento vegetal y la produccion de biomasa
(Hong et al., 2009).

3.4.3.3. Funciones celulares y de desarrollo
Varias de las funciones del desarrollo de las PLD dependen del estrés y de los

estimulos hormonales porque las PLD se activan en respuesta a factores de estrés

y hormonas, que van acompafiados de acumulacion de AF (Takac et al., 2019b).

La deficiencia de PLDZ2 en Arabidopsis disminuye la sensibilidad a la auxina, el
gravitropismo radicular y la elongacion del hipocétilo. En contraste, la
sobreexpresion genera efectos opuestos, lo que sugiere que PLD(2 media
positivamente las respuestas a la auxina, a través del AF. Ademas de PLD(C2
también participa en la regulacion del trafico vesicular. PLDZ2 y AF son necesarios
para un ciclo normal de vesiculas que contienen PIN2 en el transporte polar de
auxinas (Li et al., 2007). Adicionalmente, Yuan et al. (2018) utilizando mutantes
simples y dobles, demostraron que PLD{2 promueve el crecimiento de la raiz
primaria e inhibe la densidad y longitud de los pelos radiculares. El desarrollo de los
pelos radiculares en Arabidopsis esta controlado por una red de genes, siendo
GLABRA2 (GL2) un factor de transcripcion clave en las etapas finales. Se ha
encontrado que PLDC1 es un blanco directo de GL2 que regula el desarrollo de los
pelos radiculares a través de la modulacion de la sefalizacién de fosfolipidos
(Ohashi et al., 2003).

Durante la germinacion de las semillas, la inactivacion de PLDa1 o PLD®d resulta en
semillas con menor sensibilidad a la inhibicion de ABA, y el efecto fue mayor en
mutantes dobles de PLDa1 y PLD® (Uraji et al., 2012). Estos resultados sugieren
que PLDa1 y PLD® intervienen en la mediacion del efecto de ABA no solo en el
cierre estomatico, sino también en la germinacion de las semillas (Wang et al.,
2014).

Experimentos con 1-butanol indican que la produccién de AF dependiente de PLD
es crucial para la germinacion y la morfogénesis en Arabidopsis, posiblemente al

mantener la correcta alineacion transversal de los microtibulos en las células
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radiculares en elongacion ya que, a nivel celular, el 1-butanol (0.2 y 0.4%) altera la
organizacion de los microtubulos corticales. En contraste, otros isdmeros de butanol
(2- y 3-butanol) que no inhiben la produccién de AF no mostraron efectos en la
germinacion, el crecimiento o la organizacién de los microtubulos. (Gardiner et al.,
2003).

La PLD y el AF desempefian un papel en el proceso de expansion celular polarizada
de las plantas, representado por el crecimiento del tubo polinico. La germinacién del
polen y el crecimiento del tubo polinico se inhiben con la presencia de 1-butanol al
0.5%, mientras que los isdbmeros secundarios y terciarios no tienen efecto. Esta

inhibicion puede revertirse al afiadir liposomas exdgenos de AF (Potoky et al., 2003).

La PLDa1 también participa en la biogénesis de los cloroplastos. PLDa1-KO
presento alteraciones en los niveles de TIC40, un regulador clave en la importacion
de proteinas a los cloroplastos. Ademas, de una acumulacién diferencial de
complejos proteicos fotosintéticos y cambios en el tamafio de los cloroplastos. La
mutacion en PLDa1 también afectd proteinas relacionadas con la pared celular, la

homeostasis redox y la sefalizacién del acido abscisico (Takac et al., 2019a).

3.4.3.4. Participacion en la interaccion planta-bacteria
La deficiencia de PLDB1 en plantas de Arabidopsis confiere una mayor resistencia

a la infeccion por Pseudomonas syringae pv. DC3000 (Pst DC3000) en relacion con
las plantas silvestres. Esta resistencia fue mas marcada frente a la cepa virulenta
de Pst DC3000 que ante la cepa avirulenta avrRpt2. Ademas, se observa una
produccion incrementada de acido salicilico (SA) y una respuesta inmunitaria
vinculada a SA en plantas de Arabidopsis con PLDB1-KO indicando que PLDf1
funciona como un regulador negativo de la inmunidad basada en SA, promoviendo
asi la susceptibilidad a patégenos bacterianos biotréficos (Zhao et al., 2013; Li y
Wang, 2018).

En la interaccion simbidtica, no se han reportado estudios de la participacion de PLD
en Arabidopsis, pero en células en suspensién de un cultivo de alfalfa (Medicago
sativa) se demostro que la PLD aumenta en respuesta a los factores Nod secretados

por Rhizobium sp. (Den Hartog et al., 2003).
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3.4.4. Regulacién de la PLD
La actividad de la PLD en plantas se incrementa en diversas condiciones, sin

embargo, la sobreexpresion de PLD no produce un aumento en la hidrélisis de
lipidos de membrana bajo condiciones normales de crecimiento (Hong et al., 2008),

lo que sugiere una estricta regulacion de su actividad celular (Wang et al., 2014).

Su actividad esta regulada principalmente por la unién del Ca?*. Se ha propuesto
que el Ca?* promueve la unién del sustrato fosfolipidico al sitio catalitico, regulando
asi la actividad de PLD (Deepika y Singh, 2021). Estudios in vitro han demostrado
que la PLDa es activa a altas concentraciones milimolares de Ca?*, en contraste las
PLDB, v, & que son mas activas en un rango micromolar de Ca?*, la PLDe es activa
bajo ambas concentraciones (Li y Wang, 2019). Mientras que las PLDC se estimulan
mediante la union directa de fosfoinositidos, en particular el fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato (Maffucci y Falasca, 2001). La PLDd es activada de manera dosis-
dependiente por el acido oleico libre, alcanzando su maxima eficacia a 0,5 mM.
Otros acidos grasos insaturados, como el linoleico y linolénico, mostraron menor
efectividad, mientras que los saturados (estearico y palmitico) no indujeron

activacion (Wang y Wang, 2001).

Las PLD también pueden ser reguladas por las especies reactivas de oxigeno
(ERO). Yamaguchi et al. (2004) observaron que el tratamiento con H,O, (10-100
puM) estimulé la formacion de AF dependiente de PLD en células en suspension de
un cultivo de arroz. En Arabidopsis thaliana la PLD se activa en respuesta al H,O,.
Plantas mutantes p/dd son mas susceptibles a la muerte celular inducida por H,O,,
mientras que el acido fosfatidico generado por la actividad de PLD® juega un papel
en la reduccion de este proceso (Zhang et al., 2003).

Ademas, se ha documentado que las PLD interactian con proteinas. Por ejemplo,
la PLDa1 interactua con la subunidad a heterotrimérica de la proteina G regulando
su actividad (Zhao y Wang, 2004). La PLDB1 contiene una region especifica de
union a la actina. Mientras que la G-actina inhibe la actividad de PLDg, la F-actina
la estimula (Kusner et al., 2002; Wang et al., 2014). En la interaccién PLDa1-Ga,

PLDa1 se une a Ga, unida a GDP, y esta interaccion disminuye su actividad. En
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respuesta al ABA, la activaciéon de Ga puede interrumpir la union de Ga-GDP a
PLDa1 vy, por lo tanto, activar PLDa1 (Wang et al., 2014).

Adicionalmente, la expresion de PLD(2 es potenciada por las auxinas. Las raices
de las plantulas mutantes en PLD(2 fueron menos sensibles a esta hormona que
las de las plantulas silvestres (Li y Xue, 2007; Pacheco y Quinto et al., 2022). La
heterogeneidad de las actividades, regulaciones e interacciones moleculares de las
PLD indica que cada una de ellas puede activarse y regularse de forma diferente.
Ademas, sus diferencias en la expresion espacial y temporal en plantas afectan la
ubicacion de la hidrdlisis lipidica y la produccion de AF (Li y Wang, 2019).

3.4.5. Inhibidores de la sefalizacién de la PLD
La PLD cataliza la hidrolisis del enlace éster que une el grupo fosfatidilo al glicerol

y la transferencia del grupo fosfatidilo a un aceptor nucleofilico, siendo el agua el
aceptor habitual, lo que resulta en la formacién de AF (Munnik et al., 1995). Sin
embargo, la PLD tiene la capacidad unica de transferir el grupo fosfatidilo a un
alcohol primario, formando un alcohol fosfatidico en lugar de AF (Wang, 2005). Este
proceso conocido como transfosfatidilacion desvia la produccion AF derivado de
fosfolipidos hacia la formacion de fosfatidilalcohol. Esto se debe a que los alcoholes
primarios, lejos de inhibir a las PLD, generalmente activan su funcién, dirigiendo la
reaccion hacia la formacién de fosfatidilalcohol y reduciendo asi la disponibilidad de
precursores para la sintesis de AF (Li y Wang, 2019). Los alcoholes secundarios y
terciarios no pueden inhibir la formacién de AF, puesto que no son sustratos para

la transfosfatidilacién (Munnik et al., 1995).

El n-butanol o 1-butanol es un alcohol primario considerado como un inhibidor
competitivo en la formacion de AF mediado por la PLD (Munnik et al., 1995) y se ha
utilizado ampliamente como sustrato para examinar las funciones de la PLD en

diversos procesos bioldgicos (Pacheco y Quinto, 2022).
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Figura 4. Reaccién de hidrolisis y transfosfatidilacion por la fosfolipasa D.

La hidrolisis catalizada por la PLD ocurre en dos etapas. Primero, la enzima forma un
intermediario fosfatidilo-enzima. Posteriormente, en presencia de agua (H—OH), el grupo
fosfatidilo se transfiere a la fraccion OH, generando acido fosfatidico (AF) y liberando el grupo
funcional o “cabeza” del fosfolipido. Una caracteristica distintiva de la PLD es su capacidad para
transferir el grupo fosfatidilo a un alcohol primario, produciendo un fosfatidil alcohol en lugar de
acido fosfatidico. Modificado de Nakazawa et al. (2011).

3.4.6. Sintesis de fosfatidilcolina
La colina es una amina cuaternaria que se destina principalmente a la sintesis de

fosfatidilcolina (PC). Esta sintesis ocurre a través de la via de Kennedy, la cual
implica la activacion de la colina para formar citidina difosfocolina (CDP-colina).
Luego, la CDP-colina reacciona con diacilglicerol (DAG) para producir PC (Gibellini
y Smith, 2010).

La sintesis de PC en plantas ocurre a través de la via CDP-colina, una ruta
metabdlica conservada también en levaduras y otros organismos eucariotas (Datko
y Mudd, 1988; Bolognese y McGraw, 2000). Esta via biosintética requiere la
fosfocolina (PCho) como precursor fundamental para la formacion de PC.
Particularmente en plantas, la PC se sintetiza mediante una serie de tres reacciones
secuenciales de N-metilacién de la fosfoetanolamina (PEA). Estas metilaciones son

catalizadas por una Unica enzima, la S-adenosil-L-metionina:fosfoetanolamina N-
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metiltransferasa (PEAMT) (Datko y Mudd, 1988; Munnik et al., 1998; Cruz-Ramirez
et al., 2004).

En Arabidopsis thaliana la mutante xipotl (xpll), posee una mutacion en el gen
PEAMT (XIPOTL1), presenta un fenotipo caracterizado por una raiz primaria corta,
un mayor numero de raices laterales y células epidérmicas cortas con morfologia
aberrante. La inhibicion de la biosintesis de PC en esta mutante no solo altera el
desarrollo radicular, sino que también induce la muerte celular en las células
epidérmicas de la raiz. Este proceso de muerte celular puede revertirse mediante el
tratamiento con acido fosfatidico, lo que sugiere que moléculas posteriores en la
ruta de biosintesis de PC son cruciales para el desarrollo radicular y actdan como

sefiales para la integridad celular (Cruz-Ramirez et al., 2004).

3.4.7. Vias de produccién de acido fosfatidico
El acido fosfatidico (AF) es un glicerolipido de membrana compuesto de glicerol-3-

fosfato y dos cadenas de acidos grasos (Kolesnikov et al., 2022). Que puede ser
generado por tres mecanismos principales: primero, por la via de sintesis de novo
que ocurre en el reticulo endoplasmatico y los plastidios a través de dos vias de
acilacion diferentes, denominadas segun su precursor: la via del glicerol 3-fosfato
(G3P) y la via de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). En la via del G3P, este es
acilado primero por la G3P aciltransferasa para formar 1-acil-G3P (también
conocido como &cido lisofosfatidico; LPA). En la via de la DHAP, tras la sintesis de
1-acil-DHAP a partir de DHAP por la DHAP aciltransferasa, este producto se
convierte en LPA mediante una reaccion de reduccién dependiente de fosfato de
nicotinamida adenina dinucleétido (NADPH). Una vez que se forma LPA a través de
cualquiera de las dos vias, finalmente es acilado a AF por la aciltransferasa del acido
lisofosfatidico (LPAAT) (Foster, 2013; Kolesnikov et al., 2022; Zou et al., 2024).

La segunda via para la generacién de AF implica la hidrolisis por parte de la
fosfolipasa C (PLC) del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato en dos segundos mensajeros:
inositol  1,4,5-trifosfato  y diacilglicerol (DAG). ElI DAG es fosforilado
instantaneamente a AF por la actividad de la diacilglicerol cinasa (DGK) (Munnik,
2001).
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La tercera via consiste en la hidrélisis de los fosfolipidos por la PLD descrita
anteriormente. Las distintas clases de fosfolipidos (PC, PG, PS) presentan
variaciones en sus grupos acilo en las posiciones sn-1 y sn-2. Estas diferencias
influyen en la especificidad de sustrato de las diversas PLD, lo que resulta en la
produccion de distintas especies moleculares de AF (Li y Wang, 2018). El AF
derivado de la via DGK se puede distinguir del AF derivado de PLD, en funcion de
su composicion de acidos grasos y sus caracteristicas diferenciales de marcaje con
32Pi (Arisz et al., 2009; Testerink y Munnik, 2011).

La sintesis de AF es fundamental en la sintesis de fosfolipidos y triglicéridos de
membrana y, por lo tanto, representa un indicador potencial de la capacidad de
generar los fosfolipidos de membrana necesarios para aumentar la masa celular

durante la division (Foster, 2013).
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Figura 5. Vias de biosintesis del acido fosfatidico (AF).

El AF puede sintetizarse de novo mediante dos vias de acilacién diferentes: la via
del glicerol 3-fosfato (G3P) y la via de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). EI AP
también puede generarse mediante la via de la fosfolipasa D (PLD) y la via de la
diacilglicerol quinasa (DAGK). La hidrdlisis del enlace P-O del fosfolipido mediada
por PLD produce AP. La DAGK fosforila el diacilglicerol (DAG) para formar PA. El
DAG se obtiene por desacilacion del triacilglicerol por la lipasa de triacilglicerol
(TAG), o por hidrdlisis de fosfolipidos de glicerol por la accion de la fosfolipasa C
(PLC). Modificado de Zhou et al. (2024).
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3.4.8. El 4cido fosfatidico como segundo mensajero
El AF es un importante segundo mensajero lipidico en las células fundamental en la

regulacion del metabolismo y la transduccion de sefiales en plantas y otros
organismos (Munnik et al., 2001). Al igual que los niveles de la mayoria de los
fosfolipidos, su concentracidn es altamente dinamica y experimenta cambios
especificos, rapidos (en segundos 0 minutos) y transitorios (volviendo finalmente al
nivel basal) en respuesta a diversos estimulos extracelulares, hormonales o de
estrés. La concentracion de AF difiere significativamente segun el tipo de tejido
vegetal, la fase de desarrollo de la planta, la condicion del tratamiento y la técnica
de registro (Kolesnikov et al., 2022). En hojas de Arabidopsis thaliana, el nivel de
AF se ha determinado entre 0.5 y 1.5 nmol/mg de peso seco, correspondiendo a
una concentracion de 50 a 150 uM (Welti et al., 2002; Zhang et al., 2004). La
formacion de AF se ha vinculado a diversos tratamientos y respuestas de las
plantas. Curiosamente, la mayoria de estos implican estrés biético o abidtico, lo que
sugiere que el AF desempefia un papel como molécula general de sefializacién del
estrés (Munnik et al., 2001). Actia como segundo mensajero en las vias de
sefalizacion de diversas hormonas (auxina, brasinoesteroides, acido salicilico,
acido abscisico, acido jasmoénico y giberelinas) y otros compuestos bioactivos,
siendo crucial para el crecimiento, desarrollo y resistencia a estrés ambiental
(Kolesnikov et al., 2022).

El &cido fosfatidico influye en las funciones celulares mediante diversos
mecanismos, que incluyen la union directa a proteinas y la alteracion biofisica de
las membranas. La unién del AF a proteinas modula su actividad o las ancla a la
membrana. Biofisicamente, el AF altera la curvatura e integridad de las membranas
e influye en las interacciones proteina-membrana. El AF es un intermediario clave
en el metabolismo de glicerolipidos y participa en la generacion de mensajeros
lipidicos como lisofosfolipidos (lisoPA), diacilgliceroles (DAG), acidos grasos libres

y oxilipinas. (Li et al., 2009).

En Arabidopsis thaliana se han identificado varias proteinas de union a AF entre
ellas estdn la RbohD, RbohF (Respiratory burst oxidase homolog protein D y F),
RGS1(regulator of G-protein signaling), MPK6 (mitogen-activated protein kinase 6),
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MKK?7 (mitogen-activated protein kinase kinases), SnRK2.4(sucrose non-
fermenting-1-related protein kinase). Se cree que muchas de ellas desempefian un
papel en la transduccion de sefiales en plantas. Sin embargo, solo se dispone de
una caracterizacion detallada de su funcién biolégica, asi como del descifrado de la
interaccién con AF a nivel molecular, para algunas de ellas dado que aun no se ha
identificado ninguin motivo de reconocimiento de AF en proteinas vegetales (ni en
proteinas animales), se ha propuesto que los complejos pliegues estructurales de
una proteina intervienen en el reconocimiento de AF. Los médulos de unién de AF
suelen consistir en una hélice anfipatica con aminoacidos con carga positiva en un
lado (p. ej., un motivo de secuencia rico en lisina) y residuos hidrofébicos en el otro
(Kolesnikov et al., 2022).

3.5. La Proteina Blanco de la Rapamicina (TOR)
En 1975, Sehgal y colaboradores purificaron un metabolito macrolido, producido por

Streptomyces hygroscopicus, una bacteria aislada de una muestra de suelo en la
Isla de Pascua (llamada Rapa Nui en la lengua local). Este compuesto recibio
entonces el nombre de “Rapamicina” en referencia a su lugar de origen (Sehgal et
al., 1975; Liu y Xiong, 2022). La rapamicina es un antibiético y antimicotico, en la
levadura Saccharomyces cerevisiae, detiene la division celular y el crecimiento. La
busqueda de mutaciones que causan resistencia a la rapamicina en levaduras
identifico la proteina de union a FK506 12 (FKBP12) junto con una proteina cinasa
grande, que se denominé blanco de la rapamicina (TOR; Target Of Rapamycin)
(Heitman et al., 1991; Dobrenel et al., 2016). TOR es una proteina cinasa serina-
treonina atipica con un tamafio de 280 KDa, pertenece a la familia de las proteinas
cinasas relacionadas a la fosfatidilinositol 3-cinasa (PIKK; Phosphatidylinositol 3-
Kinase-related protein Kinase) (Zhao y Wang, 2020). A pesar de los distintos
programas de desarrollo y estrategias de supervivencia de los eucariotas todos
poseen una cinasa TOR funcional, que integra sefiales ambientales y nutricionales
para dirigir el crecimiento y desarrollo (Shi et al., 2018; McCready et al., 2020). La
mayoria de los genomas de eucariotas incluyendo plantas, animales y humanos
tienen un solo gen TOR (Zhao y Wang, 2020). Aunque existen excepciones como

en caso del algodon mexicano (Gossypium hirsutum) que posee cuatro genes TOR
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(Song et al., 2019; Fu et al., 2020), y en especies vegetales como Glycine max,
Populus trichocarpa y Brassica rapa, donde se han identificado dos genes TOR (Fu
et al., 2020) al igual que en levaduras (Heitman et al., 1991; Zhao y Wang, 2020).
En Arabidopsis thaliana ha sido localizado un solo gen TOR (AtTOR) en el
cromosoma 1, el cual codifica a la proteina TOR (Menand et al., 2002).

3.5.1. Complejos de la proteina TOR
La proteina TOR forma dos complejos distintos en los organismos: el complejo TOR

1 (TORC1) y el complejo TOR 2 (TORC?2) (Figura 6). En mamiferos son formados
ambos complejos mientras que en plantas TOR existe solo como TORC1 (Zhao y
Wang, 2020). En TORC1, los constituyentes incluyen a la proteina TOR, LSTS;
(Lethal with Sec 13 protein 8) en plantas y levaduras, mLST8 (mammalian Lethal
with Sec 13 protein 8) en mamiferos y RAPTOR (Regulatory Protein Associated with
TOR) en mamiferos y plantas/KOG1 (Kontroller of growth 1) en levaduras. TORC2,
por otro lado, consta de TOR, LST8/mLST8, RICTOR (Rapamycin Insensitive
Companion of TOR) y SIN1 (Stress-activated MAP Kinase Interacting Protein 1) en
levaduras (Rabeh et al., 2024).

GEChnEIES  Repeticiones HEA }[: FAT i m—c-terminal
-
TORC2 RICTOR LST8

Figura 6. Estructura de los complejos de la proteina TOR.

TORC1 incluye tres componentes principales: TOR, RAPTOR y LST8, mientras que TORC?2 incluye
a las proteinas: TOR, RICTOR y LST8. La proteina TOR consta de cinco dominios conservados: las
repeticiones HEAT N-terminales, el dominio FAT, el dominio FRB, el dominio cinasa y el dominio
FATC N-terminal. Figura elaborada, basada en los modelos reportados por Shi et al. (2018) y Rabeh
et al. (2024).

La cinasa TOR posee varios motivos y dominios caracteristicos, en la region amino
terminal se presenta un tdndem de 20 repeticiones HEAT (Huntingtin, Elongation
factor 3, subunit of protein phosphatase 2A and TORL1), el dominio FAT (Focal
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Adhesion Target), un motivo FRB (FKBP12/Rapamycin-Binding), un dominio cinasa
y por ultimo la region FATC (FAT C-terminal), localizado en el extremo carboxilo
terminal de la proteina (De Virgilio y Loewith, 2006; Rexin et al., 2015; Dobrenel et
al., 2016; Rabeh et al., 2024). La proteina RAPTOR interacttia con el dominio HEAT
y regula la actividad de sus sustratos (Zhao y Wang, 2020). LST8 se asocia con el
dominio catalitico de mTORC1 y también se requiere para la correcta localizacion
de este complejo. Las repeticiones HEAT facilitan las interacciones proteina-
proteina, mientras que los dominios FAT y FATC desempefian funciones en las
interacciones proteicas y la activacion de cinasas. El dominio FRB es un blanco para
la unién del complejo inhibidor FKBP12-rapamicina (Rabeh et al., 2024). AtTOR
comparte una alta similitud en la secuencia de aminoacidos con TOR de humanos,
especialmente para su dominio cinasa, sugiriendo que podrian tener propiedades
similares y podrian compartir sustratos (Menand et al., 2002).

3.5.2. Componentes rio arriba de la ruta TOR en plantas
TOR detecta una amplia variedad de sefiales, como la luz, glucosa, fitohormonas,

nutrientes y se inactiva en condiciones de estés e inanicion (Shi et al., 2018).

La sefalizacion glucosa-TOR proporciona energia esencial, metabolitos, biomasa y
mecanismos del ciclo celular mediante la activacién transcripcional coordinada en
células madre y progenitoras (Xiong et al., 2013). En plantas, se ha descubierto que
las raices acumulan mucha mas sacarosa y trehalosa 6-fosfato (Tre6p) que los
brotes, lo que puede inhibir la autofagia en gran medida a través de los
transportadores de azlucar SWEET (Sugar Water-Extrusion Transporters) (Zhao y
Wang, 2020). Las invertasas de la pared celular convierten la sacarosa en glucosa
y fructosa extracelularmente, donde la glucosa producida puede interactuar con el
regulador de la proteina G (RGS1) para inducir la autofagia mediante un mecanismo
aun no caracterizado. A su vez, la autofagia ayuda a eliminar el exceso de azucar
del citosol, regulando asi el nivel de azucares disponibles (Janse van Rensburg et
al., 2019; Signorelli et al., 2019; Zhao y Wang, 2020). La glucosa puede activar la
sefalizacion de TOR indirectamente mediante la inactivacion de la cinasa sensora
de glucosa/energia conservada SnRK1 (Sucrose non-fermenting-1 (SNF1)-related
protein kinases) en plantas (ortéloga de AMPK en mamiferos). En Arabidopsis, las
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subunidades cataliticas de SnRK1, codificadas por KIN10 y KIN11 (SNF1-related
protein kinase catalytic subunit alpha 10 y 11), son inhibidas por la glucosa, pero

activadas por inanicion, falta de energia y estrés abiético (Shi et al., 2018).

Las auxinas son fitohormonas esenciales que orquestan una amplia gama de
procesos de crecimiento y desarrollo vegetal, incluyendo la division celular, la
elongacion y la diferenciacion (Teale et al., 2006). Estas fitohormonas activana la
proteina TOR (Beltran-Pefia et al., 2002; Schepetilnikov et al., 2013; Turck et al.,
2004; Rabeh et al., 2024). En contraste con las auxinas, el ABA reprime la activacion
de TOR y activa a la proteina SnRK2 (SNF1-related protein kinase 2) durante

condiciones de estrés (Wang et al., 2018).

Las plantas no poseen homoélogos de los sensores de aminoacidos, pero estos
activan TOR, lo que sugiere la existencia de transportadores-sensores de
aminoacidos especificos de plantas aun por identificar (Shi et al., 2018). También
TOR es activada por nutrientes esenciales como el nitrégeno (N), el fosfato (Pi) y el
azufre (S) que son cruciales para el crecimiento y desarrollo vegetal. Por ejempilo,
la disponibilidad de azufre coordina la activacion de TOR por la glucosa. El nitrato,
una fuente de nitrégeno, actia como sefial para promover el crecimiento de brotes
y raices, y la sobreexpresion de TOR confiere hiposensibilidad a la inhibicion del
crecimiento de raices por altos niveles de nitrato (Shi et al., 2018).

La aplicacion de H,0O, a plantas de Arabidopsis aumentd la expresion del gen
RPS27B (Small Ribosomal Subunit Protein 27) asociado con la biogénesis de
ribosomas, lo que sugiere la activacion de la via TOR por EROs. Esta relacion fue
respaldada por el tratamiento con el inhibidor de TOR, Torin2, que suprimio
eficazmente la expresion de RPS27B inducida por H,O, (Hernandez-Esquivel et al.,
2024).

3.5.3. Componentes rio debajo de la ruta TOR en plantas
Uno de los sustratos posteriores de TOR, es la proteina cinasa ribosomal S6 de la

subunidad 40S. Arabidopsis posee dos genes homologos de la proteina cinasa S6
(S6K) de animales, conocidos como AtS6K1 y AtS6K2. La cinasa TOR puede
fosforilar S6K1 y S6K2 en (Thr; treonina) Thr449 y Thr455, respectivamente,
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estableciéndose como un sustrato comun para examinar la actividad de TOR (Xiong
y Sheen, 2015; Van Leene et al., 2019). Tras la estimulacion con auxina, TOR
fosforila S6K1, lo que conduce a la fosforilacion del factor 3 de iniciacion eucariotica
(elF3h) y activa la reiniciacion de la traduccion de los factores de respuesta a la
auxina (ARF) (Schepetilnikov et al., 2013; Shi et al., 2018).

Tap42/a4 (Type 2A phosphatase-associated protein 42/a4 en levaduras y
mamiferos) y su homélogo vegetal TAP46 son subunidades reguladoras de la
proteina fosfatasa PP2A y efectores dependientes de TOR. TOR fosforila
directamente a TAP46 para inhibir la actividad de PP2A, la cual regula procesos
cruciales como la expresion génica sensible al estrés, la autofagia, el metabolismo
del nitr6geno y la traduccién de proteinas, coordinando asi el crecimiento celular
con las condiciones ambientales y nutricionales (Ahn et al., 2011; Xiong y Sheen,
2015; Zhao y Wang, 2020).

La fosforilacion directa de E2Fa y E2Fb (Transcription factor E2Fa y b) por TOR
activa la transcripcién de genes de la fase S (fase de sintesis), lo que a su vez
estimula el meristemo radicular, el rapido crecimiento de la raiz, la proliferacion de

primordios foliares y la embriogénesis (Xiong et al., 2013; Li et al., 2017).

En mamiferos, la via mTOR-S6K1 regula la biosintesis de lipidos y la via de las
pentosas fosfato al estabilizar la forma activa de  SREBP
Sterol Regulatory Element-Binding Protein) (Divel et al., 2010). Ademas, mTOR
fosforila directamente a la fosfatidato fosfatasa LPIN1 (Lipin 1), un supresor de
SREBP, para prevenir su translocacion nuclear y la inactivacion de SREBP
(Peterson et al., 2011). Aunque las plantas carecen de ortélogos de SREBP, se han
identificado dos homologos de LPIN1 en Arabidopsis, AtPAHL1 y AtPAH2, que
codifican fosfatidato fosfatasas 1 y 2 respectivamente (Nakamura et al., 2009; Shi
et al., 2018).

Se ha demostrado que las proteinas ATG1 y ATG13 (Autophagy relatedl y 13) de
Arabidopsis thaliana interactian para formar un complejo regulador de la autofagia.

La sensibilidad de este complejo a los niveles de nutrientes apunta hacia una posible
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regulacion por la via de sefalizacion TOR (Suttangkakul et al., 2011; Marshall y
Vierstra, 2018).

El ABA induce la fosforilacion de RAPTOR1 mediante la activacion de SnRK2, lo
que provoca su separacion del complejo AtTORC1. Esta disociacion reduce la
fosforilacion de TOR, lo que a su vez potencia la sefializacién del receptor de ABA
(PYL) en las respuestas al estrés y disminuye la inhibicion de los receptores de ABA
(Wang et al., 2018; Shi et al., 2018).
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Figura 7. Via de sefializacion de AtTOR.

Diversas sefiales ambientales regulan el complejo TOR para controlar distintos procesos
involucrados en el crecimiento y desarrollo de las plantas. FT: Factores de transcripcion.
Modificada de Shi et al. (2018).

Mei2p (RNA-binding protein involved in meiosis) es otro sustrato de TOR, presente
en plantas y muchos hongos, pero no en animales. Mei2p es una proteina de unién
al ARN y un factor especifico involucrado en la alteracion del destino celular. TOR

suprime el desarrollo mei6tico mediante la fosforilacion de Mei2p (Watanabe y
Yamamoto, 1994; Otsubo et al., 2014; Dobrenel et al., 2016; Zhao y Wang, 2020).
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La via de sefalizacion TOR ejerce una influencia considerable en la transcripcion y
traduccion, procesos fundamentales para mantener la homeostasis celular. Se
sugiere que TOR regula la disponibilidad de nucleétidos, cruciales para la expresion
génica, optimizando asi la transcripcion. Ademas de su papel en el ciclo celular,
TOR coordina la transcripcién del ARNTr, la activaciéon de genes de proteinas
ribosémicas, el ensamblaje de ribosomas y la regulacion dindmica de la traduccion,
actuando como un regulador central de la expresion génica. La inhibicion de TOR
mediante Torin2 provoca una reduccion en los niveles de ARNm de las proteinas
ribosdmicas en cloroplastos, citosol y mitocondrias, lo que resalta la implicacion de
TORC1 en la regulacion de la traduccién a través de su participacion en la
biogénesis ribosémica (Scarpin et al., 2020; Dobrenel et al., 2016; Rabeh et al.,
2024)

3.5.4. Activacion de mTOR por el Acido fosfatidico
En mamiferos, se ha demostrado la participacion del AF en la regulacion de mTOR.

Fang et al. (2001) reportaron que la administracion exdégena de AF a células
embrionarias de riidbn humano HEK293 estimulé la activacion de la S6 cinasa (S6K),
un sustrato de mTOR, y la fosforilacion de factor de iniciacion eucariota 4E-1 (4E-
BP1), otra proteina sustrato de mTOR. Este efecto del AF fue sensible a la
rapamicina y depende completamente de la suficiencia de aminoacidos. Por lo tanto,
el AF puede gobernar la sefializacion paralela a la via de deteccion de aminoacidos.
Aunque el AF puede imitar a los mitdgenos en la activacion de la sefializacion
descendente de mTOR, PI3K no se activa en las células tratadas con AF (Chen 'y
Fang, 2002).

El dominio FRB de mTOR se une al AF. Similar a otras proteinas que interactdan
con AF, la union parece involucrar interacciones electrostaticas, ya que una alta
fuerza idnica disminuye parcialmente la afinidad. El residuo (Arginina) ARG2109, se
identific6 como importante para la unién de AF (Cheny Fang, 2002). Cabe destacar
que este sitio esta altamente conservado evolutivamente, con una Arg o Lys (Lisina)
en este sitio en una amplia variedad de especies, desde la levadura hasta humanos
(Foster, 2013).
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Inicialmente, el descubrimiento de la asociacién entre AFy mTOR llevo a considerar
que el AF podria anclar mTOR a la membrana celular. Sin embargo, experimentos
posteriores demostraron que una mutante de mTOR en el dominio FRB se asociaba
a las membranas celulares en un grado similar al de la proteina WT, descartando
esta posibilidad. En contraste, en levaduras, los motivos HEAT de Tor2p son
conocidos por su funcion en el anclaje a la membrana. Por lo tanto, el AF regula la
sefalizacion de TOR a través de una via diferente al control de la localizacion de

MTOR en la membrana (Chen y Fang, 2002).

Se ha documentado que especies moleculares de AF con cadenas de acidos grasos
insaturados, como las producidas por PLD, son capaces de desplazar a la proteina
que interactia con mTOR que contiene el dominio DEP (DEPTOR) y activar a
MTORC1, con alta afinidad por el dominio FRB de mTOR. Esto revela un
mecanismo de regulacion de mTOR y proporcionan una explicacion molecular de la

especificidad de la funcién de AF (Yoon et al., 2015).

3.5.5. Participacién de TOR en el desarrollo de las plantas
A diferencia de otros organismos las plantas perciben la calidad y cantidad de luz

para generar metabolitos de carbono y determinar si almacenan los azUcares
producidos en las hojas o los distribuyen a otros 6rganos como brotes jovenes,
raices o semillas (Dobrenel et al., 2016). Por lo tanto, las plantas han desarrollado
mecanismos para detectar y responder a las diversas sefiales externas,
coordinando asi su crecimiento multicelular de manera precisa (McCready et al.,
2020). En este contexto, la sefializacion de TOR funciona como un regulador central
al integrar sefiales nutricionales y orquestando mdultiples etapas del ciclo de vida
vegetal, desde la embriogénesis y la activacion del meristemo, hasta el crecimiento
de raices y hojas, asi como la floracion, la senescencia y la determinacion de la
longevidad (Fu et al., 2020).

Durante el desarrollo de las plantas, la division celular se encuentra limitada a
regiones especificas llamadas meristemos. Estos meristemos, que se forman
durante la embriogénesis, permanecen activos a lo largo de la vida de la planta,

permitiendo el crecimiento continuo. Como resultado, el cuerpo vegetal adulto se
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convierte en una mezcla de tejidos embrionarios (meristemos) y tejidos maduros
(Krishnamurthy et al., 2015). El meristemo apical del brote (SAM) y el meristemo
apical de la raiz (RAM) son responsables del crecimiento de los 6érganos aéreos y
subterrdneos, respectivamente. La proliferacién celular en ambos meristemos es
esencial para el crecimiento y la produccién de oOrganos nuevos, y esta
estrictamente controlada por sefiales internas de desarrollo, nutrientes, hormonas y
sefales ambientales externas (Li et al., 2016). En Phaseolus vulgaris, TOR presenta
niveles mas altos de transcripcién en los meristemos de la raiz (Nanjareddy et al.,
2016). Mientras tanto en Arabidopsis thaliana, la expresion de TOR se localizé
principalmente en regiones con alta actividad celular, como los meristemos SAM y
RAM, lo anterior sugiere su implicacion en la divisién celular (Menand et al., 2002).
Ademas, se ha reportado que la division celular en el SAM requiere tanto sefales
de glucosa como de luz, mientras que en el RAM depende Unicamente de la
sefalizacion energética proporcionada por la glucosa (Li et al., 2017). TOR es
activada por la glucosa generada durante la fotosintesis y desempefia un papel
importante en el desarrollo de los pelos radiculares (Xiong y Sheen, 2015; Zhao y
Wang, 2020).

Existe una correlacion positiva entre los niveles de expresiéon de TOR vy el
crecimiento de las plantas. Por ejemplo, la sobreexpresion de AtTOR provocé un
aumento en el tamafio de las células y en 6rganos, mientras que la mutacién de
este gen bloqueo el desarrollo embrionario en la etapa de 16-32 células (Menand et
al., 2002; Deprost et al., 2007; Rabeh et al., 2024). Asimismo, la sobreexpresion de
AtTOR completo o del dominio cinasa produce anomalias en el desarrollo en el SAM
y el RAM, en el tallo, el tiempo de floracion y en la senescencia (Ren et al., 2011).
Todos estos resultados sugieren que la regulacién temporal y espacial de la
expresion de TOR es crucial para el crecimiento y el desarrollo de las plantas (Xiong
y Sheen, 2015; Zhao y Wang, 2020).
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4. JUSTIFICACION
Los lipopolisacaridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 participan en la

estimulacion del crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana por mecanismos
gue hasta ahora son pocos conocidos. Uno de los elementos involucrados en el
crecimiento y desarrollo de las plantas es la fosfolipasa D, cuya funcion es hidrolizar
a fosfolipidos de la membrana generando &cido fosfatidico como segundo
mensajero, regulador de diversas proteinas cinasas. Por otra parte, la cinasa TOR
integra varias sefales para coordinar el crecimiento celular. El estudio de los LPS
de Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre la actividad de esta enzima y su relaciéon
con la proteina TOR durante la promocién del crecimiento de Arabidopsis thaliana
nos permitira entender algunos de los mecanismos moleculares involucrados en los

efectos benéficos de esta rizobacteria.
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5. HIPOTESIS

Los lipopolisacaridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 promueven el crecimiento
de Arabidopsis thaliana a través de la activacion de la via de TOR mediada por la

fosfolipasa D.

6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL
Analizar el efecto de los lipopolisacaridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre

la actividad de la fosfolipasa D y su relacion con la proteina TOR en Arabidopsis

thaliana.

6.1.1. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Evaluar el efecto de los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 en la actividad

de la PLD de Arabidopsis thaliana.
2. Dilucidar la participacion de la PLD en el crecimiento de Arabidopsis thaliana.

3. Conocer el efecto de los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 y del &cido
fosfatidico en la expresion y en la actividad de ATOR.

4. ldentificar la isoforma de PLD involucrada en las vias de sefializacion
relacionadas a la promocion de crecimiento por los LPS de Azospirillum baldaniorum
Sp245

5. Conocer el efecto del H202 como molécula sefializadora en la modulacién de
TOR.
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7. RESULTADOS
Los principales resultados obtenidos en este proyecto de tesis se presentan en los

capitulos 1y 2.

Capitulo 1: Phospholipase D is required for the activation of target of rapamycin
(TOR) signaling in Arabidopsis thaliana by lipopolysaccharides from Azospirillum
baldaniorum Sp245.

Capitulo 2: Hydrogen peroxide modulates the expression of the target of rapamycin

(TOR) and cell division in Arabidopsis thaliana.
Capitulo 3: Resultados adicionales

Capitulo 3.1. La inoculacién con Azospirillum baldaniorum Sp245 promueve la
acumulacién de acido ascorbico, y disminuye la expresion de la cinasa TOR y la

division celular en la raiz de Arabidopsis.
Capitulo 3.2. Lipopolisacaridos: Moléculas clave en las interacciones bacterianas.
Capitulo 3.3. Molecular Signals and Elicitors in Azospirillum-Plant Interactions.

Capitulo 3.4. PLDal improves saline stress tolerance in Arabidopsis thaliana

inoculated with Azospirillum baldaniorum Sp245.

Capitulo 3.5. The growth promotion of Arabidopsis thaliana by Serratia Sp. H6

requires the metabolic stress sensor SNF1-related protein kinase 1 (SnRK1).
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7.1. CAPITULO 1. Phospholipase D is required for the activation of target of
rapamycin (TOR) signaling in Arabidopsis thaliana by lipopolysaccharides from
Azospirillum baldaniorum Sp24.

Plant Science

Phospholipase D is required for the activation of target of rapamycin (TOR) signaling in

Arabidopsis thaliana by lipopolysaccharides from Azospirillum baldaniorum Sp245.
--Manuscript Draft--

Manuscript Number:
Article Type: Research Paper
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Abstract: Phespholipase D (PLD) metabolizes phospholipids in the cell membrane to produce

phosphatidic acid (PA), a second messenger involved in activating signaling pathways
related to developmental processes. This study investigated the effect of A.
baldaniorum lipopolysaccharides (LPS) on PLD activity and its relationship with the
Target of Rapamycin (TOR) signaling pathway during the growth promotion of A.
thaliana. Treatment with LPS (100 pg/mL) increased PLD activity with 5 minutes, with a
more pronounced effect observed at 30 minutes. PA content also increased in parallel
with PLD activity, reaching its peak at 30 minutes. LPS failed to promote growth inin
the xipot1 mutant, which is defective in phosphocholine biosynthesis, a precursor of
PA. The LPS-stimulated accumulation of PA was inhibited by 1-butanol, a PLD activity
inhibitor. The increase in TOR expression induced by LPS treatment was also inhibited
by 1-butanol. Exogenous application of various PA species (e.g., 16:0, 18:0, and 18:1)
increased TOR expression, with unsaturated PA (18:1) demonstrating the highest
biological potency. LPS treatment further increased the expression of ribosomal genes
RPS27B (Small Ribosomal Subunit Protein 27B) and RPL7B (Large Ribosomal
Subunit Protein L7B), but not RPS6EB (Ribosomal Protein 6S). Cell division in the root
meristem was stimulated by the application of different PA species, with PA 18:1
showing the strongest effect. These resuits highlights the role of PLD activity as a
modulator of Arabidopsis TOR signaling in response to A. baldaniorum Sp245 LPS.
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I am pleased to submit for your consideration our experimental article “Phospholipase D is
required for the activation of target of rapamycin (TOR) signaling in Arabidopsis
thaliana by lipopolysaccharides from Azospirillum baldaniorum Sp245”. While numerous
studies have examined plant responses to lipopolysaccharides (LPS) from pathogenic
bacteria, primarily focusing on activated defense pathways, research on plant responses to
LPS from beneficial bacteria remains limited. The signaling pathways involved in these
beneficial interactions are largely unknown.

In this manuscript, we report the effects of LPS from the rhizobacterium Azospirillum
baldaniorum Sp245 on phospholipase D (PLD) activity and its catalytic product,
phosphatidic acid (PA), in relation to the Target of Rapamycin (TOR) protein, a key regulator
of organismal growth, including in plants. While the PLD-PA-TOR relationship is well
established in mammals, it has not yet been reported in plants. We believe these findings will
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HIGHLIGHTS

o The PLD activity in A. thaliana was stimulated by LPS from A. baldeniorum.
e The LPS of 4. baldaniorum increased PA levels in A. rhaliana.

e PA biosynthesis is required for TOR expression.

e LPS and PA increased cell division in the root meristem of A. thaliana.

o LIPS stimulate S6K1 activity and increase the expression of ribosomal genes.
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ABSTRACT

Phospholipase D (PLD) metabolizes phospholipids in the cell membrane fo produce
phosphatidic acid (PA), a second messenger involved in activating signaling pathways
related to developmental processes. This study investigated the effect of A, baldonioriom
lipopolysaccharides (LPS) on PLD activity and its relationship with the Target of Rapamycin
{TOR} signaling pathway during the growth promotion of 4. thaliana. Treatment with LPS
{100 g/mL) increased PLD activity with 5 niinutes, with a more pronounced effect observed
at 30 minutes. PA content also increased in parallel with PLD activity, reaching ifs peak at
30 minutes. LPS failed to promote growth inin the xipoff mutant, which is defective in
phosphocholine biosynthesis, a precursor of PA. The LPS-stimulated accummnlation of PA
was inhibited by 1-butanol, a PLD activity inhibitor. The increase in TOR expression induced
by LPS treatment was also inhibited by 1-butanol. Exogenous application of various PA
species (e.g, 16:0, 18:0, and 18:1) increased TOR expression, with unsaturated PA (18:1)
demonsiratiug the highest biological potency. LPS treatment further increased the expression
of ribosomal genes RPS27E (Small Ribosomal Subunit Protein 27B) and RPL7R (Large
Ribosotnal Subunit Protein 1.7B), but not R2S68 (Ribosomal Protein 68). Cell division in
the root meristem was stimulated by the application of different PA species, with PA 18:1
showing the strongest effect. These results highlights the role of PLD activity as a modulator

of Arabidopsis TOR signaling in response 1o A. baldaniorimm Sp245 LPS.

Key words: Phosphatidic acid, Phospholipase D, 1-butanol, root meristem, cell division
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ABBREVIATIONS

LPS. lipopolysaccharides: PLD. phospholipase D: PC. phosphatydilcholine. PA:
phosphatidic acid. TOR. Target of rapamycin: S6K. ribosomal protein S6 kinase: RPS27B,
small ribosomal protein 27B. RPL7B. large ribosomal protein L7B.
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1. INTRODUCTION

Plant roots are profomndly  mflenced by rhizosphere oucroorgamsms {Verbon and
Liberman, 2016) through ihe perception or deteciion of low-molecular-weight conpounds.
such as lipid molecules, released by microbes (Venturi and Keel, 2016). Perception of these
compounds trigger regulatory or signaling cascades that elicit various responses in the root
and influence the entire plant. However. the regulatory networks within plant czlls that
modulate plant growth in response to beneficial bacteria remain largely unknown,

The bacternun Azospdritling boddamiorsin Sp2AS (tormerly known as Azospiviion brosilense
Sp2A8) 1s recoenized as a plant growth-promoting rhizebacteriim duae 1o ifs ability fo fix
atmospheric nitrogen and produce beneficial compounds for plants (Dos Santos Ferreira et
al.. 20201, Lipopolysaccharides (LPS; constitte major components of the ourer bacterial
membrane, playing crucial roles in the surival and interactions of rhizobacteria with other
organizms {Molinaro et al., 2009), Recentlyv. research has highlighted the involvement of LPS
from this bacterium i stimulating plant growth (Chaves-Tlerrera of al, 2018 Méndes-
Gomes et al, 2020; Tkachenco et al. 20210 In addition, Bvsceva ¢t al. 2011 provided
evidence of LPS as an active component of .4-ospirilifum in stimulating cellular responses in
plants. They show that wheat root treated with 10 pg mL™ of Sp245 lipopolvsaccharides
increased the mitotic index, and that these increases were comparable to the effects produced
by whole cell inoculation. LPS were also able to enhance the morphogenetic activity of wheat
sotmatic tssies, sugpesting that plants can recognize hpopolysaccharides of associative
liacteria { Bvsecva el al L 2018} Lately, Méndes-Gonwer el al 2020 showed that the lnological
activity of LPS could be modulated through the Target of Rapamycin [TOR) signaling

pathwav in Arabidopsis. They show that LPS addition to root plants increased the expression
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of TOR and the phosphorylation of S6k protein, a downstream target of TOR. These
responses were inhibited by the TOR inhibitor AZD-8055. However, the mechanism by
which LPS can activate this important signaling pathway is unknown. TOR, a highly
conserved protein kinase across yeast, plants, and mammals, integrates diverse
environmental cues to regulate metabolism and gene expression, thereby facilitating cell
proliferation, growth, and development (Fang et al., 2001).

The plasma membrane (PM) plays a pivotal role in signaling responses to external stimuli
and in the initial recognition of microbes (Elmore and Coaker, 2011; Rossi et al., 2020).
Lipids, as major components of the PM, establish physical barriers on cell surfaces, regulate
communication between hosts and microbes, and act as signaling molecules or elicitors for
recognition, thus influencing the establishment or prevention of microbial colonization (van
Dam and Bouwmeester, 2016; Venturi and Keel, 2016). The phospholipids are the main
lipids present in the PM which can be hydrolyzed by a group of enzymes known as
phospholipases (PL), including PLA, PLC, and PLD (Zien et al., 2001). In Arabidopsis
thafiana, the PLD family encompasses 12 characterized isoforms: PLDa (1, 2, and 3), p (1
and 2), v (1, 2, and 3), ¢, and {, distinguished by their sequences, protein structures, and
distinctive properties governing activity and phospholipid preferences (Ali et al., 2022).
Through PLD activity, phospholipids are metabolized to generate phosphatidic acid (PA), a
crucial messenger lipid pivotal in cell growth, proliferation, development, and responses to
various stresses such as drought, salinity, frost, and nutrient deficiency. PA exerts its
influence on cellular processes via diverse mechanisms, including direct binding to target
proteins and biophysical effects on cell membranes (Hong et al., 2008; Li et al., 2009).

In mammals, one of the biochemical responses activated by PA is the TOR pathway. In

plants, PLDa3 has been shown to stimulate the phosphorylation of ribosomal kinase S6k,
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particularly under conditions of hyperosmotic and salt stress, potentially mediated by PA-
triggered activation of TOR (Hong et al., 2008).

This study addressed whether the activation of the TOR pathway in A. thaliana by LPS of A.
baldaniorim Sp245 is mediated by PLD activity. These findings will provide valuable
insights into the molecular mechanisms behind the beneficial effects of this rhizobacterium

on plant growth.

2. MATERIALS AND METHODS

The bacterium Azospiriflum baldanioriim Sp245 was kindly donated by Dr. Gladys
Alexandre (University of Tennessee, USA). The strain was maintained on solid LB medium
at pH 7, composed of 10g/L. peptone, 5g/L. veast extract, 5g/L. NaCl, supplemented with
0.3009 g/I. MgSO4 and 0.277 g/1. CaCla, and 15g/L, agar. All reagents were purchased from
the Sigma-Aldrich brand (St. Louis, Missouri, USA).

For this study Arabidopsis thaliana plants ecotype Columbia-0, the reporter lines TOR::GUS
(TOR/tor-1 Menand et al., 2002) , pCycB1;1::uidA (Colon-Carmona et al., 1999), the xipoi!
mutant, which is affected in the phosphatidylcholine biosynthesis (Cruz-Ramirez et al., 2004)

and the S6K 1 overexpression ling (Mahfouz et al., 2006) were used.

2.1. Seed germination

Seeds were sterilized by immersion in 93% (vol/vol) ethanol for 5 minutes, followed by 20%

(vol/vol) sodium hypochlorite for 5 minutes and three subsequent washes with sterile distilled

water. To synchrenize germination, the seeds were cold-stratified at 4°C for 48 hours before

53

——
| —



118

118

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

138

140

141

being placed on agar plates containing Murashige and Skoog (MS) medium at 0.2X
concentration, pH 7, supplemented with 0.9 g/I. MS salts, 0.6% (w/v) sucrose, and 10 g/L.
plant agar (PhytoTechnology Laboratories, St. Lenexa, KS, USA). These plates were
vertically positioned inside a growth chamber (Percival Scientific AR-95L) maintained at a

temperature of 22°C under a photoperiod of 16 hours light and 8 hours darkness.

2.2. Lipopolysaccharides extraction

Lipopolysaccharides were extracted using the hot phenol method as described by Renukadevi
etal., 2012. The bacteria were cultured in 150 mL of liquid LB minimal medium for 24 hours
at 30°C with continnous shaking. Following incubation, the culture was centrifuged at 3,200
pm for 10 minutes (Centra CL2 centrifuge, rotor 800) to obtain a cell pellet. To this pellet,
5 mL of sterile distilled water and 5 mL of phenol equilibrated with 10 mM Tris-HCI at pH
8 were added, and the mixture was incubated at 63°C for 20 minutes with shaking at 80 rpm.
After incubation, the sample was allowed to rest at 4°C for 24 hours and then centrifuged at
4,300 rpm for 10 minutes. The resulting supernatant was collected and placed onto a cellulose
dialysis membrane (flat width 33 mm), followed by dialysis in deionized water for 72 hours
with water changes every 24 hours. Subsequently, the dialyzed sample was centrifuged at
12,000 rpm for 10 minutes. To the resulting supernatant (dialyzed sample}, 96% ethanol and
sodium acetate were added to achieve a final concentration of 0.15 M at a ratio of 1:4. This
mixture was allowed to rest for 24 hours at -20°C and then centrifuged for 20 minutes at
4,300 rpm. The supernatant was discarded, and the pellet (precipitate) was dissolved in 250
uL of sterile distilled water. The extracted lipopolysaccharides were stored at 4°C until

further use.
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2.3. Treatment of plants with LPS or PA

After 3 days of germination, the plants were transferred to MS medium plates supplemented
with various concentrations of LPS (50, 100, and 150 pg/mlL). The plants were allowed to
grow for 7 days, after which growth parameters were recorded. For phosphatidic acid (PA)
treatment, three different PAs were utilized: 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphate sodium
salt (16:0} (Sigma-Aldrich), 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphate sodium salt {18:0), and
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphate (18:1%°) (Avanti). These PAs were prepared in
liposomal form following the protocol outlined by Potoky et al., 2003. They were dissolved
in chloroform/methanol (2:1, v/v), and the solvent evaporated under a stream of Nz
Subsequently, water was added, and the mixture was dispersed by sonication in a water bath
{Cole-Parmer 8893 Ultrasonic cleaner). Liposomes were either used immediately or stored

at -20°C until needed.

2.4, PLD activity

PLD activity was assessed using the MAK 137 colorimetric kit (Sigma-Aldrich). In this assay,
PLD catalyzes the hydrolysis of phosphatidylcholine to choline, which is subsequently
detected using choline oxidase. The resulting colorimetric product is quantified via

spectrophotometry at 570 nm.

2.5. PA extraction
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PA content was analyzed via lipid extraction using a modified procedure developed by Welti
et al., 2002. Initially, 500 mg of tissue were transferred to 10 mL of isopropanol containing
0.01% butylated hydroxytoluene (BHT) and heated at 73°C for 15 minutes. Subsequently,
10 mL of chloroform and 5 ml. of water were added, and the samples were stirred for one
hour at room temperature before removing the supernatant. This supernatant was then
combined with chloroform/methanol (2:1) containing 0.01% BHT and stitred for an
additional 30 minutes at room temperature. The resulting supernatant was collected in a pre-
weighed tube, and this process was repeated 5 times until the plant tissue appeared white,
with each supernatant being added to the same tube. A wash was performed with 1 mL of
1M KC1 for 10 minutes, followed by removal of the upper phase of the mixture, and another
wash with 2 mL of water for 5 minutes. The aqueous phase (upper phase of the mixture) was
discarded. The solvent then evaporated under a stream of No gas, and the drv extract was

dissolved in 200 pL of chloroform and stored at -20°C until finther use.

2.6. Thin-layer chromatography of PA

Lipid separation was conducted using thin-layer chromatography (TLC) employing the
solvent system chloroform:methanol:ammonium hydroxide (CHCI3:CH30OH:NH40H,
60:35:6 v/v/v). For phospholipid visualization, the plate was sprayed with 0.01% primuline
in 80% acetone (Tanaka et al., 2012). Subsequently, the dried plate was examined under a
transilluminator (excitation wavelength: 312 nm, emission wavelength: 605 nm), and
photographs were captured. The digitized image was subjected to analysis using Image]
software to determine both the pixel intensity value and the area of the stain corresponding

to phosphatidic acid.
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2.7. TOR expression

Plants expressing the uidA reporter gene were stained with 0.1% X-Gluc (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-beta-D-glucuronic acidy and incubated overnight at 37°C. For analysis, the plants
were cleared as previously described (Malamy and Benfey, 1997), subsequently mounted on
glass slides, and sealed with commercial nail polish. Observation was conducted under a
microscope equipped with Nomarski optics (Leica DFC430C). Image intensity was
quantified using the ImageJ program.

The in silico analysis of the phosphatidic acid-binding site of the TOR protein in plants was
conducted using the conserved Arg2109 residue of the human TOR protein (Foster, 2013).
The analysis was performed on the Protein BLAST platform provided by the National Center

for Biotechnology Information (NCBI), National Library of Medicine, USA.

2.8. Cell division

Cell division was analyzed in root meristem by the expression of the reporter

CYCBI;1::GUS, using the transgenic plants pCycBl;1:uidA 24 h after LPS or PA

treatments.

2.9. RT-qPCR of the RPS278, RPL7B and RPS6EB genes

Plants were macerated in liquid nitrogen, and total RNA was extracted using TRIzol (Sigma

Aldrich), followed by DNase treatment to eliminate DNA residues. RNA integrity was
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evaluated by electrophoresis on a 1% agarose gel at 90 V. The quality and quantity of RNA
were assessed using a NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Rockford, 1L,
USA). cDNA synthesis was carried out according to the manufacturer's instructions of the
SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR kit (Life Technologies/Gibco-
BRL., Carlsbad, CA, USA). RT-qPCR was conducted in triplicate for each treatment and
gene using the ABI StepOne™ System thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). The oligonucleotide sequences for the genes were obtained from Yun-Kyoung et al.,
2014. For RPS27B (Small ribosomal subunit protein 27B), the forward primer sequence was
5 -TTAGCTTCTTGCGAAGATGGTTCTTCAA-3" and the reverse primer sequence was
5 -AGAATTGTCTGGCAGTTTCCGCACACCA-3'". For RPL7R (Large ribosomal subunit
protein L7B), the forward primer sequence was 5°-
CTCCACAGAGGATTCGGAAATGGTTGAG-3" and the reverse primer sequence was 5'-
ACTCCTTCTCCTTCTCGGCATATTCCTT-3". For RPS6B (Ribosomal protein S6), the
forward primer sequence was 5 -CTGTTGTAGCAGCAGTGTCTATCGGA-3 and the
reverse primer sequence was 5 -CAATGACCAAGTTAAGAACAGACAGGTCA-3 . RT-

gPCR analysis was performed with SYBR-Green PCR master mix, 1 pL of oligonucleotide
mix (forward-reverse), 2 pL of ¢cDNA, and 3 uL of sterile deionized water. The thermal
cycling protocol consisted of an initial denaturation step at 95°C for 10 min, followed by 40
cycles of denaturation at 95°C for 15 seconds and annealing/extension at 70°C for 30

seconds. The amount of RNA in each sample was normalized using actin as a reference gene.

2.10. Statistical analysis
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All experiments were repeated at least three times. The data were analyzed using the
STATISTICA program, version 12 a multivariate analysis was carried out followed by a

post-hoc test (Tukey’s HSD) were used to test differences between treatments.

3. RESULTS

3.1. LPS increases leaf area and the number of lateral roots

Previous studies have demonstrated that LPS contributes to increased length and weight in
Arabidopsis seedlings (Méndez-Gomez et al., 2020). Additionally, here it is demonstrated
that LPS treatment also increase concentration-dependent the number of lateral roots (Figure
1A}, the length of root hairs (Figure 1B), and the area of the first tue leaf (Figure 1C), with
the most significant effects observed at a concentration of 100 pg/mL. Collectively, these
findings suggest that LPS play a role in stimulating the growth of 4. thaliana, with a
concentration of 100 nug/ml showing the most pronounced effects, and this concentration

was used to further assays.

3.2. LPS stimulates PLD activity

To analyze whether the modulation of plant growth by LPS involves PLD activity, PLD
activity assays were conducted following varying exposure times to LPS (5, 10, 15, and 30
minutes). A significant increase in total PLD activity was observed after 5 minutes of LPS
treatment, with further increase evident at 30 minutes (Figure 2A). Subsequently, a detailed

analysis of PLD activity was carried out in both the shoot and root to investigate potential
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differential responses to LPS in different tissues. These tissues exhibited different levels of
PLD activity, with root activity notably higher. Post-LPS treatment, PLD activity increased
in both the shoot and root at the same level (approximately 60%), indicating that LPS can
stimulate PLD activity throughout the entire plant (Figure 2B). Furthermore, the total content
of the second messenger PA, a product of PLD enzyme activity, was analyzed by TLC at the
same times as with PLD activity assays. A correlation between PA accumulation and enzyme
activity was observed, with an increase in time of LPS treatment with maximum
accumnulation reached at 30 mimutes after treatiment (Figure 2C"). These results show that LPS
possess the capability to elevate PA levels by activating PLD. When PA content was analyzed
in the shoot and root, it was biologically higher in the shoot than in the root, indicating a
greater production of PA in the shoot. The addition of LPS exerted stimulatory effects on PA
accumulation in the two tissues, with similar magnitudes observed in both tissues (3-fold of

increase) (Figure 2D).

3.3. Phospatidvicholine svnthesis is needed for' the biological activity of LPS

The role of PA production stimulated by LPS in regulating plant morphology and growth
was investigated using the Arabidopsis mutant xipot! (xpl#). This mutant is impaired in the
production of phosphocholine (PChe), a precarsor for the biosynthesis of
phosphatidylcholine (PC}), the primary substrate for PA production by the PLD enzyie. xpi]
mutants exhibit reduced primary root growth and morphological alterations in root epidermal
cells (Cruz-Ramirez et al., 2004). When xp// plants were grown in the presence of LPS for
seven days, root growth was not stimulated as observed in wild-type plants; instead, growth

remained similar to that of untreated xp// plants. Partial recovery of root growth was
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observed with the addition of saturated PA species, particularly PA 16:0, followed by PA
18:0, and to a lesser extent, the unsaturated PA 18:1%° (Figure 3A-C). Furthermore, root hair
formation, which was not stimulated in xp// plants by LPS, was restored by the addition of
all three PA species (Figure 3D). The xp// plants exhibited impaired PA production,
producing less than the WT plants, and the PA level was only partially restored with the
addition of LPS (Figure 3E). These findings highlight the critical role of PCho as a precursor

for PA synthesis in the LPS-stimulated growth and morphological responses of Arabidopsis.

3.4. 1-butanol inhibit PA accumulation and TOR expression

The PLD inhibitor 1-butanol was utilized to investigate the role of PA in TOR expression.
Initially, the effects of various concentrations of 1-butanol on Arabidopsis growth (0.2, 0.4,
0.6, and 0.8%) were assessed. It was observed that both total length and total fresh weight
progressively decreased in parallel with increasing concentrations of 1-butanol. Cell viability
was notably affected only at the higher inhibitor concentration of 0.8% (Figure 4A-C). Based
on these findings, a concentration of 0.4% 1-butanol was selected for further analysis of TOR
expression in the root meristein, as this concentration inhibited plant growth without adverse
effects on cell viability { Supplementary Figure 1}. TOR was found to be highly expressed in
the root meristem of plants treated with LPS (100 pg/ml.). However, the inhibitor alone
suppressed basal TOR expression, with this inhibitory effect being sustained by the
combination of LPS/1-butanol (Figure 4D}. The effect of 1-butanol on TOR expression
correlated with levels of PA (Figure 4E), indicating that the PA accumulation promoted by

LPS is required for TOR expression.
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3.5. Effect of different PA species on TOR expression

Various chemical species of PA were used to investigate its specificity in regulating TOR
expression in shoots and roots. The study included two saturated fatty acids (16:0 and 18:0)
and one unsaturated fatty acid (18:14%). Two concentrations of each PA species (50 and 100
uM) were tested, along with three exposure times (30, 60, and 120 minutes), to evaluate their
effects on TOR marker expression (Supplementary Figure 2).

Interestingly, the different PA species exhibited concentration- and time-dependent effects
on TOR marker expression. The unsaturated PA (18:1%%) demonstrated the strongest activity,
showing significant effects as early as 30 minutes and increasing further by 120 minutes at
100 pM. A similar concentration- and time-dependent pattern of TOR activation was
observed in shoot tissue (Figure 5A-C).

Our findings demonstrate that PA activates TOR expression. In mammals, the positively
charged Arg2109 in the rapamycin-binding domain of mTOR is critical for PA interaction,
and this residue is highly conserved, with either an Arg or Lys present at this site (Fang et
al., 2001; Rodriguez-Camargo et al., 2012). To assess whether this binding site is conserved
in the Arabidopsis TOR protein, we performed an i sifico analysis. Interestingly, a
conserved Lys residue was identified at the PA-binding site of the TOR protein in
Arabidopsis and other plant species (Figure 5D). These results suggest that, in addition to
regulating its expression, PA may activate Arabidopsis TOR through a conserved mechanisim

shared among plant species.

3.6. S6K1 and ribosomal genes are stimulated by LPS
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S6K1 is a key downstream component in the TOR signaling pathway. To determine whether
LPS activates molecular elements downstream of TOR, we used an overexpression line of
the S6K1 protein (355::56K1) and quantified the expression of ribosomal genes (RPS27B,
RPL7B, and RPS6R). The Arabidopsis S6K1 overexpression plants displayed increased shoot
and root growth compared to wild-type plants. This growth was further enhanced by LPS
treatment, as evidenced by increases in total length and fresh weight parameters (Fig. 6A-C).
These results suggest that LPS appear to stimulate S6K 1 activity. In addition, treatment with
LPS (100 pg/mL) resulted in a 1.07-fold increase in RPS278 expression and a 0.70-fold
increase in RPL7B expression compared to untreated plants. However, RPS6B expression

showed no significant changes in response to LPS (Fig. 6B).

3.7. Effect of LPS and PA on cell division

Finally, we then investigated the impact of LPS and PA on cell division in the root meristem
by assessing the expression of the reporter CycB1;1::GUS. Plants were treated for 24 hours
with LPS (100 pg/mL), PAs (100 pM), or 1-BtOH (0.04%%), and the marker expression was
subsequently analyzed. An approximately 50% increase in cell division in response to LPS
treatment was observed compared to the untreated control. Furthermore, all three different
PAs promoted cell division, albeit with varying intensities; PAs 16:0 and 18:0 exhibited a
similar level of promotion as LPS, while PA 18:1%° demonstrated a greater capacity to
enhance cell division compared to LPS and the other PAs. Notably, cell division was

inhibited by 1-butanol at this time point (Figure 7A. B).
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4. DISCUSION

Diverse studies have demonstrated that 4. baldaniorum Sp245 LPS, in addition to serving as
structural components of the outer membrane, play a role in promoting plant growth (Evseeva
et al., 2011; Chavez-Herrera <t al., 2018; Tkachenco et al., 2021). However, the underlying
mechanisms remain poorly understood. Méndez-Gomez et al., 2020 reported that LPS
treatment in seedlings increased the expression of the TOR protein and phosphorylation of
S6K, suggesting that the TOR signaling pathway may be modulated by LPS.

To further investigate this mechanism, we explored the potential role of PLD as a mediator
linking LPS to TOR activation. Qur analysis revealed a significant increase in total PLD
activity shortly after LPS treatment, indicating that this enzyme is rapidly activated in
response to LPS and is integral to the plant response to this molecule. Moreover, we observed
a corresponding increase in PA levels shortly after LPS treatment, which was proportional to
PLD activity. PA, the direct product of PLD-mediated hvdrolysis of membrane
phospholipids, functions as a signaling lipid. Tt regulates various cellular processes by
binding to specific target proteins, leading to either genomic (e.g., transcriptional changes)
or non-genomic responses (Kolesnikov et al., 2022).

We observed higher PLD activity in the root compared to the shoot of the plant, while PA
content was lower in the root and higher in the shoot. This elevated PA content in the shoot
may be due to a secondary pathway for PA production, potentially involving phospholipase
C (PLC) activity (Takéc et al., 2019}. While the role of phospholipases in plant growth is
well-established, their involvement in plant-microorganism interactions during growth

promotion remains basically underexplored.
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The significance of PLD activity in mediating LPS biological effects on A. thaliana was
confirmed using 1-butanol, an inhibitor of PA synthesis. PLD is unique in its ability to
transfer the phosphatidyl group of phospholipids to primary alcohols, forming phosphatidyl
alcohols (Munnik, 2001}, We observed a dose-dependent reduction in the growth of A.
thaliena with increasing concentrations of 1-butanol while treatments with ethanol and
propanol will not affect plant growth (Supplementary Figure 1). Furthermore, the cellular
and biochemical processes affected by 1-butanol, such as cell division and TOR expression,
were not restored by LPS treatment. Previous studies have similarly reported poor root hair
formation and disruptions in cytoskeleton organization in plants treated with 1-butanol,
underscoring the critical role of PA in the normal development of A. thaliana (Motes et al.,
2005; Potocky et al., 2003).

In mammals, Fang et al., 2001 demonstrated a key role for PA in mTORC1 regulation
through direct binding to the FKBP12-rapamycin binding (FRB) domain of the TOR
complex (Veverka et al., 2008). In plants, there is no direct evidence linking PA and TOR.
However, our in sifico analysis identified a conserved lysine residue within the PA-binding
site of the TOR protein, strongly suggesting the possibility of a direct PA-TOR interaction
in Arabidopsis. The high sequence conservation of FRB represents a positive regulatory
function of this domain, exerted through PA (Foster, 2013; Frias et al., 2023). We also found
that different PA species stimulated TOR expression in the shoot and root meristems,
potentially also indicating TOR activation. Interestingly, the degree of fatty acid saturation
in PA, rather than its molecular length, appeared to be more critical for TOR stimulation. For
instance, PA 18:1%° exhibited a greater capacity to enhance TOR marker expression
compared to PA 16:0. Currently, there is no reported information on the relationship between

PA saturation and TOR activation in plants, and such information is limited in mammals
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(Foster, 2013). However, studies suggest that a certain degree of unsaturation in PA is
necessary for TOR complex stability and activity. In mammals, PA containing only saturated
fatty acids inhibits TOR (Zhang et al., 2012). In drabidopsis, we observed that PA with two
saturated fatty acids did not inhibit TOR expression but showed weaker biological activity
compared to unsaturated PA.

36 kinases (S6K} are major substrates of TOR kinase, conserved across animals and plants,
with ribosotnal protein S6 (RPS6) as their primary target (Fenton and Gout, 2011; Ruvisnky
and Meyuhas, 2006). Using Arabidopsis plants overexpressing the S6K1 protein, we
observed an additional growth stimulation compared to plants treated solely with LPS. These
findings suggest that, in addition to TOR activation, S6K activity is also stimulated by LPS.
86K plays a critical role in regulating cell growth and proliferation (Schepetilnikov et al.,
2011).

Ribosomal proteins such as RPS27B, RPL7B, and RPS6 are primarily involved in ribosome
biogenesis. However, recent studies have demonstrated their additional roles in transcription,
cell cycle regulation, and mRINA processing (Lindstrém, 2009; Warner and MclIntosh, 2009).
We evaluated the expression of these ribosomal components and found increased expression
levels of RPS27B and RPL7B, but not RPS6, in Arabidopsis treated with LPS. Whether the
regulation of these genes is directly or indirectly mediated by S6K remains to be determined.
Changes in ribosomal gene expression can alter ribosome properties, impacting protein
translation and, consequently, cell growth. Qur results clearly indicate that ribosomal activity
is modulated by LPS.

Interestingly, no increase in RPS6 expression, a conserved downstream effector of the TOR

({Target of Rapamycin} signaling pathway (Hay and Sonenberg, 2004; Chen et al., 2018), was
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observed in response to LPS. However, its activation by TOR-dependent phosphorylation
has been reported by A. baldaniorum Sp245 LPS (Méndez-Gomez et al., 2020).

RPS27 contains a zinc finger motif, which may allow it to interact with non-ribosomal
components stuch as DNA or mRNA. Specifically, RPS27B (A T3(G61110)has been suggested
to regulate transcript stability in response to genotoxic stress (Revenkova et al., 1999).
Mammalian L7 proteins possess a basic-region leucine zipper (bZIP)-like motif (Hemmerich
et al,, 1993), which mediates interactions with other components of the translational
apparatus, such as ZNF7-like proteins and S7. This enables L7 to regulate the translation of
its own mRNA and that of other genes (Witte and Krawinkel, 1997). In plants, the roles of
these ribosomal proteins, as well as others, in plant-beneficial microorganism interactions
have not been extensively studied. Our results suggest that they may play an important role
in such interactions, as LPS from 4. balderiiorum stimulated their expression in Arahidopsis.
In conclusion, our findings demonstrate that 4. baldaniorion LPS mechanistically stimulates
the TOR signaling pathway through PLD activity, and changes in ribosomal protein

expression associated with protein translation (model in Fig. 8).
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Figure legends

Figure 1. Effect of LIS on the growth ol . thafiena. (A, B) Lvaluaiion of the munber of
lateral roots and length of root hairs in 4. thaficna plants with different concentrations of
LPS. (Cy Comparative images of the effect of LPS on first tie leaf size and leaf area
quantification by image T Bar 1 mm Values represent mean 1 SE ol three independent
experiments. Letters in the bars indicare significant difference (ANOVA, Tukey’s HSD test;

P<0.05).

Figure 2. Effect of LPS on PLD activity. (A) PLD activity at short periods of exposue to
LS (13) PLIDY activity analysed o shoot and root of scedlings ol 7 davs ol growth and treated
with 100 ug'mL LPS for 30 minutes. () PA level in seedlings treated with LPS at different
short periods. PA 18:1%° was used as a standard. (D) PA production in shoot and root of
seedlings of 7 days of growth and treated with 100 pe/ml. T.PS for 30 mowtes. The graphs
show the relative quantification measured by image J. Values represent mean £ SE of three
mdependent experiments. Letters m the bars indicate sigmificant difference (ANOVA,

Tikev's HSD test: P<1).05).

Figure 3. Ellecl of phosphalidvicholine biosynlhesis in the Arabidopsis growth
stimulated by LPS. (A) Representative images of WT and xipo# seedlings 7 days after LPS
({100 pg/mL} and PA (200 D) weatiments. (B, C) Total length and number of lateral roots.
(D) Representalive Images of the roof mophology of WT andd vyl seedling-. Bar T
(E) PA production in seedlings treated with LPS for 7 davs. The graph shows the relative

quantification measured by image J. Values represent mean £ SE of three independent
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648  experiments. Letters in the bars indicate significant difference (ANOVA, Tukey’'s HSD test;
648  P<0.05).
850
651  Figure 4. Effect of LPS and PLD inhibition on TOR expression. (A, B, C) Growth
652  parameters and cell viability evaluated on seedlings treated with different concentrations of
8563  1-BtOH for 7 days. (D) Expression of TOR in the root meristem of seedlings grown for 7
854  days with LPS and 1-BtOH. Bar = 100 um. The relative quantification of TOR marker
855  expression was measured by image J. (E) PA production of seedlings treated for 7 days with
6566  LPS and 1-BtOH. Data are mean = SE of three independent experiments. Letters in the bars
857  indicate significant difference (ANOVA, Tukey's HSD test; P<0.05).
658
659  Figure 5. Effect of different PA species on TOR expression. (A) Expression of TOR in
860  the foliage and root meristems of 7 days old seedlings treated with 100 uM of different PA
861  species (16:0, 18:0 and 18:1%°) for 120 minutes. Bar = 200 pun for foliage and 100 um for
662 root. (B, C) Relative quantification TOR marker expression by image J. Letters in the bars
863  indicate significant difference (ANOVA, Tukey’'s HSD test, P<0.05). D) It silico analysis
864 for TOR protein PA-binding site in Arabidopsis and other species. Homo sapiens,
865  Arabidopsis thaliana, Camelia sativa, Brassica rapa, Raphamus sativus, Theobroma cacao,
666  Gossypitmm raimondii, Pistacia vera, Ricinus conmmniis, Hibiscus trionimn.
867
668 Figure 6. Effect of LPS on S6K and ribosomal protein gene expression. (A)
662  Representative images of WT and 355::S6K seedlings 7 days after LPS treatment (100
870 ug/mL). (B, C) Total length and total fresh weight. (D} Transcript levels of ribosomal protein
871  genes, RPS27B (Small ribosomal protein 27B), RPL7B (Large ribosomal protein L7B) and
an
[ 7]
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&91
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895

RPS6B (Small ribosomal protein S6B) in A. thaliana 7 days after LPS. Values represent mean
+ SE of three independent experiments. Letters and asterisks in the bars indicate significant

difference between treatments (ANOVA, Tukey's HSD test; P<0.05).

Figure 7. Effect of LPS and PA on cell division in roots meristem. (A) Cyclin expression
through the reporter marker CycB1;1::GUS after LPS or different PA species treatments. (B)
Quantification of the number of dividing cells in the root meristem. Values represent mean
+ SE of three independent experiments. Letters in the bars indicate significant difference

(ANOVA, Tukey's HSD test; P<(0.03).

Figure 8. Proposed model of the mechanistic effect of A baldaniorum Sp245 LPS on the
TOR signaling pathway in 4. thaliana, mediated by PLD. LPS, lipopolysaccharides; PM,
plasma membrane; PLD, phospholipase D; XPL1, xipotl; PC, phosphatydilcholine, PA:
phosphatidic acid, TOR, Target of rapamycin; S6K, ribosomal protein S6 kinase; RPS27B,

small ribosomal protein 27B, RPL7B, large ribosomal protein L7B.

Supplementary figure 1. Effect of 1-BtOH on cell viability and growth of 4. thaliana
with other alcohols. (A) Representative images of leaf blade and root tip (Nomarski optics
40x) of A. thaliona with different concentrations of 1-BtOH and stained with Evans Blue to
detect cell death in the tissue. Bar = 100 um. (B-G) Total length and total fresh weight of A.
thaliema seedlings after 7 days of growth with different concentrations of 1-BtOH, EtOH or
2-propanol (iPrQOH). Values represent mean + SE of three independent experiments. Letters

in the bars indicate significant difference (ANOV A, Tukey’'s HSD test; P<0.035).
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Supplementary figure 2. Effect of phosphatidic acid on TOR expression in both
meristems. (A) TOR marker expression in root meristem after different concentrations and
species of PA. (B) Relative quantification of the marker by image J. Barr = 100 pm. (C) TOR
marker expression in the foliage of 7 days old seedlings treated with 100 pM of different PA
species (16:0. 18:0 and 18:1A%) for 30.60 and 120 minutes. (D) Relative quantification of the
marker by image J. Bar = 200 pm. Letters in the bars indicate significant difference

(ANOVA, Tukey’'s HSD test; P<(0.05).
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7.2. CAPITULO 2. Hydrogen peroxide modulates the expression of the target of
rapamycin (TOR) and cell division in Arabidopsis thaliana.
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Abstract

Hydrogen peroxide (H,0,) is naturally produced by plant cells during normal development and serves as a messenger that
regulates cell metabolism. Despite its importance, the relationship between hydrogen peroxide and the target of rapamycin
(TOR) pathway, as well as its impact on cell division, has been poorly analyzed. In this study, we explore the interaction of
H-0, with TOR., a serine/threonine protein kinase that plays a central role in controlling cell growth, size. and metabolism
in Arabidopsis thaliana. By applying two concentrations of H,0; exogenously (0.5 and 1 mM). we could correlate devel-
opmental traits, such as primary root growth, lateral root formation, and fresh weight. with the expression of the cell cycle
gene CYCBI1:1, as well as TOR expression. When assessing the expression of the ribosome biogenesis-related gene RPS27B,
an increase of 94.34% was noted following exposure to 1 mM H,0, treatment. This increase was suppressed by the TOR
inhibitor torin 2. The elimination of H,O, accumulation with ascorbic acid (AA) resulted in decreased cell division as well
as TOR expression. The potential molecular mechanisms associated with the effects of H,0, on the cell cycle and TOR
expression in roots are discussed in the context of the results.

Keywords Target of rapamycin - Arabidopsis - Hydrogen peroxide - Cell cycle - Plant growth

Introduction

In the development of every living organism, essential steps
involve cell division and growth, processes intricately linked
to anabolic and catabolic metabolism (Leevers and McNeill
2005; Goranov and Amon 2010; Johnson and Lenhard
2011). In plants, cell proliferation and expansion are closely
tied to nutrient availability. Unlike animals, postembryonic
growth in plants is indeterminate, sustained by shoot and
root meristems, zones marked by accelerated mitosis that
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facilitates cell replenishment for constructing the entire plant
body. Cell proliferation requires the integration of physi-
ological and metabolic processes, ultimately reconfiguring
phenotypical and adaptive behaviors (Goranov and Amon
2010; De Virgilio and Loewith; Considine and Foyer 2021).

Reactive oxygen species (ROS) play crucial roles as sign-
aling molecules in normal plant metabolism. participating
in the appropriate biochemical responses of plant cells to
abiotic stresses (Gapper and Dolan 2006; Jaspers and Kan-
pasjdrvi 2010; Mittler et al. 201 1; Wrzaczek et al. 2013).
ROS are distributed along the root and are vital for its nor-
mal growth (Tsukagoshi et al. 2010; Ivanchenko et al. 2013).

The ROS hydrogen peroxide (H-0,) is primarily detected
in the differentiation zone and in root hairs (Dunand et al.
2007). In plant cells’ normal metabolism, H,0, is consist-
ently produced at basal levels through protein complexes
during photosynthesis and respiration. These levels escalate
in response to environmental stress (Desikan et al. 2004).
Additional sources of H,0, include enzymes like NADPH
oxidase, cell wall peroxidases. amine oxidases. and flavin-
containing enzymes (Neill et al. 2002). With lower reactivity
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compared to other ROS, H,O, exhibits a relatively long half-
lite and low toxicity and its membrane permeability allows
rapid migration into adjacent cells or tissues, inducing a
myriad of biological responses (Gechev et al. 2006 Mittler
et al. 2004).

Biochemical and genetic studies support the role of H»0,
as a signaling molecule in plants, participating in various
morphological, physiological. and biochemical processes
(Mittler et al. 2004). For instance, Tsukagoshi et al. (2010)
demonstrated that reduced levels of HJ05 lead to meristem
enlargement and increased cell elongation. contributing to
enhanced root growth. In contrast, high H,0, concentrations
significantly reduced the meristem length (Su et al. 2016).
H,0, strongly activates mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs) and cell cycle genes during the emergence of
adventitious and lateral roots (Pan et al. 2012). The acti-
vation of genes expressing proteins associated with plant
signaling and ex pansion, cell elasticity and contraction, and
cell cycle monitoring is also linked to H,0, (Barba-Espin
et al. 2010). However. the relationship between H,0, and
the TOR pathway, as well as its involvement in cell division
in the main root, has been weakly studied.

The Target of Rapamycin (TOR) is a Ser/Thr protein
kinase within the phosphoinositide 3-kinase-related kinase
family (Wullschleger et al. 2006). TOR signaling serves as
a pivotal regulator of growth and development, influencing
protein synthesis, ribosome biogenesis, metabolism. and
autophagy in response to growth factors, nutrient availabil-
ity, and energy status (Wullschleger et al. 2006; Laplante
and Sabatini 2012; Maegawa et al. 2015). Two TOR com-
plexes, TORCI and TORC2, have been identified in both
yeast and animals. TORC]1 is highly conserved in yeast. ani-
mals, and plants. It senses various signals such as growth
factors. amino acids, energy status, and oxygen to modulate
cell growth, as well as other metabolic processes (Wulls-
chleger et al. 2006; Laplante and Sabatini 2012; Hara et al.
2002; Kim et al, 2002; Loewith et al. 2002; Martin et al.
20024). In plants, the TOR kinase serves as a checkpoint that
links nutrient status to the regulation of root system devel-
opment and other functions associated with growth. TOR
senses and transduces glucose signals to activate root meris-
tems by orchestrating global transcriptional reprogramming
(Xiong et al. 2013; Xiong and Sheen 2014). In Arabidopsis,
the repression of TOR transcription by RNA interference
(RNAi) or the chemical inhibition with rapamycin strongly
inhibits postembryonic development and organ growth in
seedlings, respectively. This inhibition includes cotyledon
expansion, leaf development. petiole elongation, and pri-
mary and lateral root growth (Ren et al. 2012; Caldana et al.
2013: Rexin et al. 2015). The ribosomal protein 86 kinase
(86K ), a Ser/Thr AGC kinase, functions as a downstream
element in TORC signaling. contributing to cell growth,
proliferation, and stress response by regulating protein
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synthesis and ribosomal biogenesis (Xiong and Sheen 2014;
Schepetilnikov et al. 2013).

Ribosomal proteins are crucial for mRNA recognition and
decoding, (RNA recognition, subunit assembly, transport,
and stabilization (Klein et al. 2004). The S27 protein is a
ribosomal protein with reminiscent features of transcription
factors (Wool 1993). Arabidopsis harbors three isoforms of
527: ARS27TA, ARS2ZTB. and ARS27C. encoded by three
closely related genes. In proximity to the zinc finger motif,
each isoform exhibits a distinct amino acid. The removal of
RPS2Z7B impacts the biogenesis of 408 ribosomal subunits,
leading to a slow-growing, with compromised prefRNA pro-
cessing (Revenkova et al. 1999).

Several studies suggest a potential connection between
the H,0, and TOR pathway in modulating growth under
stress conditions. In Arabidopsis. the mutation in the mafl
gene has been linked to heightened sensitivity to both H,0,
and TOR inhibitors such as AZD80535 and Torin-1. Mafl
is a conserved repressor of RNA polymerase 111 (Pol III)
across eukaryotes and plays a crucial role in the synthesis
of small RNAs, 55 rRNA, and tRNAs essential for protein
translation and cell growth. It is a phosphoprotein and its
dephosphorylation activates its repressor activity (Ahn et al.
2019).

In mammalian cells. stress-induced ROS can suppress
TORC] signaling and activate autophagy mechanisms (Pant
et al. 2017). Unlike other eukaryotes. our understanding of
the role of TOR in plants is limited, and it remains unclear
whether H,O, affects plant growth by modifying TOR kinase
activity. In this context, it has been demonstrated in Arabi-
dopsis that certain abiotic stresses, including salt, osmotic,
cold, and oxidative stress, can regulate TOR transcripts
(Pereyra et al. 2020). The current study aims to investigate
the impact of H,0; on TOR expression and cell division in
AL thaliana seedlings.

Materials and methods
Biological material and Arabidopsis growth

Wild-type Arabidopsis thaligna (Columbia ecotype) and
transgenic Arabidopsis lines, including CYCB1:1::GUS
and TOR ::GUS (TOR/tor- 1; Wassilewskija ecotype), were
utilized in this study. The ror-{ allele, a generous gift from
Dr. Benoit Menand (Aix Marseille Université. Marseille,
France ), carries a translational fusion between the TOR
N-terminal sequence and GUS. The chimeric reporter pro-
tein cyclin-GUS was used to examine the mitotic activ-
ity (G2/M) in root meristem. This chimeric reporter was
formed by fusing a genomic fragment containing putative
promoter sequences and the coding sequence corresponding
to the N-terminal 116 amino acids of Arabidopsis CycB1:1
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(p48©v=B11y along with a candidate mitotic destruction box
(MDB), to Escherichia coli uidA (Colén-Carmona et al.
1999).

For Arabidopsis germination, seeds were surface-steri-
lized with 95% ethanol for 5 min, followed by 20% bleach
(Cloralex) for 5 min, and then washed five times with steri-
lized distilled water. Subsequently. the seeds were stored at
4 °C for 2-4 days before germination and growth on agar
plates containing 0.2X Murashige and Skoog (MS) medium
[0.9 g/L. MS salt, 0.6% sucrose (w/v), and 10 g/L. Agar Plant
TC (PhytoTechnology Laboratories, St. Lenexa, KS. USA)].
with a pH of 7. The plates were positioned vertically in a
plant growth chamber (Percival Scientific AR-95L) at 22 °C,
with a photoperiod of 16 h of light and 8 h of darkness. and
a light intensity of 100 pmol m™= 7', All reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (5t. Louis, Missouri, USA).

H,0,, ascorbic acid (AA) and indole-3-acetic acid
(IAA) treatments

Four days after germination, plants were transferred to agar
plates containing varying H,0, concentrations (0.5 and
| mM} (Claeys et al., 2014). A stabilized hydrogen perox-
ide solution (30% w/w in dd H,0) was diluted with dH,0
to achieve the specitied concentrations. The diluted solution
was then added to warm agar, homogenized, and distributed
in Petri plates for solidification. Ascorbic acid (AA ) was
externally applied at a concentration of 1 mM. following the
protocol by Li et al. (2018).

3,3-diaminobenzidine (DAB) plant tissue stain

H40; in situ detection was achieved following a modified
procedure from Thordal-Christensen et al. (1997). Plant tis-
sue was immersed in 1 mg/mL DAB, pH 3.8, and incubated
fior 15 min. The tissue was then cleared in 95% ethanol for
| h and mounted in 50% glycerol. Images of the roots. cap-
tured with a digital camera on a microscope. were processed
using AmScope software.

H;0, levels were determined following the method out-
lined by Junglee et al. (2014). In brief, plant tissue (30 mg)
was homogenized with | mL of a solution containing
0.25 mL trichloroacetic acid (TCA) (0.1% w/v), 0.5 mL KI
(1 M), and 0.25 mL potassium phosphate butter (10 mM, pH
8.00 at 4 °C for 10 min. The samples were protected from
light, and a control was prepared with H,O instead of KI
to account for tissue coloration background. The homogen-
ate was then centrifuged at 12.000x g for 15 min at 4 °C.
The supernatant was recovered and left to incubate at room
temperature (20-22 °C) for 20 min. Subsequently, 100 pL
of the samples were analyzed in a spectrometer at 350 nm.

Quantification was performed using a calibration curve gen-
erated with H,O, standard solutions prepared in 0.1% TCA.

Cis-elements TOR promoter analysis

The Eukaryotic Promoter Database (EPD: https:/epd.
expasy.org/epd) (Meylan et al. 2020) was used to identify
and restrict the TOR (AT 1G50030.1) promoter extension to
-624 bp upstream from ATG. The Plant Promoter Analysis
Navigator (PlantPAN 4.0) (http://plantpan.itps.ncku.edu.tw/
plantpand) (Chow et al. 2019) was used to identify putative
cis-regulatory elements and predict transcription factors that
may bind to the conserved sequence motifs in the promoter
of TOR.

Analysis of plant growth parameters

Plant growth parameters were assessed six days after trans-
plantation. The fresh weight per plant was determined using
an analytical scale (Ohaus V14130 Voyager). Primary root
growth was measured with a ruler. The number of lateral
roots was determined using a stereoscopic microscope
(Leica MZ6) on the primary root. Lateral root density (LRD)
was calculated by dividing the number of lateral roots by the
length of the primary root and is expressed as lateral root
number per centimeter. Cell division was analyzed using the
cell cycle marker CYCB1:1::GUS.

Histochemical analysis

Transgenic lines TOR::GUS and CYCB1;1::GUS were
stained according to Malamy and Benfey (1997). Relative
expression levels were quantified from the resulting photo-
graphs using Imagel software (https:/image.nih.gov/iy/) fol-
lowing the method described by Béziat et al. (2017)

RPS27B gene expression analysis by RT-qPCR

Total RNA was extracted from frozen plant samples sub-
jected to a 24-h treatment with | mM H.0, or Torin2 at
25 pM (Montané and Menand 2013; Li et al. 2017b). The
concentration and quality of RNA were assessed by measur-
ing absorbance (with an absorbance ratio of 260 nm/280 nm
targeted between 1.6 and 2.0) using a spectrophotometer.
Subsequently. RT-gPCR was conducted mn triplicate for each
treatment and gene. employing the ABI StepOneTM System
thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA., USA).
The RT-gPCR analysis utilized SYBR-Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems) in a reaction volume compris-
ing 5 pL. SYBR-Green PCR Master Mix. | pL of the oligo-
nucleotide mixture (forward and reverse). 2 pul. of cDNA,
and 3 pL of deionized sterile water. Gene-specific primers
RPS27B-F (TTAGCTTCTTGCGAAGATGGTTCTTCAA)
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and RPS2TB-R (AGAATTGTCTGGCAGTTTCCGCAC
ACCA) from the study by Kim et al. (2014) were employed.
The thermal cycling protocol comprised an initial denatura-
tion at 95 °C for 10 min, followed by 40 cycles of dena-
turation at 95 °C for 15 s and annealing/extension at 60 °C
for 30 s. To confirm the amplification of a single, specific
target cDNA, a dissociation curve analysis was conducted
following the manufacturer’s recommendations (Applied
Biosystems). For the dissociation curve, the reaction was
halted at 95 °C for 15 s, followed by immediate annealing
and extension at 60 °C for | min, with a subsequent tem-
perature increase to 95 “C at a rate of 0.3 °C per second.
The RT-gPCR data for each target gene were presented as
average expression levels over three biological replicates.
each with two technical replicates per reaction. The Actin
eene served as the reference gene for normalization across
samples. Finally, gene expression was assessed using the
comparative 2 — AACt method (66).

Statistical analysis

Allexperiments were conducted a minimum of three times,
and the results were consistently comparable. Data analy-
sis was performed using STATISTICA program version
8.0.550. Univariate and multivariate analyses. followed by
a post-hoc test (Tukey’s HSD), were employed to assess dif-
ferences between treatments.

Results

Hydrogen peroxide inhibits Arabidopsis primary
root growth and promotes lateral root development

The effects of difterent H,0, concentrations (0.5 and | mM)
on Arabidopsis growth were examined. Six days after treat-
ment, morphological analysis of the plants did not reveal
deleterious or growth repression symptoms in the shoot
system (data not shown). In contrast, a marked inhibition
of growth. approximately 50% of the main root axis. was
observed at both used H,0, concentrations (Fig. l1a). Con-
comitantly, treatments showed approximately a 150% and
225% increase in lateral root density (Fig. 1b), and about
a 48.5% increase in lateral root number at the same con-
centrations compared to untreated control plants (Fig. 1c).
Accordingly, the root and shoot fresh weights did not change
relative to the untreated control (Fig. 1d, e).

Expression of TOR in response to H;0,
To analyze the effect of H,0, on the expression of TOR

reporter, 6-day-old Arabidopsis seedlings were treated
with 0.5 or 1 mM H,0, for 24 h. Subsequently. reporter

@‘_ Springer

a b
’E“ fip 35¢
S -}i- -
=
5, le'e 25k
5 ‘[ E
— b
s P Bl
= ok o = d
2 T
"é 05k
£ o 0 035 1 e a1
H202 (mM) H:0: (mM)
C d
Ep I
=]
;. g
£ = 7
g Eh o6
3 z S
2 ,_; 4
3 5 (1}
0 05 |1 0 05 1
H20: {l'ﬂM) H20: {mM}
e
=
E
B
2
<=
&
H
2
&=
“ 0 05 1
H:0: (mM)

Fig. 1 Effect of various H,0; concentrations on Arabidopsis growth.
Plant growth parameters were analyzed six days after transplantation.
a—¢ Quantification of root growth parameters. d. e Quantification of
fresh weight. n=10. The letlers on the bars indicate statistically sig-
nificant differences. as determined by Tukey's HSD test (P < 0.05)

expression was analyzed in the root and shoot meristems.
TOR expression in the root meristem exhibited concentra-
tion-dependent increases of 44% and 52% for(.5 and 1 mM
H;0,, respectively. relative to the untreated control. A




Hydrogen peroxide modulates the expression of the target of mpamycin (TOR) and cell division. ..

similar response in TOR expression was observed in the api-
cal meristem. where the expression progressively increased
with H-0, treatments (Fig. 2c. d).

To gain information about the transcriptional regulation
of the TOR gene by H,0O,, an in silico analysis of 624 bp of
the TOR promoter was performed using the PlantPAN data-
base to search for transeription factor binding sites (TFBS)
in the TOR. promoter and their corresponding transcrip-
tion factor (TF) families responsive to H,O,. Four putative
sequences corresponding to the MYB, WRKY, NAC, and
AP2 TFs family were identified in the promoter. All con-
sensus sequences for TFs in the TOR promoter were highly
conserved (Supplementary Fig. 1; Supplementary Table 1).
This analysis suggests that direct regulation of TOR gene
expression could be possible through transcription factors
activated by H.0;.

One of the outcomes of TOR pathway stimulation is
the activation of ribosome biogenesis. Consequently, we
directed our attention to examining the impact of H,0, on
ribosome biogenesis by quantifying the expression of the
RPS27B gene. This pene encodes the ribosomal 408 subu-
nit protein S27B, which plays a crucial role in ribosomal
small subunit assembly. The assessment was conducted
after a 24-h treatment with | mM H,0,. Following H,0,
treatment. the expression of the RPS27B gene increased by
94.34% compared to the untreated control. To establish a
connection between RP5278B expression and TOR pathway,
we utilized the TOR activity inhibitor. Torin2, at a con-
centration of 25 pM. In the presence of H,0,, the inhibitor
reduced the expression of RPS27E by 64%, providing sup-
port for the probability that H,0, activates the whole TOR
pathway. including ribosome biogenesis (Fig. 2e). Based on
these findings, it can be inferred that H,O, activates both
TOR expression and activity.

Ascorbic acid decrease H;0,, TOR expression,
and cell division

Next. the effect of the biological H,0, levels on TOR
expression was analyzed using ascorbic acid (AA) at 1 mM
to decrease its accumulation in the root tip. AA decreased
the H,0, level by approximately 30% 30 min after treatment
and further decreased at 120 min after treatment (Fig. 3a, b).
‘When TOR expression was analyzed, its expression pattern
matched that observed for H,0, accumulation, exhibiting a
progressive decrease over time, ranging from approximately
30% at 30 min to approximately 55% at 120 min after AA
treatment (Fig. 4a. b).

Furthermore, H,0, had an impact on cyclin expression
in the root meristem. Exogenous treatment of the root mer-
istem with 1 mM H,0, at various time points resulted
in a noticeable increase in its expression with prolonged
treatment. However, this expression declined following

AA treatment and exhibited time-dependent characteris-
tics (Fig. 5a, b). Quantitying cells expressing cyclin, the
percentage increased from approximately 7% to about 82%
after 30 to 120 min of H,05 treatment, while it decreased
from 42 to 28% with AA treatment during the same time-
frame (Fig. 5c).

In addition, after cultivating plants for 6 days in the pres-
ence of AA, a notable decrease of approximately 50% in
total length was observed. This decline could be attributed to
the impact of AA on both TOR expression and cell division
processes (Fig. 5d).

Discussion

While the influence of redox balance on root architecture
and plant growth has been documented (Passaiaet al. 2014:
Attacha et al. 2017), limited knowledge exists on how H,0,
specifically affects metabolic pathways controlling cell
growth and development in plants. This study explored
whether H,0, had an impact on the TOR pathway and cell
division, particularly in the root meristem.

The application of H,0, induced morphological changes
in Arabidopsis, including a reduction in primary root length
and an augmentation in the formation and density of lat-
eral roots. These effects imply that ROS play a role in the
regulation of plant growth and development. It is acknowl-
edged that the primary root of Arabidopsis undergoes con-
tinuous processes of cell division and expansion, alongside
the development of lateral roots and root hairs. Maintaining
ROS homeostasis is crucial for controlling these root growth
events, as alterations in ROS balance can restrict growth,
induce lateral root emergence, and enhance root hair growth
(Foreman et al. 2003; Orman-Ligeza et al. 2016). The con-
figuration of root architecture seems to result, in part. from
the interplay of ROS and auxin signaling (Du and Scheres
2018). Additionally, other biochemical pathways, includ-
ing the TOR pathway—a central regulator of growth and
development (Wullschleger et al. 2006), could be implicated.
Consequently, this study explored deeply into the relation-
ship between H,0,, TOR signaling, and cell division in the
root meristem of Arabidopsis.

In an initial experiment aimed at analyzing the impact of
varying H,0; concentrations on TOR expression, the results
revealed a concentration-dependent expression pattern in the
root meristem. Similar effects were observed in the apical
meristem. Thus, H,0, exerted a molecular-level influence on
TOR activation: however, whether this effect was direct or
indirect on TOR remains unknown. As an approach to under-
stand whether H,0O, might directly stimulate TOR expres-
sion, we conducted an in silico analysis of the TOR. promoter
to identity elements responsive to H,0,. Four highly con-
served consensus sequences to the TFs MYB, WRKY. NAC,
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Fig.2 TOR expression and
RPS27B gene quantification in
response 0 H;0,. TOR expres-
sion and activity were analyzed
in 60-day-old Arabidopsis seed-
lings after 24 h of exposure to
different H,0, concentrations.
a-d TOR expression in the root
and in the shoot and relative
quantification of GUS intensity
using Image J. Bar=1 cm.
n=20.¢ RPS27RB expression
analysis by RT-gPCR after
H,0; at 1 uM or Torin2 at

25 M treatment. n=9. The
letters on the bars indicate sta-
tistically significant differences,
as determined by Tukey's HSD
est (P<0.05)
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Fig.3 Ascorbic acid (AA) decreases H,0, production in the root tip.
AA was exogenously added at 1 mM at different times. and H,0,
location and quantification were analyzed. a DAB stain. b H,0,
quantification. n=10. The letters on the bars indicate statistically sig-
nificant differences. as determined by Tukey’s HSD test (P <0.05)

and AP2 were identified. The notable conservation of these
motifs suggests their potential role as cis-elements involved
in the transcriptional regulation of the TOR gene by H,0O,.
While the biological function of these motifs has not been
confirmed. they represent an interesting target for further
study to advance our understanding of TOR regulation by

a Time (min)
30 60 120

Ascorbic acid
(1 mM)

TOR::GUS

140 m Control
Ascorbic acid

Gray value

30 60 120
Time (min)

Fig.4 Effect of AA on TOR expression. Six-day-old seedlings were
treated with AA at different times. TOR expression in root meristem
(a) and relative quantification of GUS intensity using Image J (b).
n=10. The letters on the bars indi isti ignificant differ-
ences, as determined by Tukey’s HSD test (P <0.05)

ROS. In fact, studies have demonstrated a significant upregu-
lation of transcription factors MY B and WRKY in response
to 10 mM H,0; during adventitious rooting in mung beans
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sity using Image J. ¢ Number of cells expressing CYCB 1:1::GUS. d.

[Vigna radiata (L.) R. Wilczek] (Li et al. 2017a. b). MYB
transcription factors are ubiquitously distributed in plants
and participate in various plant-specific processes, includ-
ing the cell cycle, root development, and differentiation
(Ambawat. 2013). On the other hand. WRKY transcription
factors are implicated in diverse stress responses, underscor-
ing their crucial role in oxidative stress. Several WRKY
genes (WRKY30, -75, -48, -39, -6, -22, -53, -8) exhibit
upregulation in response to H,O, treatments, conferring
stress tolerance to plants (Zhou et al. 2011). Specifically. the
ROS-inducible Arabidopsis WRKY 15 transcription factor
gene modulates plant growth and responses to salt/osmotic
stress. Overexpression of WRKY 15 results in an increased
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leaf area and a 15-25% boost in plant biomass (Bakshi and
Oelmuller. 2014). Additionally, NAC and AP2 transcrip-
tion factors play pivotal roles in plant growth, development.
and resistance to various biotic and abiotic stresses (Liet al.
2017a, b). The impact of these transcription factors on plant
growth and development. along with the presence of con-
served motifs for these proteins in the TOR promoter. sug-
gests that the regulation of TOR expression by H,0, may
be mediated by these transcription factors. Experimental
evidence in tomato (Solanum lycopersicum) confirms the
existence of cis-elements within the TOR promoter that play
arole in modulating plant growth and development. Specifi-
cally. cis-elements for the MYC?2 transcription factor were
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identified within this promoter, indicating their involvement
in regulatory mechanisms. MYC2 serves as a key regula-
tor in the Jasmonic Acid signaling pathway and is involved
in a variety of plant growth and stress resistance processes
(Zhang et al. 2015; Breeze 2019; Li et al. 2021). MYC2
promoted the accumulation of SITOR transcription (Zhang
et al. 2022). This study confirms the presence of important
cis-elements implicated in plant growth and development
within the TOR promoter. Additionally. it demonstrates the
regulation of this promoter by plant hormones. Exploring
whether MYCZ can mediate the impact of H,O, on plant
growth on the TOR promoter presents an intriguing possibil-
ity for research. The absence of cis-elements for the MYC2
transcription factor in our in silico analysis may be attributed
to the limited coverage of the examined promoter exten-
sion. which only spans —624 bp. MYC was identitied within
the range of — 686 to— 826 bp in the tomato TOR promoter
(Zhang et al. 2022).

The upregulation of the RPS27B gene, associated with
ribosome biogenesis. upon exposure to H.0; suggests the
actlivation of the entire TOR pathway by this ROS. This rela-
tionship was supported by treatment with the TOR inhibi-
tor Torin2, which effectively suppressed the expression of
RP527B induced by H,0,. Torin2 is a second-generation
ATP-competitive inhibitor known for its potency and selec-
tivity for mTOR. Although Torin2 also exhibits significant
activity against phosphatidylinositol-3 kinase—like kinase
(PIKK) tamily kinases such as ATM, ATR. and DNA-PK.
it demonstrates notable selectivity ranging from 100 to 800-
fold over these kinases (Liu et al. 2013). Thus, the downreg-
ulation of RPS278 gene expression by Torin2 could mainly
result from the inhibition of TOR activity.

Besides the possibility of a direct regulation of TOR by
H,0,. another plausible scenario involves the redox regula-
tion of the TOR protein mediated by H,0O,. Considering its
physicochemical attributes, H-O, can serve as a messenger,
conveying a redox signal to a protein target (Sies 2017). In
this context, TOR could be subject to redox regulation at the
FATC domain. In its oxidized state, this domain exhibits a
distinctive structural motif—an a-helix and a COOH-termi-
nal disulfide-bonded loop between two conserved cysteine
residues. The reduction of the disulfide bond significantly
enhances flexibility within the COOH-terminal loop region,
potentially increasing the accessibility of various hydropho-
bic side chains in this area. Consegquently. the reduction may
maodify the binding behavior of FATC to other portions of
TOR or other cellular partners (Dames et al. 2005). Moreo-
ver, additional TOR regulators are prone to redox regula-
tion, including the TSC complex (tumor suppressor protein
containing a GTPase-activating protein), influencing TOR
activity. [t has been reported that cysteing oxidants activate
mTORC1 by inducing Rheb activation. It is plausible that
the TSC complex serves as a significant target for cysteine

oxidation to activate mTORC . Indeed. mammalian TSC1
and TSC2 have 12 and 31 cysteine residues, respectively
(Yoshida et al. 201 1). In plants, there is much information
to uncover regarding the potential redox regulation of TOR
signaling.

We utilized ascorbic acid (AA) as an antioxidant to
reduce H,0, levels and analyzed its impact on TOR expres-
sion and cell division. A correlation was observed between
the decrease in H,0, accumulation. TOR expression, and
cell division, suggesting their coordination as events asso-
ciated to H,0, effect. In this context, the regulation of the
cyclin CYCB1:1 by the TOR pathway has been previously
reported in Arabidopsis (Barrada et al. 2019). In addition,
cell cycle regulatory genes were influenced by H,0, in both
alfalfa and Arabidopsis, impacting root architecture. Thus,
when H,0; was eliminated using the NADPH oxidase inhib-
itor diphenyleneiodonium (DPI), the genes MsCDKBI; 1.
MsCDKB2:1, AsCDKB! ;1. and AsCDKB2; 1, responsible for
lateral root formation, were not induced (Chen et al. 2018).
These findings support the correlation observed in our study
between H,0,. TOR. and cell division.

The impact of H,O, on the cell cycle has been more
extensively studied in mammalian cells, where it activates
p70S6k (Bae et al. 1999). This protein plays a crucial role
in facilitating the progression of cells from the G/G 1 to the
S phase by translational upregulation of mRNAs encoding
components of protein synthesis. This activation is respon-
sive to specific inhibitors of the p7086k signaling pathway,
namely rapamycin and wortmannin. This sensitivity reveals
that ROS acts upstream of phosphatidylinositol 3-kinase,
a key regulator in various cellular processes such as cell
survival, proliferation, and differentiation (Bae et al. 1999;
Liu et al. 2009).

Root length reduction was noted in response to both
H,0, and AA, albeit with differing impacts on TOR and
cyclin expression. However, a comprehensive analysis of
this observation was not undertaken. Further experiments,
including assessments of cell size and number, and meris-
tem size, are necessary to elucidate potential explanations
for these observations. While the association of H,0, with
the TOR pathway has been documented previously, the con-
nection between AA and TOR remains largely unexplored.
Both molecules likely influence plant growth regulation by
other molecular pathways, in addition to the TOR pathway.
In addition to its effect on the TOR pathway. the decrease
in root length by AA could be attributed to the biochemi-
cal effects of exogenously added AA. It is possible that at
higher AA concentrations and in the presence of transition
metals such as copper and iron, which could be present in
the medium or within the cell, catalytic processes could
lead to the production of hydroxyl radicals, causing toxicity
(Clément et al. 2001) and a subsequent decrease in plant
erowth.
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In plants, the molecular mechanisms through which ROS
modulate TOR signaling remain elusive. This study presents
novel insights into this subject, laying the groundwork tor
future investigations to elucidate in detail how ROS and
TOR collectively regulate cell growth in plants.
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7.3. CAPITULO3. RESULTADOS ADICIONALES

7.3.1. Lainoculacion con Azospirillum baldaniorum Sp245 promueve la acumulacion
de acido ascorbico, y disminuye la expresion de la cinasa TOR vy la division celular
en la raiz de Arabidopsis
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La inoculacion con Azospirillum baldaniorum Sp245 promueve la
acumulacion de acido ascorbico, y disminuye la expresion de la
cinasa TOR vy la division celular en la raiz de Arabidopsis

Inoculation with Azoespirillum baldaniorum Sp245 promotes ascorbic acid
accumulation while decreasing the expression of TOR kinase and cell division in

the Arabidopsis root
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Abstract

El acido ascorbico (AA) participa en procesos de elongacion
v division celular En este trabajo se reporta el efecto de
Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre la acumulacién de
acido ascorbico, 1a proteina cinasa Target of Rapamycin (TOR)
v la division celular en drabidopsis thaliana. La mnoculacién
con Sp245 mcremento la acumulacion de dcido ascorbico en
el follaje, mientras que su adici6n mnhibid el crecimiento de
las plantas, la expresion de TOR. v la division celular en el
meristemo de la raiz. El dcido ascorbico también incremento
la produccién de peréxido de hidrégeno (FL,O,). Asimismo. el
H,0, disminuyd la expresion de TOR y su actividad sobre su
proteina blanco S6K. Se discute la relacion entre AA. TOR v
H,0, en la bicestimulacién de drabidepsis por Sp245.

Palabras clave: Acido ascérbico, target of rapamycin,
peroxido de hidrégeno, bioestimulacion, bacterias benéficas.

Introduccién

Azospirillum baldaniorum Sp245 es una bacteria de
vida libre que tiene la capacidad de fijar nitrégeno
atmosférico y promueve el crecimiento de varias
especies vegetales como el maiz. arroz, trigo y
pastos, aumentando su rendimiento en condiciones
de campo (Carro et al.. 2018). Algunas de sus
propiedades especificas incluyen la produccion
de fitohormonas, la solubilizacion de fosfato y la

Ascorbic acid (AA) plays a role in cell elongation and
division processes. In this work, the effect of Azospirillum
baldaniorm Sp245 on the accumulation of ascorbic acid, the
protein kinase TOR (Target of Rapamycin), and cell division
1 Arabidopsis thaliana 1s reported. Inoculation with Sp245
increased AA accumulation in the foliage. while its addition
mhibited plant growth, TOR expression. and cell drvision
1in the root meristem. AA also increased the production of
hydrogen peroxide (H,0,). Furthermore, H,O, decreased
TOR expression and its activity on its target protein S6K. The
relationship between AA, TOR. and H,0, for bio-stimulation
of Arabidopsis by Sp245 1s discussed.

Keywords: Ascorbic acid, target of rapamycin, hydrogen
peroxide, biostimmlation. beneficial bacteria.

resistencia al estrés abidtico. que contribuyen a su
eficacia como promotora del crecimiento vegetal
(Carro et al., 2018).

El 4cido ascorbico, también conocido como vi-
tamina C, es fundamental como antioxidante, pro-
tegiendo a las plantas del estrés oxidativo (Foyer y
Noctor, 2011; Smimoff y Wheeler. 2000). Esta im-
plicado en la regulacion del desarrollo de drganos
como las raices y los brotes mediante la modulacion
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de 1a actividad de enzimas antioxidantes v la regu-
lacién de la expresion génica (Lief al.. 2019). Tam-
bién controla el ciclo celular, especialmente durante
la fase de transicion G1/5 (Veljovie-Jovanovic et
al.. 2002}, y actia como molécula sefializadora en
la comunicacidn entre la planta y los microorganis-
mos del suelo {Gullner ef al., 2018). Por gjemplo,
Kim ef al. (2014) encontraron que la aplicacién de
acido ascorbico promueve la colonizacién de las
raices de Arabidopsis thaliana por rizobacterias
promotoras del erecimiento.

El acido ascérbico y el perdxido de hidrége-
no son componentes cruciales en el metabolismo
antioxidante de las plantas y estin estrechamente
relacionados con diversos procesos fisioldgicos ¥
de sefializacidon. El acido ascérbico desempefia un
papel fundamental en la neutralizacién y elinina-
c1on de especies reactivas de oxigeno (ERO). inclu-
yendo el perdxide de hidrdgeno, que pueden causar
dafio oxidativo a las células vegetales (Mittler er
al.. 2004). El peréxido de hidrégeno también pue-
de actnar como una molécula sefializadora en la re-
gulacién de diversos procesos fisioldgicos. ya que,
en bajas concentraciones, se activan las respuestas
adaptativas al estrés abidtico v la defensa contra pa-
tdgenos. Sin embargo. en concentraciones elevadas
afecta varios procesos celulares debidoe a que gene-
ra estrés oxidative (Apel y Hirt, 2004). La relacién
entre ¢l dcido ascarbico v el perdxido de hidrégeno
en las plantas es dindmica y altamente regulada, asi,
los niveles de acido ascérbico pueden influir en la
produccién y el metabolismo del peroxido de hidrd-
geno (Foyer y Noctor, 2011).

La cinasa Target of Rapamycin (TOR) es un
regulador central del crecimiento ¥ la proliferacidn
celular en las plantas, partieipa en la coordinacién
de respuestas fisioldgicas y metabolicas frente a
sefiales ambientales y nutricionales. TOR regula
la actividad de diversos factores de transeripeibén
y proteinas cinasas implicadas en la adaptacidn
a cambios en el ambiente, e interacciona con el
perdxido de hidrdgeno en el control del metabolisimo
celular (Crespo et al., 2005). Dicha relacion ain
estd siendo investigada, pero se plantea que la
sefializacidn entre ambos converge en la modulacién
del crecimiento ¥ la tolerancia al estrés. En este

Ciencia Nicolaita « 91 » Agosta de 2024

trabajo se analizé el efecto del acido ascdrbico
sobre la via metabolica de TOR ¥ su regulacion
por peroxido de hidrégeno en Arabidopsis thaliana
en respuesta a la inoculacion con Azespirillum
baldaniorim  Sp245.

Materiales v métodos

Material biologico

En este estudio se emplearon las siguientes lineas
de drabidopsis thaliana. Col-0. CYCB1;1::GUS
{Colon-Carmona et al. 1999), TOR/tor::GUS
{Menand et al.. 2002). v for-es (Xiong y Sheen,
2012} La linea reportera TOR/tor:GUS fue
obsequiada amablemente por el Dr. Benoit Menand
de la Universidad de Aix- Marsella, Marsella,
Francia. Esta linea lleva una fusidn traduccional
entre 1a secuencia N-terminal de TOR y GUS. La
CYCB1;1::GUS se utilizd para examinar la actividad
mitética (G2/M) en el meristemo de la raiz, ya que
consiste en la fusidn de un fragmento gendmico
que contiene una secuencia promotora putativa y
una secuencia codificante comrespondiente a los
116 aminoacidos N-terminales de la CycB1:1 de
Arabidopsis (Colén-Carmona ef al. 1999). Se
utilizé también la cepa Sp245 de Azospirillum
baldaniorum. donada por la Dra. Gladys Alexandre,
del Departamento de Bioquimica y Biologia Celular
v Molecular de la Universidad de Tennessee,
Knoxville, Tennessee USA. Todos los reactivos
quimicos fueron adquiridos de la marea Sigma-
Aldrich (5t Louis, MO. USA).

Preparacion de inoculo de Sp245

Se partié de un volumen de 50 mL de medio minimo
LB (Luria-Bertani} (peptona, 10 g/L. extracto de
levadura. 5 g/L; NaCl. 5 g/L: MgS0,. 0.186 gL
CaCl,, 0.2775 g/L. pH 7.0}. al que s¢ le adicionaron
150 pL de un pre-indeulo con una densidad dptica
a 600 nm de 0.900. El cultivo se crecid durante 16
horas. Un mL del cultivo bacteriano se centrifugd
a 3.893 g durante 5 min a temperatura ambiente
{Eppendorf 34150, ¥ se eliming el sobrenadante,
¥ la pastilla de bacterias se resuspendié en 1 mL de
NaCl al 0.85%, se agitd en vortex vy se centrifugd
nucvamente a 3.893 g durante 5 min. Se elimind
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el sobrenadante. y las bacterias se resuspendieron
en 1 mL de amortignador MgSQ, a 0.01 M. para su
utilizacion como indeulo.

Tratamiento de Arabidepsis con Sp245

Las semillas de Arabidopsis se desinfectaron en
una campana de fluyjo laminar (adicionando 700
uL de ctanol al 96%., agitacion durante 5 minutos,
se desechd el liquido, 700 pL de cloro al 20%,
agitacién durante § minutos ¥ 5 lavados con 700 pL
de agua destilada estéril). Se adicionaron 100 pL. de
agua destilada estéril y se alimacenaron a 4 °C por
48 horas.

Las semillas se germinaron en medio de Muras-
hige v Skoog {MS} solidificado con agar v se incu-
baron en una cdmara de crecimiento {2,000 Lux, 26
°C. ¥ con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscu-
ridad), durante 3 dias. Posteriormente, se aplicaron
10 pL. del cultivo bacteriano formando una linea de
4 emi a una distancia de 1 em del fondo de la caja
Petri. Las plantulas germinadas se trasplantaron a
las cajas Petri con la bacteria. Las cajas se sellaron
con parafilm ¥ se mcubaron en una camara de cre-
citniento (2.000 Lux, 26 °C, y con un fotoperiodo de
16 i luz v 8 h de oscuridad). durante 6 dias.

Para los tratamientos con acido ascérbico ¥
perdxido de hidrégeno. las plantulas se transfirieron
a cajas de Petri ajustando el medio de crecimiento
con dos concentraciones de dcido asedrbico, 1 v
2 mM (Li et af.. 2018), v dos concentraciones de
perdxido de hidrégeno, 0.5 y 1 mM (Claeys et af.,
2014). Al final de cada experimento, se cuantificd
la longitud de la raiz primaria, el nimero de raices
laterales, el peso de la raiz. peso del follaje, longitud
del meristemo ¥ densidad de raices laterales.

Cuantificacion de acido ascorbico

Eltejido vegetal se triturd en 1 mL de agna destilada
estéril, se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min v
se empled el sobrenadante para cuantificar el dcido
ascorbico. La mezela de ensayo consistio de: 100
uL de muestra, 800 pL. de amortiguador de acetato
3 My 100 pL de una solucidn de 0.3 mg/mil de 2-6
diclorofenolindofenel (DCPIP). La mezcla se agitd
durante 5 segundos y se analizd la absorbancia enun
espectrofotémetro a 520 nm (Davies et al., 1991).

El incremento en la absorbancia es proporcional
a la acumulacion de acido aseorbico.

Analisis de proteinas reporteras

La actividad de la proteina reportera GUS. presente
en las lineas transgénicas CYCBI1;1:GUS y
TOR:GUS se analizd de acuerdo al protocolo
reportado por Malamy v Benfey. 1997, Las muestras
se montaron en portaobjetos v cubreobjetos para
analizarlas bajo microscopia de campo claro.

Deteccion de H,O, por tincién con

3,3 _diaminobencidina (DAB)

Las plantulas de 6-7 dias de crecimiento se colocaron
et una solucidn con DAB a una concentracion de 1
mg/mL. pH 3.8. Las muestras se incubaron durante
2 h. El tejido se clarifieé en etanol {86%) hirviendo
durante 10 min. Las muestras se observaron en un
microscopio 6ptico. El perdxido de hidrégeno se
visualizé por la formacion de un precipitado de
color caf rojizo en el tejido (Thordal-Christensen
et al.. 1997). La acumulacion de especies reactivas
de oxigeno se analiz6 de acuerdo al procedimiento
descrito por Zheng et al. (2019).

Analisis de la funcion y actividad de TOR

El andlisis de la funcién de TOR se realizo
utilizando el mhibidor AZDIR0S53 v la linea mutante
tor-es inducible por estradiol. Para esto. plantulas
de 3 dias de germinacién se trasplantaron a cajas
de Petri conteniendo <l inhibidor AZDS055 a
una concentracidn de 1 pM. v estradiol a una
concentracion de 0.07 pM (Zhang et al.. 2016}, Las
plantulas se creeieron durante 6 dias en una camara
de crecimiento y se midieron los pardmetros de
crecimiento. La actividad de TOR se analizé por 1a
fosforilacidn de la proteina 56k, la cual es el blanco
inmediato de TOR, de acuerdo al procedimiento
descrito por Reyes-de la Cruz et af. (2004).

Analisis estadistico

Los experimentos se repitieron tres veces, con tres
replicas en cada experimento y 10 plantas por cada
réplica. Los datos fueron procesados para obtener 1a
media y la desviacion estandar.
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Resultados

Efecto de Azospirillum baldaniorum Sp24S sobre
el crecimiento de Arabidopsis thaliana

Se analizd el efecto de Sp245 sobre las plantulas de
Arabidopsis 6 dias después de la inoculacién. La
morfologia de las plantulas se modifico en respuesta

a

Ciencia Nicolaita » 91 » Agosto de 2024

a la inoculacién (Fig. 1a). la longitud de la raiz
primaria disminuy6 (Fig. 1b), y el nimero de raices
laterales se incrementd (Fig. 1c). Aunque en esta
etapa no se observé un cambio importante sobre
la biomasa en las plantas inoculadas, se aprecié un
incremento en el tamafio del follaje (Fig. 1a. d).
Por otra parte. se redujo el nimero de células que
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Figura 1. Efecto de Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre Arabidopsis thaliana. Las plantas fueron inoculadas con Sp245, se
crecieron durante 6 dias y se analizaron los parametros de crecimiento. a) Imagen de las plantas inoculadas y no inoculadas. b,
¢) Analisis de parametros de la raiz. d) Peso fresco. e) Analisis del marcador de division celular CYCB1:1::GUS. f) Numero de
células en division. g) Longitud del meristemo de la raiz principal. Barra=100 um. n=30.
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expresaban CYCBI1:1::GUS, lo cual comrelacionéd
con la reduccidn en el tamafio del meristemo v el
acortaniento de la raiz (Fig. le-g).

Efecto del acido ascorbico sobre el crecimiento
de drabidopsis
El analisis de la acumulacién de acido asedrbico en
las plantulas en respuesta a la inoculacidn con Sp245
indica un ineremento en el follaje de las plantulas
inoculadas. pero no se observaron cambios en la
raiz, en relacién con las plantulas no inoculadas
(Fig. 2a). Estos resultados sugieren que S5p245
puede estimular la biosintesis de acido ascéibico
especificamente en el follaje de Arabidopsis.
Para conocer la influencia del acido ascérbico
sobre el desarrollo vegetal. se aplicé 1 v 2 mM
del compuesto al medio de eultivo. con lo que se
observd una inhibicidn del crecimiento. siendo
este més evidente en la concentracién de 2 mM
(Fig. 2b). El analisis del crecimiento de la raiz,
formacién de raices laterales, biomasa radical y del
follaje, indica un efecto represor para cada uno de
estos pardmetros. dependiente de la concentracidn
utilizada, a mayor concentracién de acido ascérbico
se noté un efecto mhibitorio mayor (Fig. 2e-f).

Efecto del acido ascorbico sobre la expresion de
TOR

La cinasa TOR es un regulador clave para el
crecimiento celular. A continuacién, para conocer
el efecto del AA sobre TOR., se analizd la expresion
del reporters TOR::GUS en el meristemo de 1a raiz
de plantulas crecidas durante 6 dias en presencia de
1 mM de acido ascérbico. Inicialmente, se analizé
la expresidn del reportero con la inoculacion de
la rizobacteria, y se observé una considerable
disminucion ensuexpresion(Fig. 3a). El tratamiento
con acido ascorbico disminuyd la expresién del
reportero en una magnitud similar a la observada
con la nzobacteria (aproximadamente 70%) (Fig.
3b. e).

Los resultados anteriores sugieren que la
influencia de acido ascérbico sobre TOR podria
tener una funcidn relevante en la modulacién de
la morfologia de Arabidopsis. Para analizar esta
posibilidad, se utilizd la linea tor-es. en la que se

inhibe de la expresion de TOR con la aplicacion de
estradiol. Se mmocularon plantulas de Arabidopsis
con Sp245 en ausencia v en presencia de estradiol
v se observd que ¢l estradiol inhibe marcadamente
el crecimiento y el desarrollo de las plantulas
(Fig. 3d). La longitud de la raiz prncipal se
inhibié aproximadamente 70 % ¥ en nimero de
raices laterales en un 100 % (Fig. 3e, f). con lo
que TOR podria estar modulando la respuesta de
bicestunulacién a Sp245.

Efecto del acido ascorbico sobre la division
celular en el meristemo de la raiz

La divisiéon celular determina el crecimiento y
desarrolle de los tejidos de la planta. A continuacidn
se analizé el efecto de 1 mM de acido ascdrbico
v del inhibidor de TOR AZDS8055 {1 pM) sobre
la expresion del reportero de divisidn celular
CYCB1;1::GUS en el meristemno de laraiz principal.
La expresion del marcador fue visiblemente mas
baja en presencia de 4cido ascérbico que en las
plantulas control nio tratadas. El inhibidor AZDYB055
también inhibid su expresién cuando se aplica solo
o en combinacién con la rizobacteria (Fig. 4a)}.
La mbhibicién de la divisidn celular correlaciond
con menor crecimiento de las plantulas, en
aproximadamente un 50 % con ambos trataniientos,
en relacion con el control (Fig. 4b, c).

Efecto del peroxido de hidrogeno sobre la
expresion ¥ la actividad de TOR

Para explorar un posible mecanismo de aceitn del
4cido ascorbico en la represidn del erecimiento de
Arabidopsis. se analiz6 su efecto sobre la produc-
cién de peréxido de hidrégeno en la raiz principal.
Como primer experimento se analizé la produccidn
de especies reactivas de oxigeno en la raiz de plan-
tas inoculadas con la rizobacteria. Se observé un
incremento en su produccitén en la zona del meris-
temo de la raiz en plantas inoculadas (Fig. Sa). Las
plantulas tratadas con 1 miM de acido ascérbicn o 1
b AZDB0S5S mostraron un aumento en la produc-
cién de perdxido de hidrégeno. con un incremento
mayor observado con AZDB055 (Fig. 5bh). Poste-
riormente, se analizé el efecto de dos concentracio-
nes de perdxido de hidrégeno (0.5 y 1 mM) sobre la
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Figura 2. Acumulacion de dcido ascorbico y su efecto sobre el crecimiento de Arabidopsis. a) Acumulacion de acido ascorbico en
follaje y raiz. b) Imagenes de plantas tratadas con diferentes concentraciones de acido ascorbico. c-f) Parametros del crecimiento
de plantas tratadas con AA. AA=3cido ascorbico. n=30.
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Figura 3. Efecto del acido ascorbico sobre la expresion de TOR en Arabidopsis. a) Expresion del reportero TOR::GUS en el
meristemo de la raiz principal de plantas inoculadas con Sp245 (a). o tratadas con acido ascorbico (b. ¢). d) Imagenes de plantas
silvestres y mutantes tor-es tratadas con estradiol e inoculadas con Sp25. (e. f) Parametros de crecimiento de la raiz. Barra=200

pm. n=30.

expresion de TOR. Con la concentracion menor de
peréxido de hidrégeno se observd un incremento en
la expresion en el meristemo de la raiz. pero con la
concentracidén mayor se noté una disminucion en la
expresion de aproximadamente 50 %. en relacién al
control (Fig. Sc, d).

También se analiz6 la actividad de TOR por me-
dio de la fosforilacién de la proteina S6K. la cual
es un blanco directo de su actividad. Los resultados

mostraron una inhibicién de la fosforilacion de S6K
dependiente de la concentracion de perdxido de hi-
drégeno utilizada (Fig. Se). Ademas. las dos con-
centraciones de peréxido de hidrégeno inhibieron
¢l crecimiento de la planta. asi como el de los pelos
radiculares (Fig. 5f). Estos resultados sugieren que
el acido ascorbico podria modificar el crecimiento
de Arabidopsis modulando la produccién o la acu-
mulacién de perdxido de hidrégeno.
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Figura 4. Efecto del acido ascorbico y de la inhibicion de TOR por AZD8055 sobre la division celular y el crecimiento de la raiz.
a) Expresion del reportero de division celular CYCB1:1::GUS en el meristemo de la raiz principal. (b. ¢) Imégenes de plantas
crecidas in vitro y longitud total de plantas tratadas con dcido ascorbico y AZD8055. Barra=100 pm. n=30.

Discusion y expansion celular (Zheng er al., 2022). Sin
El 4cido ascérbico es el compuesto antioxidante embargo. no se ha analizado su funcién para la
mas abundante. esencial para diversas funciones bioestimulacién por rizobacterias.

bioldgicas en las plantas (Chaturvedi ef al.. 2022), En nuestro estudio. se observoé un incremento de
v desempeiia un papel importante en la division  4cido ascdrbico de aproximadamente 2 veces en el
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Figura 5. Produccion y efecto de peroxido de hidrogeno sobre la expresion y actividad de TOR en la raiz. a, b) Analisis de
acumulacion de peroxido de hidrogeno por tincion del tejido con H2DCFDA y DAB. (c. d) Expresion del reportero TOR::GUS

en el meristemo de la raiz principal. e) Actividad de TOR por fosforilacion de S6K. f) Crecimiento de plantas tratadas con
diferentes concentraciones de peroxido de hidrogeno. n=30. para e. n=3.
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follaje de Arabidopsis en 1espuesta a la moeulacién
con 4. baldaniorum Sp245. y su aplicacién inhibié
el crecimiento en magnitud dependiente de la
concentracidn utilizada. En el meldn {(Cucumis melo
L.} la supresién de ascorbato oxidasa (AO), enzima
que cataliza 1a oxidacién de dcido aseérbico a deido
deshidroascérbico. incrementé el contenido de dcido
ascorbico en el fiuto y se redujo dramaticamente
su crecimiento debido a una interferencia con la
elongacién celular (Chatzopoulou et af.. 2020).
En Arabidopsis la sobre-expresién de la enzima
glucuronocinasa. la cual desvia la conversién del
acido glucurdnico, un precursor para la sintesis de
acido ascorbico. hacia la sintesis de carbohidratos,
mostré una disminucién en el contenido de scido
ascorbico, v un incremento en la longitud delaraiz en
condiciones de estrés abidtico (Thakur et al., 2023).
Uno de los efectos de Sp245 sobre la morfologia
de la raiz de Arabidopsis es una disminucion en su
creciniiento v un incremento en la formacién de
rajces laterales. Estos datos sugieren que Sp245
podiia modular la bicestimulacién de Arabidopsis
a través de los cambios en los niveles de 4cido
ascorbico.

Posteriormente, nuestro estudio se enfocd en
explorar el mecanismo por el cual el 4cido asedrbico
podiia disminuir ¢l crecimiento de Arabidopsis.
TOR es una cinasa clave en la ruta metabdlica que
regula el crecimiento celular (Reyes de la Cruz
ef al.. 2004). por lo tanto, se analizé el efecto de
acido ascorbico sobre la expresién de TOR. Se
observo que la expresion de la cinasa disminuyé en
respuesta al tratamiento con acido ascdrbico. Esta
disminucién podria correlacionar con el ineremento
en la acumulacién acido ascérbico y la disminuecién
del crecimiento de Arabidopsis por Sp245. con
la actividad de TOR. Esta posibilidad se sustenta
por los resultados observados con la inhibicidn
de la expresién de TOR utilizando las plantas de
la linea for-es en la interaccion planta-bacteria.
En esta linea no se observé la bioestimulacion de
Arabidopsis ante la represién de TOR, sugiriendo
que esta enziuna es importante para las respuestas a
la rizobacteria.

La ruta metabélica de TOR modula la divisién
celular regulando la transicién G1/S del ciclo
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celular (Ahmad ef al., 2019). Asi, para estudiar con
mas detalle el efecto del dcido ascorbico sobre esta
ruta. se analizd la expresién de la ciclina Bl:l en
respuesta al tratamiento con esta molécula. El dcido
aschrbico disminuyé la expresion de la ciclina
notablemente. Ademds, esta disminucién  fue
observada en el tratamiento con el inhibidor de TOR
AZDS055, Estos resultados fueron consistentes con
una disminucidn en el erecimiento de Arabidopsis.
Lo anterior sugiere que la disminucién en el
crecimiento de Arabidopsis por acido acorbico es
probablemente debido a la mhibicién de la actividad
de TOR, que a su vez bloquea la divisién celular.

El mecanismo de accidn del dcido asedrbico
sobre la 1uta metabolica de TOR atn se desconoce,
tantoen animales como enplantas. El deidoasedrbico
s un metabolito con propiedades antioxidantes que
regula los niveles de especies reactivas de oxigeno
(ERQY} en la célula (Chatwvedi et al, 2022).
Considerando lo anterior, se analizé su efecto sobre
la acunmlacién de perdxido dehidrégeno en laraiz de
Arabidopsis. Su adicién incrementd la acumulacidn
de perdxido de hidrégeno, y disminuyé la expresidn
de TOR en la concentracidn mas alta utilizada (1
mbI). Ademids. el perdxido de hidiégeno inhibid la
fosforilacion de la proteina S6K. el blanco inmediato
de TOR en la ruta metabdlica. Estos efectos sobre
TOR correlacionaron con una disminucién en el
crecimiento de Arabidospsis. El acido ascorbico
es un potente antioxidante que dona electrones a
los radicales libres, estabilizandolos ¥ previniendo
¢l dafio celular (Carr ¥ Frei, 1999}, Sin embargo.
en presencia de iones de metales de transicidn
{como hierro y cobre} o en altas concentraciones,
el acido ascérbico puede reducir estos metales,
lo que lleva a la generacién de radicales libres
mediante reacciones de Fenton. Esta actividad pro-
oxidante puede provocar estrés oxidativo {(Buettner
v Jurkiewicz, 1996). El equilibrio entre su funcidn
antioxidante v pro-oxidante depende del entorno
biolégico y quimico especifico. Asi, es probable
que en nuestro estudio la concentracién utilizada
v el tiempo de exposicion estén favoreciendo
la actividad pro-oxidante del acido ascérbico.
aumentando la produccion de perdxido de hidrégeno
en la raiz. Este efecto podria ser el responsable de
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la inhibicién de la ruta de TOR por acido asedrbico,
del desarrollo y la disminucion del erecimiento de
las plantas.

El 4cido ascorbico tiene un papel importante en
la interaccidn de las rizobacterias con las plantas.
En chicharo, se estudi6 la actividad de Rhizobium v
la aplicacion de dcido asedrbico sobre el ineremento
en el tamafio de la raiz v la productividad de la
planta. En la concentracidn de 200 ppm de 4cido
ascdrbico se noté un ineremento en el crecimiento
vegetativo, en €l nimero de vainas por planta, en el
numero de semillas y en los parametros bioquimicos
de clorofila ¥ carotenoides (Kamran et af.. 2023),
lo que sugiere que el acido ascorbico mejora el
resultado de la interaccidn.

El #cido ascorbico también podria favorecer
la actividad de bacterias benéficas a través de
su capacidad antioxidante, disminuyendo la
produceién de especies reactivas de oxigeno. En la
interaccién entre Azotobacter chroococenm Avi2
con ¢l arroz. altas concentraciones de peréxido
de hidrégeno (2.5 mM-4.5 mM) mostaron una
alta mortalidad de Awi2. pero cuando se adiciona
1 ppm de acido aseérbico se neutraliza su efecto.
También se incrementd 1a actividad de las enzimas
relacionadas con el metabolismo del peréxido de
hidrégeno, y los porcentajes de germinacidn se
incrementaron en comparacion con la aplicacion
de perdxido de hidvégeno solo. Estos datos
sugieren que el dcido ascérbico neutraliza el estrés
oxidativo provocado por el peréxido de hidrégeno
e incrementa la eficacia de Avi2 sobre la planta
(Kumar et al., 2019). En conclusién, nuestros datos
muestran que el deido ascérbico esta relacionado
con los cambios morfolégicos promovidos por
Sp245 en Arabidapsis.
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constante alerta para responder a una amplia gama
de moléculas microbianas para poder prevenir o
combatir una infeccion. Asimismo, la capacidad de
percibir las moléculas microbianas es fundamental
para establecer las relaciones de simbiosis o de in-
munidad.

Las bacterias se pueden clasificar como Gram
positivas o Gram negativas, de acuerdo a su re-
accion a la tincion de Gram. Las Gram positivas
adquieren una coloracion azul oscuro o violeta,
mientras que las Gram negativas una coloracién
rosa. Lo anterior es importante en el mundo de la
medicina, ya que permite elegir un antibictico ade-
cvado al momento de combatir una infeccidn. La
diferencia en coloracién se debe a la estructura de
su envoltura celular: en bacterias Gram positivas,
esta comprende una membrana citoplasmatica y
una pared celular compuesta por una gruesa capa
de peptidoglicano que ayuda a la retencion del co-
lorante; mientras que las Gram negativas poseen
dos membranas lipidicas entre las que se localiza
una fina pared celular de peptidoglicano que per-
mite el escape del colorante. En estas bacterias se
encuentran ancladas en la membrana externa mo-
léculas llamadas lipopolisacaridos (LPS).

En las Ultimas décadas se han realizado im-
portantes avances para entender la participacion
de los lipopolisacaridos en las interacciones bacte-

Aa O es Eeciflco
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rianas con organismos eucariotas. Estos incluyen
los mecanismos de reconocimiento y las respuestas
que desencadenan, las cuales resultan interesantes
de conocer ya que todos los dias nos encontramos
expuestos a ellos.

;Qué son los lipopolisacaridos?

Los lipopolisacaridos son moléculas forma-
das por lipidos y carbohidratos, de ahi su nombre.
A la porcion lipidica se le denomina lipide A, mien-
tras que los carbohidratos se dividen a suvez en dos
regiones, un nicleo con un nimero variable de azu-
cares unido a una larga cadena de unidades repeti-
das de monosacaridos conocida como antigeno O.

La funcidn principal de loslipopolisacaridos es
mantener la rigidez de la membrana externa bac-
teriana haciéndola menos permeable, creando una
barrera para protegerla de detergentes, antibidti-
cos y toxinas, pero a la vez manteniendo la fluidez
para permitir el paso de nutrientes. Al encontrarse
en el exterior de la superficie celular, participan en
la interaccion de las bacterias con otras células,
siendo reconocidos como toxinas por el sistema in-
mune de los animales. La region lipidica es |a parte
de la molécula que reconoce el sistema inmune
del hospedero, mientras que la region del nicleo y
del antigeno O, intervienen en los procesos de ad-
hesidn al huésped, promoviendo su virulencia.

'



U.M.S.N.H. | Ao 12/Marzo-Abril/ No. 68

72

Se tiene evidencia de que los lipopolisacari-

dos de bacterias que carecen del antigeno O y de
su nucleo de oligosacaridos, son menos virulentas
y casi no pueden sobrevivir dentro de sus huéspe-
des. Ademas, la region del antigeno O presenta
variaciones en el nimero y en la composicion de
azucares entre especies bacterianas, confiriéndoles
una especificidad serologica que permite su identi-
ficacién y clasificacion en serotipos, lo cual ayuda a
diferenciar a las bacterias a nivel de subespecie.
Deteccion de los lipopolisacaridos en humanos
En mamiferos se ha estudiado con detalle el
proceso de reconocimiento de los lipopolisacari-
dos. Se sabe que para ser reconocidos por el sis-
tema inmune son desprendidos de la membrana
bacteriana por accién de la proteina de union al
lipopolisacarido LBP (Lipopolysaccharide Binding
Protein) presente en el suero humano, formando
un complejo LBP/LPS que se une a una proteina de
membrana, la (D14 (Cluster of Differentiation 14),
y dependiendo del tipo celular, puede funcionar
como un receptor y activar una respuesta, o trans-

ferirlo 2 un complejo proteico TLR4/MD-2 (Toll-like
Receptor 4 / Myeloid Differentiation 2). La proteina
TLR4 pertenece a un grupo de receptores que re-
conocen moléculas componentes de la estructura
de los microorganismos. Por esta caracteristica, se
denominan Receptores de Reconocimiento de Pa-
trones moleculares o PRR (Pattern Recognition Re-
ceptor), los cuales estan ubicados en la superficie de
la célula y en citosol, y son requeridos para activar
las respuestas de defensa inducidas por lipopolisa-
caridos como la inflamacién, fiebre, activacion de
fagocitos (células inmunitarias encargadas de des-
truir organismos patdgenos) y, en €asos severos,
sepsis o choque séptico como resultado de una res-
puesta inflamatoria exagerada.

Deteccidn de los lipopolisacaridos en plantas

En las plantas, el proceso de reconocimiento
de lipopolisacaridos es poco conocido. En Arabi-
dopsis thaliana se encontrd una proteina a la que se
llamé Estimulacion Reducida Especifica por Lipoo-
ligosacarido, LORE (Lipooligosaccharide-Especific

saber




Reduced Elicitacion), la cual se requiere para percibir
lipopolisacaridos de dos géneros de bacterias Pseu-
domonas y Xanthomonas. Esta proteina se iden-
tificé como un receptor tipo PRR, que reguiere la
molécula completa de lipopolisacarido o la regién
del lipido A para inducir la respuesta inmune de las
plantas. Sin embargo, se desconoce si los lipopoli-
sacaridos se tienen que encontrar dentro o fuera de
la célula para hacer mas accesible suunidn al recep-
tor, y si estos se unen directamente a LORE, o si se
requiere la presencia de un correceptor, como en el
caso de los mamiferos.

Recientemente, en plantas de arroz fue re-
portado otre receptor PRR involucrado en el reco-
nocimiento de lipopolisacérido llamado Receptor
Cinasa 1 del Elicitor Quitina, CERKz1 (Chitin Elicitor
Receptor Kinase 1). Anteriormente, esta proteina se
habia reportado como un receptor de la quitina (un
carbohidrato que forma parte de la pared celular de
los hongos) y posee un dominio involucrado en la
percepcion del Lipido A, pero ha sido poco estudia-
do.

Una diferencia sorprendente entre la detec-
cion de lipopolisacaridos en mamiferos y plantas es
que para las plantas se requieren altas concentracio-
nes, a saber, en un rango de 50 a 100 microgramos
por mililitro, en contraste con las concentraciones
picomolares de lipopolisacaridos en mamiferos, es
decir, un millén de veces menos para que se active
el sistema inmune.

Afio 12 /Marzo-Abril/ No. 68| U.M.S.N.H.

Efectos de lipopolisacaridos de bacterias patoge-
nas en las plantas

Enlas plantas, los lipopolisacaridosinducen la
produccion de compuestos antimicrobianos y la
resistencia a las infecciones microbianas, a través
de un fenédmeno conocido como respuesta hiper-
sensible que se caracteriza porla estimulacion dela
muerte celular en tejidos cerca de la infeccion para
evitar la propagacion de patégenos en los tejidos
vegetales.

Los lipopolisacaridos de bacterias patégenas
de los géneros Erwinia, Ralstonia, Xhanthomonas,
Xylella, Burkholderia y Pseudomonas, estimulan el
aumento del flujo de iones calcio al interior de la
membrana, es decir al citosol, donde el calcio actia
como un segundo mensajero que desencadena una
cascada de respuestas de defensa como la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno, una de ellas
es el oxido nitrico que participa en la expresién de
genes de defensa y en la activacién de proteinas
relacionada con la patogénesis (PRP; Pathogene-
sis-Related Proteins) para atacar y eliminar a las
bacterias. Ademas, aumentan la acumulacién de
compuestos fendlicos que funcionan como agentes
antimicrobianos, a la vez que participan en el refor-

zamiento de la pared celular para evitar que las
bacterias penetren en las células sanas. Los lipopo-
lisacaridos de las bacterias patégenas Pectobacte-
rium astrosepticum y Pectobacterium carotovorum,
inducen respuestas diferentes en comparacion con
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bacterias no patdgenas de plantas, como la induc-
cion de la muerte celular programada, la alcaliniza-
cion en el medio, el tiempo de generacion de espe-
cies reactivas de oxigeno y la induccidn de genes de
defensa, lo que sugiere que los lipopolisacaridos de
bacterias patdgenas y no patdgenas, activan dife-
rentes respuestas en las plantas.

Efecto de lipopolisacaridos de bacterias benéfi-
cas de plantas

Los lipopolisacaridos provenientes de bacte-
rias promotoras del crecimiento vegetal estimulan
el crecimiento de las plantas y mejoran su pro-
ductividad. Por ejemplo, en las relaciones sim-
bidticas de leguminosas con bacterias del género
Rhizobium, los lipopolisacaridos favorecen el esta-
blecimiento de la interaccién para la formacion de
nédulos que son las estructuras donde viven las bac-
terias. En plantas de trigo, la aplicacién de lipopoli-
sacaridos de Azospirillum brasilense, en condiciones
de invernadero, aumentd la longitud de la lamina
foliar, de la raiz y el peso fresco. También se acelerd
la formacion de espigas y la division celular en las
raices. Ademas, se estimularon algunas respuestas
bioquimicas relacionadas con la defensa como la
actividad de las enzimas peroxidasas, la produccion
de especies reactivas de oxigeno y el flujo de cal-
cio. En otro estudio con lipopolisacaridos de Azos-
pirillum, se reportd que estimulan la morfogénesis
de tejidos no diferenciados de trigo. Ademas, se ha
observado que la promacién del crecimiento ve-
getal por lipopelisacaridos de bacterias benéficas,
esta relacionado con la estimulacidn de rutas bio-
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quimicas que regulan el metabolismo celular que
conduce a la proliferacion celular, el crecimiento y
el desarrollo celular.

:Hacia dénde avanzan las investigaciones con li-
popolisacaridos?

Las investigaciones actuales con lipopolisa-
caridos estan enfocadas en conocer su participa-
cion en enfermedades como el cancer, ya que se
ha revelado que la activacion inmunitaria por los li-
popolisacaridos puede ser perjudicial debido a que
el receptor de LPS, el TLRg, desempefia un papel
clave al permitir que las células cancerosas crezcan
y promueve la metastasis.

Asimismo, su efecto inmunoestimulante se
utiliza para el desarrollo de vacunas y otros trata-
mientos inmunoterapéuticos. Los lipopelisacaridos
pueden servir como un marcador de diagndstico
temprano para infecciones. En la investigacidn
clinica, las preparaciones de lipopolisacaridos son
Utiles para dilucidar la biosintesis, el metabolismo,
la inmunologiz, Iz fisiologia y la toxicidad de estas
moléculas. También se han estudiado para identi-
ficar posibles objetivos e inhibidores de anticuer-
pos.

En plantas, estas moléculas se utilizan para
estudiar las respuestas de defensa, asi como la
promocion del crecimiento y para descifrar las
vias que son activadas durante las interacciones
planta-lipopolisacaridos. El analisis de plantas con
mutaciones en los componentes de sefializacion,
puede permitir una evaluacién de su contribucién
en la resistencia a enfermedades de las plantas,
evitando asi pérdidas econdmicas en los cultivos.
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7.3.3. Molecular Signals and Elicitors in Azospirillum-Plant Interactions.
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Abstract

The interaction between Azospirillum and plant roots is complex, involving bacterial-
derived molecules whose precise functions remain largely unknown. However, the role
of some of these molecules in establishing root associations and stimulating
biochemical responses in plant root cells is gradually being uncovered. Bacterial
molecules involved in root interaction include structural components of the cell wall
and flagellum, such as lipopolysaccharides and flagellin, as well as excreted
compounds like exopolysaccharides. These molecules actively promote plant growth
and elicit defense responses. Current research suggests that these bacterial
molecules, together with phytohormones, work synergistically to enhance the
biological activity of Azospirillum in plants. Future studies will be essentialto elucidate
the specific contributions of each component to the beneficial effects of the

rhizobacteria on plant health and development.

Keywords: Exopolysaccharides, Lipopolysaccharides, Flagellin, Plant Growth

Promotion
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10.1 Azospirillum-Derived Proteins, Lipids, and Carbohydrates as Root

Colonization mediators

Azospirillum bacteria are recognized as colonizers of the root tissue of various plant
species, primarily cereals and grasses such as wheat and sorghum. They can attach to
different areas of the root, including intercellular spaces of root hairs, the meristematic
zone, and the elongation zone, exhibiting species-specific attachment preferences.
However, only a few Azospirillum strains have been identified with the ability to
internalize plant cells (Yegorenkova et al. 2001; Zhu et al. 2002).

Many researchers consider the initial stage of the Azospirillum-plant interaction to be
influenced by the metabolic state of the bacteria. Through metabolic processes such
as motility and chemotaxis, Azospirillum can assess its energy levels and migrate
toward nutrient-rich niches. These attractants, secreted by plants, guide bacterial
movement and correlate with the specificity of the chemotactic response, integrating
a signal transduction pathway. This ultimately leads to the attachment and anchoring
of the bacteria to the root (Wisniewski-Dyé et al. 2014; Borland et al. 2015).

Several plant-secreted metabolites stimulate metabolic changes in bacteria. Root
exudates fromvarious plants, including wheat, maize, bean, and alfalfa, induce protein
secretion in Azospirillum brasilense Sp7. Notably, a 40-kDa acidic protein is highly
induced in response to these exudates. However, its specific role in plant-root
interactions remains uncharacterized (Bastelaere et al. 1993). Cell surface and
secreted proteins of Azospirillum have been poorly studied as potential factors in
bacterial interactions with plant roots. Their role as integral components of the
bacteria-plant interaction complex or as elicitors of plant responses remains a
promising area of research.

Two mechanisms have been proposed for the interaction of Azospirillum with plant
roots. The first involves a fast and reversible binding mediated by proteins (Michiels et
al. 1991). In this context, studies on Azospirillum brasilense have shown that a mutant

lacking the Tlp1 protein (transducer-like protein 1), a chemoreceptor involved in
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bacterial chemotaxis toward organic acids, exhibits deficiencies in wheat root
colonization (Greer-Phillips et al. 2004). Similarly, the Tlp2 protein (transducer-like
protein 2) plays a role in the efficient colonization of red clover (Trifolium pratense) and
bean (Vigha unguiculata), but not wheat, suggesting that these proteins may regulate
host specificity in a selective manner (Ganusova et al. 2024).

Likewise, in Azospirillum brasilense, the CheA1 and CheA4 proteins (chemoreceptor-
associated histidine kinases) regulate key aspects of bacterial metabolism, including
motility based on chemotactic responses to various molecules, recognition of root
surface regions, and colonization (Ganusova et al. 2021). Similarly, the SbpA protein (a
crystalline bacterial cell surface protein) mediates the chemotactic response to
saccharides such as D-fucose, L-arabinose, and D-galactose, facilitating root
colonization (Steenhoudt et al. 2000).

Flagellar proteins play a role in root adhesion. Specifically in Azospirilla, the Fla1
protein, a component of the polar flagellum, enables bacterial attachment to plant
roots (Steenhoudt et al. 2000).

The second mechanism involves strong and irreversible anchoring to the root tissue,
mediated by the bacterial production of various extracellular polysaccharides. In this
process, polysaccharide-derived microfibrils contribute to the attachment of
Azospirillum to wheat roots (Michiels et al. 1991). In Azospirillum brasilense Sp7,
specific polysaccharides constituted by N-acetyl-D-glucosamine, N-acetyl-D-
galactosamine, galactose, glucose, and mannose can bind to lectins found in plant
roots (Igor et al. 1998). The production of polysaccharides involved in root binding has
been reported to be regulated by the flcA gene in Azospirillum (Steenhoudt et al. 2000).
Lectins are glycoproteins that play a crucial role in bacterial aggregation and
subsequent root colonization (Wisniewski-Dyé et al. 2013). Wheat germ agglutinin
(WGA) can interact with certain Azospirillum species due to the presence of N-acetyl-
D-glucosamine-containing polysaccharide complexes on the bacterial cell surface. As
a result, WGA has been suggested to function as an acceptor in Azospirillum root

colonization (Yegorenkova et al. 2001; Igor et al. 1998). Azospirillum brasilense strains
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Sp7, Sp107, Sp245, and S17 produce at least two polysaccharide-containing
complexes, which have been shown to bind wheat germ agglutinin. The
polysaccharides from all strains contain rhamnose, galacturonic acid, and
glucosamine. However, strains Sp7 and S17 also include fucose and mannose,
respectively, and both contain galactose. These polysaccharide-containing complexes
may contribute to the interaction between Azospirillum and wheat root surfaces
(Konnova et al. 1994).

Lipopolysaccharides (LPS) are molecules found in the outer membrane of Gram-
negative bacteria, including the Azospirillum genus. They play a crucial role in plant
recognition and subsequent root anchoring, as observed in interactions between
Pseudomonas putida and potato (Mazgaeen et al. 2020). LPS consist of a lipid
component (lipid A) and a glycosidic component (core and O-antigen). In wheat,
Azospirillum LPS are essential for root hair deformation and colonization. Similarly, A.
brasilense LPS mutants exhibit reduced colonization due to modifications in their
glycosidic structures (Yegorenkova et al. 2001; Jofré et al. 2004). Whether plant roots
have receptors for LPS remains unknown. Although receptors, such as LORE
(LIPOOLIGOSACCHARIDE-SPECIFIC REDUCED ELICITATION), have been identified in
plants, their precise mode of action is still unclear (Shang et al. 2018).

Identifying the molecules from Azospirillum involved in the sequential events leading
to successful root colonization provided insights into the precise role of each playerin

the Azospirillum-plant root interaction.

10.2 Role of Exopolysaccharides in Root Colonization and Promotion of Plant

Growth

Bacterial exopolysaccharides (EPS) are high-molecular-weight carbohydrate
polymers. Depending on their location, they can be categorized into two types:
capsular polysaccharides (CP), which remain in direct contact with the bacterial cell

wall, and exopolysaccharides (EPS), which, though weakly associated with the cell
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wall, are excreted (Netrusov et al. 2023). EPS play a vital role in bacterial flocculation,
biofilm formation, protection against abiotic stress, and root colonization, particularly
in plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) (Netrusov et al. 2023; Pham et al.
2024).

Extracellular polysaccharides play a crucial role in the anchorage of the bacteria to the
plant root (Michiels et al. 1991; Viruega-Géngora et al. 2020). Genetic studies using
complementation assays of Sinorhizobium meliloti mutants with Azospirillum
brasilense DNA identified several genes involved in EPS biosynthesis, including exoB
(UDP-glucose 4 “-epimerase), exoC (phosphomannomutase), rm(D (dTDP 4-rhamnose
reductase), phbC (poly-B-hydroxybutyrate synthase), noeJ (mannose-6-phosphate
isomerase), and noeL (GDP-mannose 4,6-dehydratase) (Jofré et al. 2004; Lerner et al.
2009; Michiels et al. 1988).

Additionally, the Che1 chemotaxis-like pathway, which regulates chemotaxis, also
indirectly regulates EPS production (Bible et al. 2012; Cruz-Pérez et al. 2021).
Understanding how plant roots stimulate these pathways to influence EPS synthesis
would be of significant interest.

Azospirillum EPS are heteropolymers primarily composed of glucose, galactose,
fucose, rhamnose, arabinose, and smaller amounts of xylose and allose. However,
their composition varies depending on species, strain, growth stage, and
environmental conditions (Bahat-Samet et al. 2004; Burdman et al. 2000; Jofré et al.
2004; Lerner et al. 2009; Skvortsov and Ignatov, 1998). Genome sequencing of
Azospirillum strains has revealed unique genes, suggesting potential differences in EPS
biosynthesis pathways, as well as variations in EPS quantity and composition (Borziak
et al. 2011; Wisniewski-Dyé et al. 2012). These variations, whether strain-specific or
environmentally induced, influence flocculation, biofilm formation, cell aggregation,
and, most importantly, root colonization capacity (Burdman et al. 2000; Fischer et al.
2003; Jofré et al. 1998, 2004). For instance, under salt stress, A. brasilense Cd
produces EPS rich in galactose, whereas under normal conditions, the EPS primarily

consists of glucose (Fischer et al. 2003). These compositional shifts correlate with
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changes in root colonization efficiency (Jofré et al. 1998). Furthermore, root exudates
induce the production of arabinose and xylose in the EPS of A. brasilense Cd (Fischer
et al. 2003). Since root exudates serve as a key carbon source for bacteria, their
composition under normal and stress conditions can stimulate EPS modifications that
ultimately influence the colonization process (Chen and Liu 2024; Maruyama et al.
2020).

Although some studies suggest that Azospirillum EPS contribute to plant growth
promotion under various stress conditions, the molecular mechanisms underlying this
process remain largely unknown. Maize plants inoculated with A. brasilense Ab-V5, a
high-EPS-producing strain, exhibited growth levels comparable to fully fertilized plants
despite receiving only 20% of the usual fertilizer (Oliveira et al. 2017). The elevated EPS
production appearto enhance bacterial viability, protectsinoculants, and boosts plant
growth promotion. This is particularly relevant since EPS-deficient Azospirillum
mutants are more susceptible to stressors such as salinity, high temperature,
antibiotics, and hydrogen peroxide (Fischer et al. 2003; Jofré et al. 1998; Lerner et al.
2009). EPS alone have biological activity on plant growth. Sankari et al. (2011) reported
that EPS application enhances rice plant growth and protects against Pyricularia
oryzae infection. They also can contribute to the metal toxicity tolerance of the
inoculated plants. A. brasilense Az39 has been identified as a potential bioinoculant
for arsenic-contaminated soils due to its high EPS and biofilm production in the
presence of arsenic (Armendariz et al. 2015). Furthermore, these bacterial
components improve the biochemical qualities in plants under abiotic stress. The co-
inoculation with Bacillus subtilis and A. brasilense, both high-EPS producers, improves
wheat growth, osmolyte accumulation, antioxidant activity, and hormone synthesis
under drought conditions (llyas et al. 2020).

However, not all studies support a direct link between EPS overproduction and
enhanced plant growth. For example, phenotypic variants of A. brasilense Sp7 that
produce up to eight times more EPS and exhibit increased resistance to heat and

ultraviolet light promote plant growth at levels similar to the parental strain. This
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suggests that while EPS overproduction may aid bacterial adaptation to rhizospheric
stress, it does not necessarily enhance plant growth further (Volfson et al. 2013).

Despite these findings, further research is needed to elucidate the precise role of EPS
in plant-Azospirillum interactions. Given their role in stress mitigation, EPS-based
biostimulants could be valuable forimproving the resilience of economically important
crops. However, a deeper understanding of how plants perceive Azospirillum EPS and

the signaling pathways they trigger is essential for their effective application.

10.3 Azospirillum Lipopolysaccharides as Signaling Molecules for Plant Growth

Modulation

Signaling molecules and surface components from both plant and bacterial cells play
a crucial role in establishing plant-bacterium associations (Sigida et al. 2019). Among
these components, lipopolysaccharide (LPS), a major constituent of the Gram-
negative bacterial outer membrane, is particularly significant. LPS were discovery in
the late 19th century, and initially termed as endotoxin (Knirel and Valvano 2011).
Choma et al. (1984) isolated LPS by first time from A. lipoferum SpBr17.

In Azospirillum cells, LPS constitutes approximately 70% of the cell surface and are
considered essential for plant-bacterium interactions (Fedonenko et al. 2008;
Fedonenko et al. 2015).

Structurally, LPS are amphiphilic molecules consisting of a hydrophobic lipid A
component, which is linked to a core oligosaccharide (core). This core, in turn, is
connected to an O-specific polysaccharide (O antigen, O chain, or OPS) composed of
repeating oligosaccharide units. The S (Smooth) form of LPS includes all three
components (lipid A, the core oligosaccharide, and the O-specific polysaccharide)
whereas the R (Rough) form lacks the O-specific polysaccharide and consists only of
lipid A and the core oligosaccharide (Sigida et al. 2013).

The analysis of LPS from A. lipoferum SpBr17 revealed the neutral sugar and fatty acid

composition of the LPS, identifying rhamnose and glucose as the primary components
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of the O-side chains, which together accounted for more than 95% of the neutral
sugars. Additionally, a high concentration of two distinct 3-hydroxylated fatty acids and
the presence of D-glycero-D-mannoheptose were detected, suggesting that the LPS of
A. lipoferum SpBr17 belongs to the S type (Choma et al. 1984). Shortly afterward, the
LPS of ten different Azospirillum strains, five from A. brasilense and five from A.
lipoferum, were analyzed. The LPS composition was easily distinguishable between the
species, with A. brasilense exhibiting a more complex sugar profile, including
rhamnose, fucose, galactose, mannose, and glucose in varying proportions (Choma et
al. 1987).

The characterization of the O-polysaccharides of LPS from various Azospirillum strains
(Table 1), revealed a high degree of similarity among them attributed to the presence of
repeating structural units in their O-antigens. The serological properties and
chemotypes of O-antigens have led to the classification of these strains into three
serogroups. Serogroup | is characterized by linear D-rhamnose. These bacteria are
widely distributed across different climate zones and are commonly associated with
wheat. A representative species of this group is A. brasilense Sp245 (Fedonenko et al.
2011). Serogroup Il encompasses the largest number of strains and exhibits the
greatest diversity in the OPS of their LPS. Classification into this serogroup is based on
serological cross-reactions with the type strain A. brasilense Sp7 (Konnova et al. 2008;
Fedonenko et al. 2015). The host range for Serogroup |l Azospirilla includes various
gramineous plants, such as crabgrass, Cynodon, millet, rice, and wheat. Serogroup ll|
is distinguished by the presence of L-rhamnose in the main chain and D-glucose in the
side chain. A representative strain of this group is A. lipoferum 59b (Sigida et al. 2014).
The structure of lipid A in Azospirillum has only been reported for A. lipoferum SpBr17.
Its backbone consists of a B-(1,6)-linked D-glucosamine disaccharide but notably
lacks phosphate residues, in contrast to enterobacterial lipid A, which contains
phosphate residues and are strongly associated with the endotoxic activity of LPS
molecules. This structural difference suggests that Azospirillum lipid A may exhibit

lower toxicity toward eukaryotic cells (Choma and Komaniecka 2008).
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Research onthese macromolecules, particularly their chemical structure, is crucial for
advancing our molecular-level understanding of the mechanisms that drive effective
plant-bacteria symbiosis (Fedonenko et al. 2005). Mutants with impaired LPS
biosynthesis show reduced adsorption efficiency to wheat roots and a diminished
capacity to colonize maize roots compared to their wild-type counterparts (Fedonenko
et al. 2001; Jofré et al. 2004; Fedonenko et al. 2008).

Lipopolysaccharides of plant pathogenic bacteria are classified as microbe-
associated molecular patterns (MAMPs), which are recognized by the plant innate
immune system. This recognition triggers a range of defense responses, including the
production of reactive oxygen species (ROS), nitric oxide (NO), and pathogenesis-
related (PR) proteins (Newman et al. 2013). The recognition of MAMPs involves Pattern
Recognition Receptors (PRRs), which can be kinase-type receptors featuring an
extracellular domain for ligand perception, a transmembrane domain, and an
intracellular kinase domain (Boutrot and Zipfel 2017).

Recent studies have focused on elucidating the role of specific LPS components in
plant-microbe interactions, with evidence suggesting that the OPS moiety may act as
an elicitor, triggering a cascade of plant defense responses (Sigida et al. 2015).

Plants can use MAMP recognition not only to mount immune responses but also to
establish beneficial symbiotic relationships and improve plant growth. The application
of LPS from Azospirillum strains to wheat (Triticum aestivum), cucumber (Cucumis
sativus), potato, and Arabidopsis has been shown to induce early growth responses in
seedlings. However, to date, no specific receptors for Azospirillum LPS have been
identified. LPS from Azospirillum brasilense Sp245, are also able to activate the mitotic
activity of meristematic cells in wheat roots, which was comparable to the whole
bacterial cells (Evseeva et al. 2011).

Plant growth parameters such as enhanced leaf elongation, dry weight and spike
formation were also improved with the exogenous application of A. brasilense Sp245
LPS on wheat. However, they also accelerated plant aging, suggesting that LPS

influences developmental processes in wheat (Chavez-Herrera et al. 2018).
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However, LPS from Sp245 has been shown to stimulate biochemical responses in
wheat and cucumber plants, including the production of reactive oxygen species (ROS)
(Vallejo-Ochoa et al. 2017), elevated peroxidase activity, increased Ca’* availability
(Hernandez-Esquivel et al. 2020), and total phenolic content (Morales-Ascencio et al.
2019).

Interestingly, LPS from Azospirillum significantly stimulates morphogenetic activity of
wheat somatic tissues in comparison with LPS from Enterobacteriaceae, in addition to
the increase in plant size and weight (Evseeva et al. 2018). Furthermore, the O-
polysaccharide appear to be important in the morphogenetic activity of Azospirillum
LPS. A comparative study of LPS from three Azospirillum strains (A. brasilense SR55, A.
brasilense SR75, and A. lipoferum SR65) on calluses derived from two wheat (Triticum
aestivum) lines (LRht-B1c and LRht-B1a) differing in their morphogenetic activity show
that LPS from A. lipoferum SR65 significantly promoted callus morphogenesis and
regenerative developmentin both wheat lines. Meanwhile, LPS from A. brasilense SR55
and SR75 selectively enhanced either the yield of morphogenetic calluses or the yield
of regenerated plants, respectively. Overall, Azospirillum LPS had a stronger effect on
the weakly morphogenetic LRht-B1a line than on the highly morphogenetic LRht-B1c
line (Tkachenko et al. 2021).

The monosaccharide residues of the O-polysaccharide play a main role in the
stimulatory effects of LPS on plant growth promotion. In a study analyzing the effects
of LPS from six bacterial strains belonging to different taxonomic groups
(Ochrobactrum quorumnocens T1Kr02, Pseudomonas chlororaphis K3, Azospirillum
brasilense SR80, Azospirillum brasilense SR88, Azospirillum thiophilum BV-S, and
Azospirillum zeae N7) on potato microplants, growth parameters such as shoot length,
total root length, and dry weight of shoots and roots were evaluated. The LPS from
Ochrobactrum quorumnocens T1Kr02 and Azospirillum thiophilum BV-S exhibited the
most significant positive effects. Notably, the O-polysaccharides of these strains
consist predominantly or entirely of 6-deoxyhexose residues, specifically fucose and

rhamnose (lvanova et al. 2024).
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The molecular mechanism by which LPS influences plant growth remains under
investigation. However, the Target of Rapamycin (TOR) signaling pathway has been
shown to play a role in the cellular response to LPS. Arabidopsis thaliana plants
sprayed with two different concentrations of Azospirillum brasilense Sp245 LPS (10
and 100 pg/mL) exhibited enhanced growth and development. This effect correlated
with increased expression and activity of the TOR kinase, as well as phosphorylation of
its downstream target, the S6K protein. These changes also promoted cell
proliferation, suggesting that A. brasilense LPS may modulate TOR-mediated
processes (Méndez-Gémez et al. 2020). While these findings provide valuable insight
into the molecular components for LPS activity, many questions remain. The upstream
elements that activate this pathway, potential crosstalk with phytohormone signaling,
and the precise mechanisms by which plants recognize Azospirillum LPS are still

unknown. Further research is needed to fully elucidate these complex interactions.
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Table 1. Structures of repeating units of OPS from Azospirillum spp.
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Strain Structure of repeating units Reference
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10.4 Function of Flagellin in the Interaction Between Plants and Azospirillum

Azospirillum brasilense is a Gram-negative, nitrogen-fixing rhizobacterium
distinguished by a mixed flagellation pattern. It has a single polar flagellum, which
facilitates swimming (Tarrand et al. 1978; Zhulin and Armitage 1993), and multiple
lateral flagella that enable swarming on solid surfaces (Hall and Krieg 1983).

Motility and chemotaxis allow A. brasilense to detect and move toward energy sources.
The bacterium exhibits chemotactic responses to various amino acids, organic acids,
and sugars (Zhulin and Armitage 1993). Among these, oxalate secreted by rice and
malate exuded by maize play crucial roles in determining host specificity during
colonization (Reinhold et al. 1985).

The initial stage of root colonization, involving adsorption to plant roots, is facilitated
by the polar flagellum (Croes et al. 1993). This structure is critical for early colonization,
as mutants lacking both polar and lateral flagella show significantly reduced
adsorption capacity (Tarrand et al. 1978; Croes et al. 1993). Supporting this, studies
have demonstrated that purified polar flagella effectively bind to wheat roots, whereas
lateral flagella do not exhibit this binding ability (Croes et al. 1993).

Flagellin, the primary structural protein of the bacterial flagellum filament, is one of the
most abundant and widely distributed proteins in motile bacteria (Chaban et al. 2015).
The flagellar filament, a tubular structure extending up to 15 pymin length, is assembled
through the distal polymerization of up to 30,000 flagellin (FLiC) subunits (Paradis et al.
2017).

The N- and C-terminal regions of flagellin, each approximately 250 amino acids long,
fold together to form the DO and D1 structural domains. Located at the filament core,
these domains are essential for polymerization (Yonekura et al. 2003). Despite the
structural constraints that require conservation of the terminal sequences, the central
region of flagellin—the hypervariable domain—exhibits significant variation in length

and is exposed on the filament surface (Beatson et al. 2006).

133

——
| —



The role of flagellins from plant-growth-promoting rhizobacteria (PGPR) in triggering
plant responses remains largely unexplored (Sumayo et al. 2013), though progress has
been made in their characterization. Glycosylation of the flagellin in the polar flagellum
was first identified in Azospirillum brasilense type strain Sp7 (Moens et al. 1995).
Subsequent studies confirmed the presence of an O-linked polysaccharide in the
glycosylated flagellin of Sp7 and characterized the structure of its tetrasaccharide
repeating unit (Belyakov et al. 2012). More recently, research has shown that flagellin
glycosylation is widespread among Gram-negative bacteria, influencing filament
assembly, molecular recognition, and interactions with various partners (Merino and
Tomas 2014). However, the biological significance of flagellin glycosylation in plant-
bacteria interactions remains unknown.

Flagellin has been extensively studied in the context of plant-pathogen interactions. In
tomato and Arabidopsis cell cultures, both intact flagellin and its fragments from the
phytopathogen Pseudomonas syringae can trigger plantimmune responses (Felix et al.
1999; Boller and Felix 2009; Gdmez-Gémez and Boller 2002). Research has identified
aconserved 22-amino acid peptide, Flg22, within the flagellin protein of Pseudomonas
aeruginosa, as the key elicitor responsible for these immune responses. Flg22
activates defense mechanisms in aerial plant tissues, including reactive oxygen
species (ROS) bursts, ethylene production, and alkalinization responses (Felix et al.
1999; Wyrsch et al. 2015). It is the most extensively studied pathogen-associated
molecular pattern (PAMP) (Jin et al. 2022) and microbe-associated molecular pattern
(MAMP) (Aslam et al. 2009).

Flg22 is embedded within the bacterial flagellum and must first be modified by plant-
secreted glycosidases, such as BGAL1, to initiate immune responses. These enzymes
hydrolyze the glycosyl groups of flagellin proteins and are induced under conditions of
hypoxia, salt stress, and pathogen attack (Schmid et al. 2005). Subsequently, plant-
secreted proteinases cleave flagellin to release Flg22 in its biologically active form

(Sanguankiattichai et al. 2022).
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Whether a similar mechanism exists for generating Flg22 during interactions between
beneficial bacteria and plants remains unknown and warrants further investigation. To
date, no studies have reported the biological activity of Azospirillum Flg22 in plants. It
remains unclear whether this peptide plays arole in the plant growth-promoting effects
of Azospirillum or whether plants associated with Azospirillum possess specific
receptors forits Flg22.

Interestingly, the Xa21 resistance gene in rice, which confers gene-for-gene resistance
against Xanthomonas oryzae, encodes a protein with a structure and sequence similar
to the FLS2 protein. FLS2 is a receptor-like kinase (RLK) composed of an extracellular
leucine-rich-repeat (LRR) domain, a single membrane-spanning domain, and an
intracellular serine/threonine protein kinase domain (Gémez-Gémez and Boller 2000;
Shiu and Bleecker 2001; Song et al. 1995). The LRR domain is a common structural
motif in extracellular proteins, including members of the Toll-receptor family (Kopp and
Medzhitov 1999). These domains are believed to mediate interactions with ligands,
particularly with other proteins or peptides (Kobe and Deisenhofer 1995). This suggests
that the LRR domain of FLS2 may serve as a receptor for flg22 and flagellin (Gomez-
Gomez and Boller 2000).

In Solanaceous plants such as tomato, potato, and pepper, an additional FLS receptor
(FLS3) has been identified, which recognizes a different epitope of Pseudomonas
flagellin (Hind et al. 2016). This finding indicates that the same molecule, flagellin, can
be detected by different plant receptors. Whether FLS receptors perceive flagellin from
pathogenic and beneficial bacteria in the same manner remains an open question.
Although the flagellum plays a key role in the adsorption of A. brasilense to plant roots
(Croesetal. 1993), the specific contributions of flagellin and lipopolysaccharides (LPS)
in this process remain unclear. Notably, LPS appears to form a sheath around the
flagellar filament (Burygin et al. 2007), which may influence its interaction with plant
surfaces.

Moens et al. (1995) demonstrated that the flagellin of the polar flagellum in A.

brasilense Sp7 is glycosylated, while Belyakov et al. (2012) further characterized these
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glycan chains as a polysaccharide with a branched tetrasaccharide repeating unit
composed of rhamnose (Rha), fucose (Fuc), galactose (Gal), and N-acetylglucosamine
(GlcNAc). Notably, this tetrasaccharide shares the same monosaccharide residue
ratio as the O-specific polysaccharide chain of the lipopolysaccharide (LPS) from the
same strain, highlighting a close structural relationship between these two
glycopolymers.

Flagellin glycosylation may influence the interaction of Azospirillum with plant hosts.
While direct studies on Azospirillum flagellin glycosylation and immune evasion remain
limited, research on other bacteria suggests that glycosylation enhances the structural
stability of flagella, potentially reducing the release of flagellin monomers and,
consequently, minimizing recognition by plant immune receptors (Rossez et al. 2015).
This raises the possibility that a key distinction between plant-beneficial and
pathogenic bacteria in plant recognition and defense activation could lie in flagellin
glycosylation.

Beyond its structural role, the flagellin of A. brasilense Sp245 functions as an elicitor of
molecular changes associated with plant growth promotion. Remarkably, it can
independently stimulate mitosis in wheat roots (Shirokov et al. 2020), demonstrating
that bacterial structural components play a crucial role in activating plant growth
responses. These effects, combined with bacterial phytohormone production,
contribute to the mechanisms by which plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR)
enhance plant development.

Additionally, Azospirillum flagellin (from A. brasilense REC3) has been shown to act as
a microbe-associated molecular pattern (MAMP), triggering plant defense responses.
These include reactive oxygen species (ROS) accumulation, salicylic acid production,
callose and lignin deposition, increased biofilm formation on leaves, and stomatal
closure, ultimately providing strawberry plants with protection against the pathogenic
fungus Macrophomina phaseolina (Elias et al. 2022). This property of flagellin suggests
that it may play a role in activating plant responses involved in Azospirillum-mediated

biological control.
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Golden Protocol

In vitro Assay of Arabidopsis Biostimulation by Lipopolysaccharides from

Azospirillum brasilense Sp245

Description

Lipopolysaccharide (LPS) is a key component of the outer membrane of Azospirillum.
Structurally, LPS consists of three distinct regions: lipid A, which anchors it to the
bacterial membrane; a core oligosaccharide; and repeating O-antigen units that
extend outward from the cell surface. Lipid A, characterized by multiple fatty acids,
plays a crucial role in embedding LPS within the membrane. Here, we describe an in
vitro bioassay to evaluate the biostimulatory effects of Azospirillum-derived LPS on

Arabidopsis plants.

Lipopolysaccharides extraction

Materials

Equipment

1. Plant growth chamber
Refrigerator

Autoclave
Bacteriological incubator
Laminar flow hood

IEC Centra CL2 centrifuge

N o a kM b

Eppendorf centrifuge
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7.

Magnetic stirrer

Procedure

Bacterial Growth

1.

Pre-inoculum: In a glass tube, add 3 mL of LB minimum (LBm) medium.

Inoculate with a colony of Azospirillum brasilense Sp245.

2.

Incubate at 30°C with constant agitation for 16 hours. Include a negative control (a

glass tube containing only LBm, without bacterial inoculation).

In an Erlenmeyer flask, add 200 mL of LBm, then inoculate with 300 pL of the pre-

inoculum.

Incubate at 30°C with constant agitation for 24 hours. Include a negative control
(an Erlenmeyer flask containing only 100 mL of LBm, without pre-inoculum).

Ensure that the ODgyo Nm =0.9.

Distribute the culture into four 50 mL Falcon tubes (50 mL per tube).

Centrifuge at 3,200 rpm for 10 minutes (using IEC Centra CL2 centrifuge).

Remove 40 mL of the supernatant from each tube, leaving 10 mL of culture

medium in each. Resuspend the bacterial pellet using a vortex mixer.

Combine the resuspended pellets into a single Falcon tube (total volume: 40 mL).

Centrifuge again at 3,200 rpm for 5 minutes.

e Ensure proper counterbalancing by using another Falcon tube filled with an

equal weight of water.

e Optional: To determine the weight of the cell pellet, weigh the Falcon tube

before and after centrifugation, calculating the difference.
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10. Resuspend the pelletin 5 mL of sterile distilled water using a vortex mixer.

11. Add 5 mL of ice-cold Tris-saturated phenol and mix thoroughly.

12. Incubate at 65°C for 20 minutes.

13. Store at 4°C overnight.

14. Centrifuge at 3,800 rpm for 10 minutes (using a CL central centrifuge).

15. Transfer the aqueous phase into a dialysis membrane, sealing the bottom with a cotton

thread.

o Tip: Before addingthe sample, test the dialysis membrane by filling it with sterile

distilled water to ensure it is securely sealed.

16. Seal both ends of the dialysis membrane (forming a "candy" shape) and place itin

a beaker containing sterile distilled water.

17. Dialyze for 3-4 days, replacing the sterile distilled water every 24 hours to remove

phenol traces.

o Theresulting liquid is referred to as the "dialysate."

18. Transfer the dialysate into Eppendorf tubes.

19. Centrifuge at 12,000 rpm for 10 minutes (using an Eppendorf centrifuge).

20. Weigh sterile Eppendorf tubes before use.

21. Transfer the aqueous phase into a pre-weighed Eppendorf tube.

22. Add 0.15 M sodium acetate (pH 8.0) to the dialysate.

23. Add absolute ethanol in a 1:4 ratio (v/v).
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24,

25.

26.

Incubate at —20°C for 24 hours.

Centrifuge at 4,200 rpm for 20 minutes.

Remove the supernatant and air-dry the pellet at room temperature for 20

minutes.

27.

28.

29.

30.

Resuspend the pellet in 200 pL of sterile distilled water and transfer it to a pre-

weighed Eppendorf tube. Ensure complete dissolution by pipetting.

Add 5 pL of DNase | and 5 pL of RNase from a 10 mg/mL stock solution (final

concentration: 0.25 pug/plL). Incubate at 37°C for 30 minutes.

Add 10 pL of Proteinase K from a 10 mg/mL stock solution (final concentration:

0.50 pg/plL). Incubate at 59°C for 1 hour.

Precipitate the lipopolysaccharides (LPS) by adding ethanol in a 3:1 ratio (v/v).

Store at —20°C overnight.

31. Centrifuge at 4,200 rpm for 20 minutes and remove the supernatant.

32. Weigh the tube containing the dried pellet to calculate the LPS yield by subtracting

33.

the pre-weighed tube mass.

Resuspend the LPS pellet in sterile distilled water.

34. Store at 4°C until use.
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2. Nguyen MP, Tran LVH, Namgoong H, et al (2019) Applications of different solvents
and conditions for differential extraction of lipopolysaccharide in Gram-negative

bacteria. J Microbiol 57:644-654. http://doi.org/ 10.1007/s12275-019-9116-5

In vitro bioassay

1. Wash and disinfect Arabidopsis thaliana seeds as follows:

e Add 96% (v/v) ethanol for 5 minutes.
e Remove the ethanol and add 20% (v/v) chlorine for 5 minutes.
e Remove the chlorine and wash the seeds five times with sterile deionized water,

each wash lasting 2 minutes.
2. Store the washed seeds at 4°C for 48 hours.

3. Germinate the seeds on Petri dishes containing 0.2X MS medium for 4 days until

they reach approximately 1 cmin length.

4. Prepare 0.2X MS culture medium, sterilize it, and allow it to cool to a warm

temperature. Add lipopolysaccharides to a final concentration of 100 pg/mL.
5. Pourthe prepared culture medium into Petri dishes and allow it to solidify.

6. Using 1,000 pL pipette tips, transfer 4-day-old germinated seedlings to the Petri
dishes containing MS culture medium with lipopolysaccharides, ensuring a 5 mm

spacing between plants. Place 10 plants per Petri dish.

7. Seal the Petri dishes with Parafilm and place them horizontally at a 65° angle in a

plant growth chamber for 7 days or the duration required for the experiment.
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https://doi.org/10.1007/s12275-019-9116-5

Arabidopsis seedlings grown for ten days in the presence of Azospirillum brasilense Sp245 LPS
(100 pg/mL) (Image courtesy of Eusebio Alvarez-Santamaria).
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7.3.4. PLDal improves saline stress tolerance in Arabidopsis thaliana inoculated
with Azospirillum baldaniorum Sp245.
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Abstract

Plant growth-promoting rhizobacteria are crucial in enhancing plant tolerance to saline stress. To investigate the role of
Arabidopsis thaliana phospholipase Dal (PLDal) and Azospirillum baldaniorum Sp245 in adaptation to saline conditions,
PLDal WT. overexpressing (OE) and knockout (KO) mutant lines were inoculated with the bacterium. 4. baldaniorum
Sp245 increased biomass and noteworthy, OE plants had greater root hair elongation than KO and WT plants. The root
hair phenotype of PLDal overexpressors could be maintained upon 100 mM NaCl application, while biomass production
was comparable to the WT. Sp245 improved growth parameters such as lateral root number and total fresh weight under
saline conditions in PLDal OE and KO lines, with contrasting effects on root hair development, which was promoted in
the OE and abrogated in KO plants. Sp245 inoculation under saline stress promoted stomatal aperture in the WT, OE and
KO lines, which correlated with decreased in phosphatidic acid (PA) levels. These findings involve PLDul in orchestrat-
ing plant growth, epidermal cell elongation, and PA production in 4. thaliana as a response to 4. baldaniorum Sp245
under saline stress. The role of PLDal in modulating stomatal movement in response to inoculation and saline conditions
is also discussed.

Keywords Phosphatidic acid - Salt stress - Plant growth - Root hairs - Stomata aperture

Introduction (Cassan & Diaz-Zorita, 2016). Azospirillum isolates applied

in agriculture can tolerate salinity depending on the geno-

Soil salinization affects seed germination. crop growth,
and productivity (Van Zelm et al., 2020). The underlying
osmotic pressure and Na™ and C1™ toxicity impairs root mer-
istem activity, disrupt metabolism and photosynthesis and
halt overall plant development (Van Zelm et al., 2020; Xiao
& Zhou, 2022).

The genus Azospirillum has been consolidated as plant
growth-promoting bacteria widely applied in agriculture,
which colonize over 100 plant species. and positively influ-
ence growth, development, and yield under field conditions
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type. For instance, 4. amazonense typically exhibits the
lowest salinity tolerance, while 4. halopraeferens can with-
stand salinity levels comparable to seawater. exceeding 3%
NaCl. Consequently, Azospirillum inoculation’s benefits
appear to be more pronounced under stress conditions (Gar-
ciaetal., 2017).

Azospiriflum employs multiple strategies to support
plant development under osmotic and saline stress through
mechanisms collectively called induced systemic stress
tolerance. These include the production of hormones, anti-
oxidants, and osmolytes (Yang et al., 2009). Particularly, 4.
brasilense improved rice growth under salt stress regulating
the expression of key genes involved in defense and stress
response, abscisic acid and jasmonic acid signaling, and ion
and nutrient transport (Degon et al., 2023). In wheat, this
rhizobacterium enhanced photosynthesis, chlorophyll con-
tent, and growth rate under salt stress (Aijaz et al., 2024).

Additionally, platforms such as the Stress Combina-
tions and Their Interactions in Plants Database (SCIPDb;
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http://www.nipgr.ac.in/scipdb.php) provide valuable data
on the morpho-physio-biochemical (phenome) and molecu-
lar (transcriptome and metabolome) responses of plants to
various stress combinations, including salinity and bacterial
stress (Priya et al., 2023).

Phospholipids serve as essential components of cell
membranes act as rich sources for producing cellular media-
tors. Phospholipases break down phospholipids into vari-
ous products, such as phosphatidic acid (PA), diacylglycerol
(DAG), free fatty acids (FFAs), and lysophospholipids
(LPLs), all of which play key roles in regulating cellular
functions and metabolism. As such phospholipases play
diverse and crucial roles in plant growth, development. and
responses to abiotic and biotic stresses. Plant phospholi-
pases are grouped into phospholipase D (PLD), phospholi-
pase C (PLC), phospholipase Al (PLAT), and PLA2 based
on the site of glycerophospholipid hydrolysis (Wang, 2001:
Wang et al., 2012).

Phospholipase D (PLD) catalyzes the hydrolysis of
membrane phospholipids such as phosphatidylcholine (PC)
and phosphatidylethanolamine (PE). producing a free head
group and phosphatidic acid (PA). This PLD-mediated phos-
pholipid breakdown is prominent in plants, and its activity
rises under stress conditions (Wang et al., 2012).

The PLD family in Arabidopsis includes twelve iso-
forms: PLDa (1.2,3), PLDP (1.2). PLDy (1,2.3). PLDS,
PLDs, and PLDC (1.2) (Elids et al., 2002). The a. . v, 8, and
& PLD types are known as C2-PLDs due to the presence of a
C2 domain near their N-terminus. In contrast, the two PLDC
isoforms lack the C2 domain and instead contain pleckstrin
homelogy (PH) and phox homology (PX) domains (Barg-
man & Muunik, 2006).

PLDal, PLDa3 and PLDS are involved in the salt stress
response, and their mutation led to reduced PA levels,
increased Na~ levels, and a salt-sensitive phenotype (Barg-
mann et al., 2008; Hong et al.. 2008a, 2008b; Yu et al.,
2010; Zhang et al.. 2012). PLDal-derived PA binds to and
activates MPK6, which phosphorylates the C-terminus of
SOSI1. facilitating the removal of excess Na+in Arabidop-
sis (Yu et al., 2010). These findings suggest that the MAPK
cascade and SOS pathways are regulated by PLD-derived
PA and are involved in salt tolerance. However, whether the
changes induced in plants by A. baldaniourum Sp245 are
mediated by PLD and accounts for enhanced resistance to
saline stress. Our study analyzes the role of PLDal in A
thaliana plants under saline stress and inoculated with 4.
baldaniowrum Sp245.

@ Springer

Material and methods
Plant materials and growth

The Arabidopsis thaliana ecotype Col-0 was utilized in
this study. One activating tag T-DNA mutant line pldal
(SK3822) and one T-DNA insertion mutant line pldo/
(SAIL 81 A03). both in the Col-0 background, were
identified using the SiGnAL database from T-DNA lines
described by Alonso et al. (2003). Seeds from the activat-
ing line belong to the T3 or T4 generation. The null mutant
was identified through Thermal Asymmetric Interlaced PCR
(TAIL-PCR). Seeds for these lines were obtained from the
Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) at Ohio
State University.

Seeds were sown on half-strength Murashige and Skoog
(MS) medium (pH 5.8) supplemented with 0.1% sucrose
and solidified with 1% agar. Following a 2-day stratifica-
tion period at 4 °C in darkness, the seedlings were grown
vertically at a 45-degree angle for 3—4 days under a 12 h
light/12 h darkness photoperiod at 23 °C during the light
phase and 18 °C during darkness, with a light intensity of

=
160 pmol m—2 57!,

Inoculum preparations

The wild-type Azospirilfum brasilense Sp245 strain, later
reclassified as Azospirillum baldaniorum Sp245 (dos Santos
Ferreira et al., 2020), used in this study, was provided by
Gladys Alexandre (University of Tennessee, USA). Bacte-
ria were cultured in LB medium (pH 7), containing 10 g/L
peptone, 5 g/L yeast extract, and 5 g/L NaCl, supplemented
with 0.3009 g/L MgS0s and 0.277 g/L CaCl:. For solid
medium, 15 g/L agar was added. Cultures were incubated at
27 °C with rotation at 100 rpm.

For inoculum preparation. the bacterial culture protocol
described by Spaepen et al. (2014) was followed. Bacteria
were grown for 20 h (exponential phase) at 27 °C with rota-
tion at 100 rpm. Cells were then washed twice with 0.9%
NaCl by centrifugation (4300x=g, 10 min, 4 °C), resus-
pended in 0.01 M MgS0s, and serially diluted to achieve the
desired final concentration of colony-forming units (CFU)
for inoculation.

Inoculation of plants

Four days after germination. seedlings were transferred to
agar solidified MS 0.2 = medium for interaction with the rhi-
zobacterium. 10 pL of bacterial culture was applied approx-
imately 1 ¢cm from the edge of the Petri dish. To evaluate
the effects of sodium chloride (NaCl) stress, 4-day-old seed-
lings were transferred to fresh MS (0.2 x plates (Control) or
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MS 0.2 = medium supplemented with 100, 150, or 200 mM
NaCl, with or without bacterial treatment. The plates were
sealed with Parafilm and incubated vertically for 6 days in
a growth chamber. Plant growth parameters were subse-
quently measured to assess the responses.

Plant growth analysis

After 6 days of growth, plant fresh weight was determined
using an analytical balance (Ohaus V14130 Voyager). Root
length was measured with a ruler. and lateral root numbers
were quantified under a stereomicroscope (Leica EZ4 D).
Whole-plant images were captured with a Nikon camera,
while root hair images were obtained using a stereomicro-
scope (Leica MZ6). Stomatal aperture was recorded under
a microscope with a digital camera (AmScope FMA050).

Phosphatidic acid extraction

PA content was analyzed using a modified lipid extraction
protocol based on Welti et al. (2002). Briefly, 500 mg of
tissue were heated at 75 °C for 15 min in 10 mL of isopro-
pancl containing 0.01% butylated hydroxytoluene (BHT).
Subsequently, 10 mL of chloroform and 5 mL of water were
added. and the mixture was stirred for one hour. The super-
natant was collected and combined with chloroform/metha-
nol (2:1) containing 0.01% BHT, followed by stirring for
30 min. This extraction was repeated five times until the
tissue appeared white. The combined supernatants were
washed sequentially with 1 mL of | M KCI and 2 mL of
water. The solvent was evaporated under a stream of nitro-
gen gas, and the dried extract was resuspended in 200 pL of
chloroform for storage at -20 °C.

Thin-layer chromatography of phosphatidic acid

Lipid separation was performed using thin-layer chro-
matography (TLC) with a solvent system consisting of
chloroform:methanol hydroxide (60:35:8 viv/v). Phos-
pholipids were visualized by spraying the TLC plate with
(.01% primuline dissolved in 80% acetone. After drying,
the plate was examined under a transilluminator (312 nm
excitation, 605 nm emission), and images were captured
(Tanaka et al.,, 2012). The digitized images were analyzed
using ImageJ software to quantify the pixel intensity and
area corresponding to the phosphatidic acid stain.

Statistical analysis
The experiments were performed at least three times with

comparable results. The data were analyzed using STA-
TISTICA program version 8.0.550. Multivariate analysis

followed by a post-hoc test (Tukey’s HSD) were used for
testing differences. Different letters indicate means that dif-
fer significantly (P<0.03).

Results

Growth of WT, PLDa1-0E and PLDa1-KO A. thaliana
lines

To assess the role of PLDal on A. thaliana growth, the fol-
lowing materials were used: a T-DNA insertional knockout
(KO) mutant and an overexpressing (OE) line generated
through T-DNA activation tagging. The KO mutant has the
T-DNA inserted in the third exon of the PLDal gene, while
the OE mutant has the T-DNA activation tag inserted in the
third intron (Fig. 1A).

PLDal-OE Arabidopsis plants exhibited an increase
in total length, while PLDa/-KO plants showed reduced
growth compared to the WT. The number of lateral roots
was higher in OE plants but significantly decreased in KO
plants. Total fresh weight did not show significant chanpes
in OE or KO lines compared to the WT (Fig. 1B-D). Root
hair length in OE plants showed a slight reduction, while in
KO plants it was similar to the WT (Fig. 1E).

In PLDai-OE plants, stomata were predominantly
closed, whereas in KO mutants. they were mainly were fully
open, compared to WT stomata (Fig. 1F). Additionally, OE
plants displayed higher levels of PA than WT. In contrast
KO plants exhibited a decrease in its production (Fig. 1G).
These findings confirm the critical role of PLDal in plant
development.

Growth of WT, PDLa1-OE and-KO plants inoculated
with A. baldaniourum 5p245

To investigate the role of PLDal in Arabidopsis response
to interaction with 4. baldaniorum Sp245, WT, OE and
KO plants were grown six days post-inoculation, and plant
growth parameters were assessed. The total length of the
OE and KO lines was comparable to that of inoculated WT
plants. Lateral root formation showed a notable increase in
WT and mutant plants. Total fresh weight was significantly
higher in both OE and KO lines, with a more pronounced
increase observed in OE plants (Fig. 2A-C). The rhizo-
bacteria induced changes in root hair length in WT plants.
Noteworthy, root hairs were longer in OE plants and shorter
in KO plants than inoculated WT plants (Fig. 2D).
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Figure 1. Effect of PLDal on

3 3 2 A
Arabidopsis growth, stomatal T-DNA risertion
aperture. and phosphatidic acid S"“—Bq""cq

(PA) production. A Gene struc-
ture of PLDal and the location
of T-DNA insertions. Exons

are represented by black boxes.
B--D Plant growth parameters for
wild-type (WT). overexpressing
(OE), and knockout (KO) PLDal
plants. E Photographs of root tips
from WT, OE. and KO plants.
Scale bar=200 pm. F Stomatal
aperture (scale bar=50 pum) and
G PA production in WT, OE, and
KO plants. Stomatal aperture was
analyzed on the abaxial surface
of the cotyledonary leaves using
a microscope at 100X magnifica-
tion. The arrowhead indicates the
PA band (18:0 distearoyl: 1 mg).
Values represent means = SD from
three experiments. N=30
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Figure 2. Effect of the inoculation
of wild-type (WT), overexpressing
(OE). and knockout (KO) PLDal
plants with A. baldaniorum Sp245.
4-day-old seedlings were selected
by their homogeneity in growth
and transplanted to fresh MS plates
supplemented with the bacteria at
10° colony-forming units (CFU)/
mL. 6 days after treatment plant
growth parameters were analyzed.
A-C Analysis of total length.
lateral root number and total fresh
weight parameters. D Grayscale
stereomicroscope images showing
changes in root tip morphology

in response to inoculation. Scale D
bar=200 um. Sp245=A. baldanio-
rum Sp245. Values are means+SD
of three experiments. N=30

>

Total length (cm)

Effect Growth of A. thaliana inoculated with A.
baldaniorum Sp245 under saline stress

To assess the impact of saline stress on Arabidopsis growth,

plants were exposed to 0, 100, 150, and 200 mM NaCl for
six days. At 150 mM NaCl, seedlings exhibited impaired
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growth and development, with chlorotic foliage. These
symptoms were even more pronounced at 200 mM NaCl.
Additionally, high salt concentrations significantly inhibited
root hair formation (Fig. 3A). Quantitative analysis revealed
a NaCl concentration-dependent decrease in total plant
length and weight. Chlorophyll levels were also notably
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Figure 3. Saline stress in Arabidopsis wild-type and growth promotion
by A. baldaniorum Sp245. A Plants development under different NaCl
concentration (upper panel) and effect of NaCl of root tip morphology
(down panel). B-C Plant growth parameters. E Effect of the inocu-
lation on development (upper panel) and in the root tip morphology

reduced at higher NaCl concentrations, thus explaining the
leaf chlorosis (Fig. 3B-D).

The effect of saline stress at 100 mM NaCl on Arabi-
dopsis biostimulation by 4. baldaniorum Sp245 was also
analyzed. Inoculation mitigated the adverse impact of saline
stress, as the rhizobacteria promoted plant growth and

(down panel) of plants treated with 100 mM NaCl. F-H Plant growth
parameters. Scale bar for roots=200 um, and for seedlings=2 cm.
C=Control (untreated plants). Sp245=A. baldaniorum Sp245. Values
are means: SD of three experiments. N=30

development compared to plants treated with NaCl alone.
Notably, the rhizobacteria prevented the inhibition of root
hair length caused by NaCl (Fig. 3E). The positive impact of
inoculation was evident in a more minor reduction in total
length, lateral root number, lateral root length. and total

a Springer




Plant Physiology Reports

fresh weight when compared to plants treated solely with
NaCl (Fig. 3F-H).

Growth of WT, PLDa1-OE and-KO Arabidopsis lines
under saline stress

To evaluate the impact of saline stress on the growth of WT,
PLDal-OE and KO plants, growth was analyzed in medium
with 100 mM NaCl for six days. Total length and fresh
weight were less inhibited in OE plants than in KO plants,
indicating that PLDal activity plays a crucial role in saline
stress tolerance (Fig. 4A, C). Conversely, the formation of
lateral roots showed a different trend; OE plants exhibited a
decrease in lateral root number. while KO plants showed a
significant increase (Fig. 4B). Detailed analysis of root hair
length revealed that KO plants were more adversely affected
than OE plants by NaCl, as root hairs were longer in OE
plants (Fig. 4D).

Growth of WT, PLDa1-OE and-KO plants under
saline stress and inoculated with A. baldaniorum
Sp245

To further investigate the role of PLDal under saline stress,
plants were grown in 100 mM NaCl in the presence of

Figure 4. Effect of saline stress on
wild-type (WT). overexpressing
(OE). and knockout (KO) PLDal
plants. A-C Analysis of plant
growth parameters. 4-day-old seed-
lings were selected by their homo-
geneity in growth and transplanted
to fresh MS plates supplemented
with 100 mM NaCl. Six days after
treatment plant growth parameters
were analyzed. (A-C) Analysis of
total length, lateral root number
and total fresh weight parameters.
D Grayscale stereomicroscope
images showing changes in root
tip morphology in response to
inoculation. Bar=200 um. Values
are means £ SD of three experi-
ments. N=30
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Sp245 for six days. Quantification of growth parameters
showed no significant changes in total length in OE and
KO plants compared to inoculated plants treated with saline
stress alone. The number of lateral roots was similar to that
of inoculated WT plants, and a slight increase in total fresh
weight was observed in both OE and KO plants (Fig. SA—
C). These results suggest that the presence of the rhizobac-
teria is essential for mitigating the effects of saline stress in
both mutants. Root hair length was promoted by the rhizo-
bacteria under saline stress in OE and KO lines, although
the effect was less pronounced in the KO mutant (Fig. 5D).

Effect of saline stress and A. baldaniorum Sp245
inoculation on stomata movement

PLDal is known to play a role in regulating stomatal move-
ment (Hong et al., 2008a, 2008b). Next, stomatal status was
analyzed in the different treatments. In WT plants, stoma-
tal aperture decreased under saline stress. In contrast in OE
plants, NaCl stimulated stomatal opening. In KO plants,
stomata remained open (Supplementary Fig. 1A). Interest-
ingly, inoculation with A. baldaniorum Sp245 promoted
stomatal aperture under saline stress in WT, OE, and KO
plants (Supplementary Fig. 1B). These findings suggest that
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Figure 5. Effect of the inoculation
of A. baldaniorum Sp245 on wild-
type (WT). overexpressing (OE),
and knockout (KO) PLDal Arabi-
dopsis plants. 4-day-old seedlings
were selected by their homogene-
ity in growth and transplanted to
fresh MS plates supplemented
with 100 mM NaCl and 10°
colony-forming units (CFUYmL
of the rhizobacteria. Six days after
treatment plant growth parameters
were analyzed. A-C Analysis of
total length, lateral root number
and total fresh weight parameters.
D Grayscale stereomicroscope
images showing changes in root tip
morphology in response to inocula-
tion. Bar=200 um. Values are
means £ 5D of three experiments.
Sp245=A. baldaniorim Sp245.
N=30

™

Total langth (em)

WT+5p245

A. baldaniorum Sp245 may regulate stomatal movement
through additional mechanisms beyond PLDal activity.

Phosphatidic acid level in WT, PLDa1-OE and-KO
plants inoculated and under saline stress

Phosphatidic acid (PA) is a lipid second messenger that can
be generated directly through PLD enzyme activity { Tester-
ink et al., 2004). The level of PA was analyzed in OE plants,
inoculated or not with the rhizobacteria under saline stress.
Saline stress reduced PA levels in WT and OE plants com-
pared to untreated WT plants. However, inoculation with
the rhizobacteria under saline stress mitigated this decrease
(Supplementary Fig. 2A). Basal PA production in KO plants
was lower than in WT plants and further decreased upon
inoculation. Saline stress inhibited PA accumulation in KO
plants, but interestingly, inoculation with 4. haldaniorum
Sp245 slightly restored PA accumulation in both WT and
KO mutants (Supplementary Fig. 2B).

Discussion

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) enhances
plant resilience to high salt concentrations (El-Saadony et
al., 2024). However, little is known about the enzymatic
pathways involved in alleviating PGPR-induced saline
stress. Phospholipase D (PLD) hydrolyzes membrane lipids
to produce phosphatidic acid (PA) and a free head group,
a widespread process in plants. PLD plays multiple regu-
latory roles in various plant processes, including abscisic
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acid (ABA) signaling, programmed cell death, root hair pat-
terning, root growth, freezing tolerance. and hyperosmotic
stresses (Hong et al., 2008a, 2008b; Wang, 2005). In this
study, we investigated the role of 4. thaliana PLDal in bio-
stimulation by 4. haldaniorum Sp245 under saline stress.
Two pldal lines were used: an overexpressing (OE) lines
and a knockout (KO) mutant, which impairs PLDal activ-
ity. These lines exhibited distinct growth phenotypes, and
had altered stomata dynamics, in OE plants for instance,
stomata were closed, while in KO plants, stomata remained
open, which correlated with phosphatidic acid levels. Arabi-
dopsis PLDal-OE plants were less affected in total growth
and showed longer root hairs than KO plants in the presence
of NaCl. These results demonstrate that PLDa] activity is
crucial to physiology and plant growth of drabidopsis. The
changes in root morphology suggest that PLDal activity is
essential for the plant response to rhizobacteria, and that this
enzyme is necessary for the stimulation of root hair growth
by the rhizobacteria.

Root hairs are root epidermal cells facilitating water and
nutrient uptake from the soil to the plant. Phospholipases
have been implicated in root hair formation (Samaj et al..
2004), such as phospholipase D{1 (PLD1) activity that reg-
ulates root hair growth by production of phosphatidic acid
(Ohashi et al_, 2003). The reduction in root hair growth in
Arabidopsis deficient in PLDal activity suggests that this
phospholipase also plays an essential role in root hair pro-
motion by 4. baldaniorum Sp245. as well as in the root
architectural modifications induced by the rhizobacteria,

PLDal is a vital enzyme mitigating the detrimental effects
of salt exposure in plants, When PLDal was knocked out in
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Arabidapsis, plants became insensitive to ABA-mediated
stomatal closure; resulting in greater water loss than WT
plants (Zhang et al., 2004). In contrast, overexpression (OE)
of PLDal led to reduced water loss (Sang et al., 2001). In
Brassica napus, PLDal-OE lines showed decreased water
loss, improved biomass accumulation, and produced more
seeds than WT plants under drought conditions (Lu et al.,
2013). It has been reported that ABA activates PLDul, lead-
ing to the production of phosphatidic acid, which is involved
in the regulation of stomatal closure and the reduction of
water loss through transpiration in response to water deficit
(Mishra et al., 2006; Zhang et al., 2004). Thus, ABA plays
a crucial role in plant resistance to drought stress by reduc-
ing transpiration and water loss promoting stomatal closure
{Mishra et al., 2006).

In Arabidopsis plants exposed to saline stress, the delete-
rious effects observed in WT plants, particularly on root hair
development, were alleviated by Sp245 inoculation in both
OE and KO plants. It has been reported that the damaging
effects of NaCl in plants can be reduced by inoculation with
A. brasilense Sp245. which partially reversed the adverse
effects of salt and osmotic stress on the relative elongation
rate of shoots. Several biochemical mechanisms, such as the
accumulation of proline and glutamate, in response to NaCl
were stimulated by Azospirillum (Casanovas et al., 2003).
In addition to these responses, rhizobacteria’s enzymatic
activity of PLD appears to be an essential osmoregulatory
mechanism in plants under saline stress.

As expected, stomatal status analysis revealed that sto-
mata were closed in PLDal-OE plants and fully open in
PLDal-KO plants, which correlated with phosphatidic acid
production in the mutants. However. when WT, OE, and
KO plants were inoculated with Sp2435, stomata in all plants
were open, and PA production decreased. These physi-
ological responses induced by the rhizobacteria may partly
explain their beneficial effects in mitigating the damage to
allow plant growth in saline stress, as the plants were bio-
stimulated in the presence of the stressor. Stomatal move-
ments control CO; uptake for photosynthesis and water loss
through transpiration, which is key to plant productivity and
water use efficiency {Lawson & Vialet-Chabrand, 2019).
These results suggest that the rhizobacteria may regulate
stomatal movement to promote plant growth through the
activity of PLDal, other PLDs, or other biochemical mech-
anisms as the response of OE and KO plants to Sp245 were
similar in terms of stomatal aperture and PA production. In
drought conditions, soil microorganisms alter their osmotic
environment to maintain hydration by accumulating sol-
utes to retain water within their cells (Karnwal et al., 2023).
Therefore, it would be interesting to monitor the solute con-
tent in OE and KO plants to understand better their contri-
bution to the plant response to Sp245 under saline stress.

@ Springer

Although PGPR can facilitate plant growth under drought
conditions by reducing water loss through improved diffu-
sive resistance (Sati et al., 2023}, or enhancing water and
nutrient assimilation via increased nutrient acquisition and
availability {Singh et al., 2022; Chieb et al., 2023}, the regu-
lation of water loss and CO,; uptake through stomatal control
is crucial for maintaining metabolism and promoting plant
arowth. This may explain why we observed stomatal open-
ing in plants inoculated with Sp245 under saline stress. In
this context, it has been reported that water stress impedes
photosynthetic CO, absorption by causing stomatal closure,
which restricts CO, diffusion and inhibits metabolic pro-
cesses (Ahluwalia et al., 2021; Awan et al., 2015; Marchin
et al., 2020). In addition, it has been reported that the stoma-
tal length and stomatal width in leaves of walnut seedlings
decreased significantly under drought stress. In contrast,
inoculation with Pseudomonas brassicacearum X123 under
drought stress could increase the stomatal length and width
(Jing et al., 2023).

Several mechanisms have been reported by which PGPR
promote plant growth and enhance drought stress tolerance.
including the improve in root development leading to better
water absorption through a more extensive root surface area
(Asif et al., 2022; Khan et al., 202(); Olenska et al.. 2020).
As observed in our study, root hair elongation mediated by
PLDal or other PLD’s and stimulated by Sp245 could be an
essential mechanism for enhancing drought stress tolerance.

Until now, the role of PLD in mediating root adaptations
to saline stress in plants inoculated with rhizobacteria was
unknown. Our results demonstrate that this enzyme plays a
key role in the Arabidopsis morphological changes stimu-
lated by 4. baldaniorum Sp245. However, the relationship
between PLD and 4. haldaniorum Sp245 remains to be fully
elucidated in order to better understand the PLD contribu-
tion to the overall response of Arabidopsis to saline stress.

Conclusion

We conclude that PLDul plays a role in 4. baldaniorum
Sp245 ability to improve drought stress tolerance in 4.
thaliana, mediating changes in root hair morphology. sto-
matal movement, and PA levels.
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Abstract

The SNF1 (sucrose non-fermenting | )-related protein kinasel (SnRK1) is the plant ortholog of the budding yeast SNF1 and
mammalian AMP-activated protein kinase (AMPK). These conserved proteins function as metabolic sensors activated in
response to decreasing energy levels. Here, we analyzed the role of SnRK1 in the interaction of Arabidapsis thaliana with
the plant growth-promoting rhizobacterium (PGPR) Serraria sp. H6, under low-energy conditions, using molecular and
pharmacological approaches. In the absence of sucrose in the plant growth mediom. Serraria sp. H6 phytostimulated and
promoted the growth of the A. thaliana mutant kini0, which has impaired SnRK1 catalytic activity, as assessed by changes
in lateral root number. root length. and fresh weight. Under the same growth conditions, the mammalian AMPK inhibitor
dorsomorphin (DM) at 5 pM notably decreased plant growth and cell division in the root meristem, inhibiting the phyto-
stimulation by the rhizobacterium. In contrast, the addition of resveratrol (R5V) at 25 or 50 pM. an activator of mammalian
AMPK, in the presence of Serratia sp. H6 and without sucrose, improved cell division in the root meristem, the formation
of lateral roots. and the phytostimulatory effects on A. thaliana. RSV was unable to restore phytostimulation in kin/0 and
snrkl.3 mutant plants. These pharmacological studies suggest that SnRKI activity is required for the growth promotion of
A. thaliana by the rhizobacterium under low-energy levels. Our findings show that SnRK1 plays a key role in the growth of
A. thaliana promoted by Serraria sp. H6, under metabolic stress.

Keywords Dorsomorphin - Energy sensor - Plant growth - Resveratrol - Rhizobacteria - Sucrose

Introduction The energetic balance must be sensed in such a way as

to define which cellular signaling cascades should be acti-

Plants must continually sense and integrate numerous inter-
nal and external stimuli to optimize growth and develop-
ment. Specific receptors perceive different stimuli and. in
coordination with signaling cascades, produce appropriate
cell responses, such as metabolic adaptation, to regulate cell
growth and division.
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vated or inactivated to economize functional energetics. This
metabolic plasticity also allows different pathways to main-
tain energetic levels during cell growth. Molecular sensors
can perceive changes in the energetic balance of the cell
and redistribute metabolic activity to conserve cell energy
homeostasis.

Plant SnRK 1 (SNF1-related protein kinase 1) belongs toa
highly conserved eukaryotic protein kinase family, as docu-
mented by various studies (Hardie 2012: Polge and Thomas
2007: Hedbacker and Carlson 2008). This kinase serves as
a metabolic sensor. AMPK is the mammalian counterpart
of plant SnRK1. The activation of AMPK. triggered by
increases in AMP and ADP levels relative to ATP during
glucose starvation, is facilitated by the allosteric binding
of AMP to its y-subunit (Carling et al. 1987: Scott et al.
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2004; Gowans et al. 2013). The binding of ADP and AMP
to the y-subunit also induces a conformational change in the
AMPK complex, rendering it resistant to dephosphoryla-
tion and inactivation by phosphatases (Davies et al. 1995;
Suter et al. 2006; Oakhill et al. 2011; Xiao et al. 2011).
After activation, AMPK executes an energy-saving program
by directly regulating enzymes and controlling transcrip-
tion (Hardie 2007). The activation turns off certain anabolic
processes. including the synthesis of fatty acids. cholesterol,
and proteins, while simultaneously activating catabolic path-
ways such as fatty acid oxidation. glycolysis, and autophagy
(Hardie et al. 2012).

AMPK, SNF1, and SnRKI function as heterotrimeric
complexes, each comprising a catalytic a-subunit and regu-
latory p- and y-subunits (Hedbacker and Carlson 2008; Har-
die et al. 2012; Broeckx et al. 2016). The a-subunits consist
of a highly conserved N-terminal Ser/Thr kinase domain and
a large C-terminal regulatory domain facilitating interactions
with the B- and y-subunits. Phosphorylation of the kinase
domain is a prerequisite for AMPK/SNF1/SnRK1 kinase
activity. The f-subunits serve as scaffolds for the complex
and contribute to the localization of the complex and sub-
strate specificity (Estruch et al. 1992; Hawley et al. 1996;
Baena-Gonzdlez et al. 2007). In mammals, SNF1 is activated
in response to low glucose concentrations and promptly
inactivated by the addition of glucose (Hedbacker and Carl-
son 2008; Itani et al. 2003; Minokoshi et al. 2004). AMPK
is negatively regulated by amino acids such as leucine or
glutamine, citrate, and palmitate (Gleason et al. 2007: Ces-
quini et al. 2008; Wu et al. 2007). Glycogens with a high
degree of branching bind to AMPK (-subunits, promoting
allosteric inhibition of kinase activity (McBride et al. 2009).

Pharmacologically, AMPK is inhibited by the small mol-
ecule dorsomorphin (DM), also known as compound C. DM
is a cell-permeable pyrazolopyrimidine derivative that acts
as a potent and reversible ATP-competitive inhibitor of the
complex. It is highly selective for AMPK and does not sig-
nificantly inhibit several structurally related kinases (Gao
et al. 2008). Conversely. the natural polyphenol resveratrol
(RSV) activates AMPK (Kulkarni and Canto 2015).

In A. thaliana, SnRK belongs to a superfamily of proteins
comprising three distinct subfamilies: SnRK 1, SnRK2, and
SnRK3 (Hrabak et al. 2003). The SnRK2 and SnRK3 sub-
families are involved in stress and abscisic acid (ABA) sign-
aling. encompassing 35 more divergent protein Kinases spe-
cific to plants (Weinl and Kudla 2009; Umezawa et al. 2010).
The SnRK! subfamily consists of SnRKlal/SnRK1a2/f
SnRK1a3 (also known as SnRK1.1/SnRK1.2/SnRK1.3,
AKINal/AKINa2/AKINag3, KINIO/KINII/KINL2, or
AKINIO/AKINI I/AKINI2). In A. thaliana, only the cata-
lytic subunits SnRK1al/SnRK1o2 of the SnRK1 complex
appear to be expressed (Baena-Gonzalez et al. 2007).
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SnRKI, in response to energy deprivation, governs both
metabolism and transcription, and its activity is hindered
by sugars that restore an energy balance (Polge and Thomas
2007: Baena-Gonzalez and Sheen 2008; Rodrigues et al.
2013). Playing a pivotal role, SnRK1 is crucial in the accli-
mation of plants to a broad spectrum of biotic and abiotic
stresses (Hao et al. 2003; Lovas et al. 2003; Schwachtje et al.
2006; Baena-Gonzalez et al. 2007; Lee et al. 2009).

In plants. trehalose 6-phosphate (T6P) stands out as a
significant regulator of SnRK1 (Schluepmann et al. 2012).
The accumulation of T6P demonstrates a high correlation
with sucrose levels, leading to the proposition that T6P
serves as a messenger conveying information about carbohy-
drate availability to energy level sensors (Lunn et al. 2006).
SnREK| activity faces inhibition not only from TGP but also
from other sugars, including glucose-6-phosphate (G6P),
glucose- 1-phosphate (G1P), glucose. and sucrose (Toroser
et al. 2000; Wu and Birch 2010; Nunes et al. 2013). An
intriguing observation is that A. rhalieana SnRK1 exhibits
insensitivity to both AMP and ADP, and it shows resist-
ance to in vitro dephosphorylation. This suggests that plant
SnRKI1 is an atypical member within the AMPK family
(Emanuelle et al. 2015).

There is evidence suggesting that the KIN10 and KINI1
protein kinases (corresponding to SnRKIal/SnRK1a2)
are, to a certain extent, interchangeable (Baena et al. 2007).
This is supported by the observation that double knockout
mutants of the KIN10 and KIN11 genes exhibit a lethal phe-
notype. indicating the highly related functions of these two
protein kinases (Baena et al. 2007). However, it is presumed
that the KIN10 protein kinase 1s mainly responsible for the
majority of the activity and functionality within the SnRK1
complexes (Jossier et al. 2009).

Interactions between plants and plant growth-promoting
rhizobacteria (PGPR) induce significant metabolic altera-
tions in both primary and secondary metabolism (Jeon et al.
2021), leading to various morphological changes in foliage
and roots. The generation and utilization of soluble sugars
during plant primary metabolism are also influenced by
PGPR (Jeon et al. 2021). To support the changes coniribut-
ing to plant growth, adjustments in metabolic activity must
be meticulously regulated to maintain suitable levels of ener-
getic molecules necessary for vital functions and morpho-
logical changes, particularly under low-nutrient conditions.

Serratia 1s a genus of Gram-negative bacteria known to
enhance plant growth, particularly on A. thaliana. a model
plant commonly used in plant biology research. Serratia
sp. facilitates plant growth by augmenting root length, root
surface area, and overall plant biomass. Additionally, it pro-
duces indole acetic acid (IAA) and forms biofilm on roots,
further enhancing the interaction between the plant and bac-
teria, thereby promoting growth (Gonzilez-Ista et al. 2023).
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were slightly stimulated by H6 in the kin/0 mutant. In the
absence of sucrose, phytostimulation in the kin/0 mutant
was sustained and even higher than in wild-type plants.
Taken together, these results suggest that the kin/0 mutant
maintains the capacity to respond to phytostimulation by
Serratia sp. H6 in the absence of sucrose.

Dorsomorphin treatment and plant growth
response

Since the molecular approach using the kin/0 mutant did
not show a clear role of SnRK1 during the phytostimulation
of A. thaliana by Serratia sp. H6, we examined the phar-
macological inhibition of SnRK1 activity by dorsomorphin
(DM), an ATP-competitive mammalian AMPK inhibitor, in
the absence of sucrose. Firstly, the effect of 5 pM DM on
uninoculated plant growth was analyzed. Seedlings treated
for six days with DM were smaller than control plants by
approximately 50% (Fig. 2A,B). and the chemical decreased
cell division in the root meristem (Fig. 2C,D). Additionally,
DM clearly inhibited root hair elongation (Fig. 2E). Collec-
tively, these results suggest that SnRK1 activity is crucial
for mediating plant growth under limited nutrient conditions.

When plants were inoculated with different concentra-
tions of DM, the biostimulatory effect of the rhizobacte-
ria on Arabidopsis was attenuated in a DM concentration-
dependent manner. These effects were observed in both root
and foliage development (Fig. 3A), with the 5 pM and 10 pM
concentrations showing the most significant reductions in
plant development (Fig. 3B-D). The inhibitory effect of
5 uM DM in the presence of Serratia sp. H6 was similar to
that observed in uninoculated plants, suggesting that SnRK
inhibition is essential for the rhizobacteria-induced stimu-
lation of plant growth. Furthermore, DM was found to be
non-toxic to Serratia sp. H6, as it did not negatively affect
its growth (Supplementary Fig. 2).

Resveratrol effect on plant growth with Serratia sp.
inoculation

The effect of chemically activating SnRK1 on plant growth
stimulated by Serratia sp. H6 in the absence of sucrose
was analyzed employing resveratrol (RSV), a natural phe-
nol known to activate mammalian AMPK (Wang et al.
2012). Interestingly. all plant growth parameters increased
with both RSV concentrations (25 or 50 pM), especially in
the presence of the rhizobacteria, compared to the control
(Fig. 4A-C). In fact, in inoculated plants, the increase in
lateral root formation was dose dependent. The growth of
Serratia sp. H6 was not affected by the tested RVS concen-
trations (Fig. 4D). The effect of RSV on cell division in the
root meristem was also analyzed. Cell division decreased
in the growth medium without sucrose compared to the
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Fig.2 Dorsomorphin (DM) inhibits A. thaliana growth in medium
without sucrose. DM decreased plant size (A. B), cell division in root
meristem (C. D), and the length of root hairs (E). Bar scale to C and
E =200 ym. and to A=1 cm. n=30. Black arrowheads indicate root
hairs. DM=Dorsomorphin. Letters on the bars indicate statistically
significant differences according to Tukey's HSD test (p <0.05)

medium with sucrose. When RSV was added to the medium
without sucrose, cell division appeared to further decrease.
However, when plants were inoculated with Serraria sp. H6,
the number of cells in division increased at a 25 pM RSV
concentration (Fig. 5AB). An interesting effect of RSV in
inoculated plants was a notable increase in the initiation of
lateral roots, confirming the observed increase in lateral root
formation (Fig. 5C).

Finally. the specificity of RSV on SnRK1 activity was
investigated using the SnRK1 mutants kinJ0 and snrkl.3
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Fig.3 Effect of different DM concentration on plant growth stimula-
tion by Serratia sp. H6. A Aspect of whole plant and foliage of inoc-
ulated plants. Bar in Petri plates=2 cm, and in the foliage=1 mm.

(KIN12) in the presence or absence of sucrose. In the
absence of sucrose, RSV at 50 uM enhanced the growth
of wild-type plants after 13 days of treatment (Fig. 6A).
In the presence of sucrose, wild-type Arabidopsis growth
was clearly stimulated by Serratia sp. H6. Interestingly, in
the absence of sucrose, the addition of RSV maintained the
rhizobacteria-induced biostimulation and even appeared
to potentiate it. In both mutants, when treated with RSV
in the absence of sucrose, the biostimulation was reduced
compared to the growth of wild-type plants inoculated
and treated with RSV (Fig. 6B). Although rhizobacteria
inoculation enhanced growth parameters in the mutants,
the stimulation did not reach the levels observed in wild-
type plants treated with RSV in the absence of sucrose
(Fig. 6C-E). These results suggest that RSV may contrib-
ute to improved plant growth under low-energy conditions
in inoculated plants, potentially by stimulating SnRK1
activity.
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B-D Quantification of plant growth parameters. Letters on the bars
indicate statistically significant differences according to Tukey's HSD
test (p <0.05)

Discussion

AMPK is a ubiquitous sensor of cellular energy and nutri-
ent status in eukaryotic cells (Hardie 2012). In plants,
SnRKI serves as the equivalent of AMPK in mammals,
but studies on its role in plant interactions with beneficial
bacteria remain limited. Given that plant growth-promot-
ing rhizobacteria (PGPR) primarily enhance plant growth
under stress conditions such as nutrient deficiency, analyz-
ing the role of this key energy sensor during plant-PGPR
interactions is essential.

In this study, we first examined the role of SnRKI
in Serratia sp.—A. thaliana interaction by utilizing the
kin10 mutant, which carries a mutation in KIN10, the
catalytic a-subunit of SnRK1, impairing its kinase activ-
ity (Simon et al. 2018). Our hypothesis was that, with
reduced catalytic activity of SnRK1 in the kin/0 mutant,
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PGPR-inoculated plants would show little to no phyto-
stimulation under low-energy conditions (i.e., without
sucrose). as the catabolic metabolism typically stimulated
by SnRK I would not occur. However, we observed that
kini@ plants inoculated with PGPR and grown without
sucrose still retained the ability to respond to the bacteria.
This suggests that SnRK 1 may not be essential for plants
to biologically respond to rhizobacteria, or that the kinf0
mutant, due to its redundancy, may not be suitable for
studying the role of SnRKI in plant growth promotion by
rhizobacteria under metabolic stress.

Given these inconclusive results, we next investigated
the effects of chemically inhibiting SnRK1 on the interac-
tion. Using the mammalian AMPK inhibitor, DM (5 pM),
we found that A. thaliana growth was significantly reduced
in the absence of sucrose, with noticeable effects on cell
division in the root meristem and root hair length. These
results suggest that DM could be a useful tool for studying
the biological role of SnRK1 in plants. Furthermore, the
growth inhibition persisted during Serratia sp. inoculation,
indicating that functional SnRK1 is essential for plants to
respond to rhizobacteria. Previous studies have shown that
| uM DM inhibits approximately 73% of AMPK activity
(Bain et al. 2007), while 10 uyM fully blocks its activ-
ity (Yu et al. 2008). Thus, the concentration of DM used
in this study appears to be effective in inhibiting SnRK1
activity in plants, though the precise level of inhibition at
this concentration remains to be determined.
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172

We also explored the effects of pharmacologically activat-
ing SnRK1 in inoculated plants. The addition of the AMPK
activator, RSV, improved A. rhaliana growth promoted by
Serratia sp. in the absence of sucrose. These results comple-
ment those obtained with DM, reinforcing the crucial role of
SnRKI1 in regulating metabolism necessary for plant growth
stimulation by rhizobacteria. This conclusion is further sup-
ported by observations in SnRK1 mutants, which failed to
recover the biostimulatory effects of rhizobacteria.

RSV is a natural phenol produced by plants in response to
injury or pathogen attack (Vestergaard and Ingmer 2019) and
is known for its ability to inhibit mTOR signaling and acti-
vate AMPK (Wildlund et al. 2013; Shishodia and Aggarwal
2006). While it remains unclear whether RSV activates plant
SnRK1 directly or indirectly, our results suggest that it may
modulate SnRK1 activity in A. thaliana. In mammals, RSV
alters the AMP/ATP ratio (Gledhill et al. 2007; Kulkarni and
Cant6 20115) and stimulates AMP binding to the y-subunit of
AMPK (Scott et al. 2004; Carling et al. 1989; Oakhill et al.
2010; Gowans et al. 2013). Additionally, glucose starvation
and the associated increase in ADP levels may help protect
SnRKI from dephosphorylation, thus maintaining its activ-
ity (Mayer et al. 2011), Whether similar mechanisms are
involved in SnRKI activation by RSV in planis remains to
be investigated.

Although the physiological role of SnRKI in plants is
not yet fully understood, it is known to regulate carbohy-
drate metabolism by modulating the transcription of genes
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Fig.5 RSV increases cell division and lateral root formation in A.
thaliana inoculated with Serratia sp. H6. A, B Cell division was
analyzed and quantified in the root meristem. C Black arrowheads
indicate the formation of lateral roots. Bar in A= 100 pM and bar in
C=1mm.n=30

involved in sucrose and starch degradation (Purcell et al.
1998: Laurie et al. 2003), thereby influencing plant devel-
opment (Zhang et al. 2001). AMPK-like kinases also play
a role in plant—pathogen interactions. In tobacco plants
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expressing antisense A. thaliana SnRK1, inhibiting this
kinase was shown to increase plant susceptibility to viral
infection, while its overexpression enhanced resistance
(Hao et al. 2003). Our findings contribute to understanding
the role of SnRK1 in plant-rhizobacteria interactions and
highlight its importance as an energy sensor in regulating
plant responses to beneficial microbes.

Conclusions

Our results show that under metabolic stress, the energy
sensor SnRK1 plays a key role in mediating plant growth
biostimulation by Serratia sp. in A. thaliana. Further
research is required to identify the molecular targets regu-
lated by SnRK1 and to explore how these targets may influ-
ence plant-rhizobacteria interactions.
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Fig.6 Effect of RSV on the growth of KINI0 and SnRK1.3 A. thali- with 50 pM RSV. C-D Quantification of plant growth parameters.
ana mutants. A Growth of wild-type (WT) plants treated with 50 pM Scale bar=2 cm. Different letters above bars indicate statistically sig-
RSV. B Appearance of WT and mutant plants inoculated and treated nificant differences based on Tukey's HSD test (p <0.05)
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Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s1 1738-025-03812-6.
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7.3.6. Participacion de diferentes isoformas de PLD en la bioestimulacion de

Arabidopsis thaliana por los LPS.

En

capitulo 1, se reportd que la PLD de

los resultados mostrados en el

Arabidopsis thaliana responde a los
LPS de

Sp245. Para determinar la isoforma de

Azospirillum  baldaniorum

PLD implicada en el efecto de los LPS
sobre Arabidopsis, se analizaron cuatro
lineas knockout (KO) (a1, 1, 2y ¢€)y
dos lineas sobreexpresoras (OE) (a1y
(1), cuyas funciones en el crecimiento y
desarrollo vegetal son conocidas. Las
plantas se cultivaron en medio MS con
y sin la adicién de LPS (Figura 1). En
ausencia de LPS, y en comparacion con
las plantas de tipo silvestre (WT), se
observé una disminucién en la longitud
total de las lineas PLDa1-KO, PLD(1-
KO y PLD(C2-KO. Por el contrario, las
lineas PLDe-KO, PLDa1-OE y PLDC1-
OE presentaron una mayor longitud
(Figura 2A). EIl tratamiento con LPS
promovio un aumento en la longitud de
las plantas en casi todas las lineas
analizadas, con excepcion de las lineas

Plde-KO 'y PLDC1-OE,

mostraron una reduccion en su longitud.

las cuales

LPS (pg/mL)
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Figura 8. Comparacion del crecimiento de plantulas de las diferentes isoformas de PLD.

Plantulas de 4 dias de geminacion crecidas en medio MS sin y con LPS (100 ug/mL) durante 7

dias.




Con respecto al peso fresco total, la linea PLD{1-KO (Figura 2B) registré el menor
peso de las plantas, mientras que en las PLD{1-KO y PLD(2-KO fue similar al de
las plantas WT. Por otro lado, las lineas PLDe-KO, PLDa1-OE y PLD{1-OE
mostraron un peso mayor que las WT. Después del tratamiento con LPS, se observo
un aumento en el peso fresco total en casi todas las lineas, siendo més significativo
en PLDa1-OE. En la PLDe-KO el peso fue menor. Este comportamiento diferencial
sugiere que PLDe podria estar involucrada en un mecanismo de regulacion negativa

del crecimiento en respuesta a LPS.
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Figura 9. Comparacion en los pardmetros de crecimiento.

A) Longitud total de la planta (cm). B) Peso fresco total (g). n: 30. ANOVA
Tukey a: 0.05.
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Debido a que los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 incrementan la longitud
de los pelos radiculares (Capitulo 1), se compard su efecto en este parametro
radicular. En ausencia de LPS, la longitud de los pelos radiculares fue mayor en
todas las lineas en comparacion con la WT, con un aumento notable en ambas
lineas sobreexpresoras. En contraste, la linea PLDe-KO mostro pelos radiculares
mas cortos que la WT. El tratamiento con LPS incremento la longitud de los pelos
en PLDe-KO, asi como en las sobreexpresoras PLDa1-OE, y PLD{1-OE pero la
disminuy¢ significativamente en las lineas PLDa1-KO y PLD{1-KO. Esta reduccion
sugiere un posible mecanismo de regulacion negativa de la longitud de los pelos

radiculares mediado por las isoformas a1y {1 (Figura 3).
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Figura 10. Comparacioén del efecto de los LPS en el desarrollo de los pelos radiculares
de las diferentes isoformas de PLD.

A) Fotografias representativas de raices de A. thaliana de 3 dias de germinacion y 7 dias de
crecimiento en medio MS 0.2X y MS con LPS (100 ug/mL) Barra 1mm. B) Longitud de los
pelos radicales. n:150. ANOVA Tukey a: 0.05.
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Ademas, se cuantificd el contenido de acido fosfatidico (AF) en las distintas lineas
de PLD tratadas con LPS. En general, sin LPS las lineas analizadas mostraron un
mayor contenido de AF que la WT, a excepcion de la mutante en PLDa1-KO que
registré el nivel mas bajo de AF, mientras que su linea sobreexpresora exhibi6 los
niveles mas altos (Figura 4). El tratamiento con LPS increment6 el contenido de AF
en PLDa1-KO y lo disminuy6 en PLD{2-KO. No se observaron efectos significativos
en los niveles de AF en las lineas PLD({1-KO y PLDe¢-KO, lo que sugiere una posible

implicacion de estas isoformas en la respuesta a los LPS.
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Figura 11. Produccidn de acido fosfatidico en las diferentes lineas de PLD.

A) Cromatoplacas de la produccién de &cido fosfatidico en plantulas de las
diferentes lineas en PLD con LPS 100 pg/mL durante 7 dias, estandar di18:1-AF,
RF:0.17. B) Cuantificacion de la produccién de &cido fosfatidico por imageJ. n: 3.
ANOVA Tukey a: 0.05.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La enzima PLD se ha implicado en una amplia gama de procesos fisiolégicos
esenciales para el crecimiento, desarrollo y supervivencia de las plantas. El estudio
de plantas con deficiencia o sobreexpresién de isoformas especificas de PLD ha
revelado la participacién de diferentes PLD en respuestas fisiologicas particulares
(Wang et al., 2014). Sin embargo, las PLD han sido poco estudiadas en las

interacciones planta-microorganismo (Pacheco y Quinto, 2022).

En la presente investigacion, se emplearon lineas deficientes en la expresion de las
isoformas (1, (2 y € de la PLD, involucradas en el desarrollo radicular en condiciones
de insuficiencia de nutrientes. También se incluy6 a la isoforma a1 por ser la mas
abundante y expresarse en los pelos radiculares, lo que sugiere su posible
participacion en el desarrollo de estos (Takac et al., 2019b). En nuestros resultados
se observo que las isoformas a1, {1y (2 de PLD son importantes para el crecimiento
vegetal, ya que las lineas mutantes deficientes en estas isoformas presentaron una
reduccion significativa en la longitud y el peso, mientras que sus sobreexpresoras
mostraron un efecto opuesto. Esto coincide con estudios previos que vinculan a la
PLDa1 con la expansiéon celular mediante la modulacion de la organizacion de los
microtubulos, y a las PLD(1/C2 con respuestas a estrés nutricional, como la carencia
de fosfato (Zhang et al., 2017; Li et al., 2006).

El tratamiento con LPS estimulo el crecimiento en todas las lineas analizadas, con
excepcion de la mutante €, que disminuyo su crecimiento. Esto sugiere que la PLDeg
podria actuar como un regulador negativo de la respuesta a LPS de Azospirillum
baldaniorum Sp245, lo cual contrasta con su funciéon positiva en la elongacion de la
raiz bajo deficiencia de nitrégeno (Hong et al., 2009) demostrando la plasticidad

funcional de las PLD dependiendo del contexto fisiol6gico y los estimulos externos.

Una de las respuestas de las plantas a los LPS es el incremento en la longitud de
los pelos radiculares. La PLD, mediante el acido fosfatidico, desempefia un papel
crucial en la expansion polarizada de las células vegetales, incluyendo el

crecimiento de los pelos radiculares (Li et al., 2006). Comparando el efecto de los
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LPS en la longitud de los pelos radiculares en las diferentes lineas mutantes, se
observo que PLDa1 y PLDC1 parecen esenciales para la elongacion inducida por
LPS dado que sus mutantes disminuyeron significativamente la longitud de los pelos
radiculares. Estudios previos han asociado a PLD1 con la morfogénesis de pelos
radiculares a través de su regulacion por el factor de transcripcion GLABRA 2 (GL2)
(Ohashi et al., 2003). No obstante, el patrén de los pelos radiculares en mutantes
simples o dobles de PLD{1 y PLD{2 se mantiene normal (Li et al., 2006), lo que
indica que el efecto preciso de las PLDC en la organizacién de estas estructuras aun

requiere mayor investigacion (Wang et al., 2014).

Se ha reportado que durante la interaccion planta-microorganismo ocurre una
acumulacion de AF en respuesta a patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP), como la xilanasa, la flagelina, el acetilquitooligosacérido y el quitosano, en
células de tomate, alfalfa y arroz (Munnik et al., 2011). Aqui observamos que el
tratamiento con LPS estimulé la produccion de AF en casi todas las lineas de PLD
analizadas, pero no afectd los niveles de AF en las mutantes en {1 y € lo que
propone la implicacién de estas dos isoformas en el incremento del acido fosfatidico
en respuesta a los LPS. Asimismo, al analizar la produccién de AF en condiciones
basales encontramos niveles superiores en todas las lineas de plantas, con la
excepcion de la mutante en a1, que registré el nivel mas bajo. En contraste, su linea
sobreexpresora exhibio los niveles més altos de AF, esto indica que esta isoforma
es responsable de la mayor parte del acido fosfatidico producido en condiciones

normales.

Las PLD son reguladas por las especies reactivas de oxigeno (ERO), llevando a la
produccion de AF. Este AF, a su vez, puede modular las respuestas celulares al
estrés inducido por las ERO (Zhang et al., 2003). En cultivo de células de arroz el
tratamiento con peréxido de hidrogeno (H,O,), a concentraciones de 10-100 uM,
estimulo la formacion de AF dependiente de PLD (Yamaguchi et al., 2004), mientras
que en Arabidopsis thaliana la PLD® se activé en respuesta al H,O,. ElI AF generado
por la actividad de PLD® reduce la muerte celular causada por el incremento de

H202 (Zhang et al., 2003). Por otro lado, en plantulas de trigo los LPS de
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Azospirillum baldaniorum Sp245 aumentaron el contenido de H20: en la raiz, el cual
estéa relacionado con el desarrollo del sistema radicular (Hernandez-Esquivel et al.,
2020). Se observoé que la aplicacién de H,O, a concentracion de 0.5y 1 mM indujo
cambios morfologicos en Arabidopsis, caracterizados por una reduccion en la
longitud de la raiz primaria y un aumento significativo en la formacién y densidad de
raices laterales. Ademas, se observé un incremento en la expresion de TOR en el
meristemo radicular y del gen RPS27B, lo que sugiere que el H202 activa la via
TOR. Sin embargo, no se ha analizado si existe un incremento en la produccién de
H20:2 durante la interaccion de los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 con

Arabidopsis thaliana y si esta molécula activa a la PLD.

En conclusion, esta investigacion sugiere una funcién de la PLD como activadora
de la proteina cinasa TOR durante la estimulacion del crecimiento de Arabidopsis
thaliana por los LPS de la rizobacteria Azospirillum baldaniorum Sp245. Los
resultados sugieren que las isoformas (1 y € de PLD podrian estar implicadas en
esta respuesta, sin embargo, se requieren estudios mas profundos que permitan
caracterizar con precision su contribucién y su interaccién con otros componentes
de la red de sefalizacion de TOR, como el H202. Ademas, este hallazgo abre la
puerta a nuevas investigaciones sobre cdmo las especies reactivas de oxigeno son
integradas en redes de sefalizacion complejas como la via TOR para regular el

desarrollo y la adaptacion de las plantas.
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10. APENDICE

Protocolo 1. Extraccion de lipopolisacaridos de Azospirillum baldaniourum
Sp245

Materiales y equipo:

e Tetraciclina

e Fenol equilibrado con Tris-HCL, pH 8.0
¢ Alcohol absoluto

e Agua destilada estéril

e Acetato de Sodio 3 M

e RNasaA

e DNasal

e Proteinasa K

e Tubos de cristal con tapa metalica

e Matraz Erlenmeyer 250 mL

e Vaso de precipitados 500 mL

e Probeta 50 mL

e Tubos Falcon 50 mL

e Tubos Eppendorf

e Hilo

e Membrana para dializar (Flat width 33 mm)
e Varilla

e Bala magnética (mosca de agitacion)

e Micropipeta 1000 yL y 100 pL

e Puntas para micropipeta (azules y amarillas)
e Incubadora (Camara de calor seco)

e Centrifuga Central CL

e Centrifuga Eppendorf
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Procedimiento:
1. Crecimiento bacteriano

1.1. Para el prein6culo, agregar en un tubo de ensayo 3 mL de LB minimo (LBm)
con el antibidtico tetraciclina (Tc) a una concentracion de 10 pug/mL e inocular una

colonia de la cepa bacteriana: Azospirillum baldaniorum Sp245.

1.1.1. Incubar por 16 horas a 30°C en agitacion constante. No olvidar el control

negativo (un tubo de ensayo solo con 3ml de medio minimo LB).

1.2. Para el in6culo, en un matraz Erlenmeyer agregar 200 mL de medio de cultivo

LBm con TC 10 pg/mL e inocular 300 pLdel preinéculo.

1.2.1. Incubar por 24 horas a 30°C en agitacion constante. No olvidar el control

negativo (un matraz Erlenmeyer solo con 100ml de medio LBm).

1.2.2. Medir densidad 6ptica.

2. Obtencidn de un solo paquete celular

2.1. Colocar el cultivo en 4 tubos Falcén (50 mL en cada tubo).

2.2. Centrifugar el cultivo a 3200 rpm (Usar la centrifuga CENTRA CL) x 10 minutos.

2.3. Eliminar 15 mL de sobrenadante, dejando 10 mL de medio para resuspender

(en el vortex) el paquete celular.
2.4. Juntar los paquetes celulares en un solo tubo Falcon (40 mL de volumen final).

2.5. Centrifugar a 3200 rpm x 5min mas (No olvidar el contrapeso para centrifugar:

otro tubo Falcén con un volumen de agua igual que el del cultivo 40 mL).

*Si se desea conocer el peso del paquete celular se debera pesar el tubo falcén
antes de juntar los paquetes celulares y después de centrifugarlos, obteniéndolo por

la diferencia de pesos.

3. Separacién de fases
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3.1. Adicionar al paquete celular obtenido 5 mL de agua destilada estéril y

resuspender (en el vortex) el paquete celular.

3.2. Adicionar 5 mL de fenol y mezclar perfectamente.

3.3. Incubar a 65°C por 20 min.

3.4. Incubar a 4°C por toda la noche.

4. Fase de dialisis

4.1. Centrifugar a 3800 rpm x 10 min (Centrifuga CENTRA CL).

4.2. Colocar la fase acuosa en una membrana de didlisis, cerrando la base de esta
con hilo de algoddén. (Antes de agregar el dializado se recomienda agregar agua

destilada estéril para confirmar que la membrana se encuentra bien cerrada).

4.3. Cerrar ambos lados de la membrana de dialisis (formando un dulce), y colocarla

en un vaso de precipitado que contenga agua destilada estéril.

4.4. Dejar por 3 0 4 dias la membrana de didlisis en agua destilada estéril,
cambiandola cada 24 horas o hasta eliminar las trazas de Fenol. A lo obtenido se le

llama “dializado”.

5. Fase de precipitacion

5.1. Colocar el dializado en los tubos Eppendorf

5.2. Centrifugar a 12000 rpm x 10 min (En la centrifuga Eppendorf).

5.3. Pesar tubos Falcon.

5.4. Colocar la fase acuosa en un tubo Falcon previamente pesado.

5.5. Agregar al dializado Acetato de Sodio a concentracién final de 0.15M pH 8.0.
5.6. Agregar Etanol Absoluto en una proporcion de 1:4.

5.7. Incubar a -20°C x 24horas.

5.8. Centrifugar a 4200 rpm x 20 min.

209

——
| —



5.9 Eliminar el sobrenadante y secar a temperatura ambiente x 20 min (para el
secado colocar el tubo Falcon boca abajo sobre una sanita, teniendo mucho cuidado

con el pellet obtenido para que éste no resbale).
6. Fase de purificacion

6.1. Resuspender el pellet en 200 uL de agua desionizada estéril y pasarlo a un tubo
Eppendorf previamente pesado (asegurarse de que el pellet esté completamente

disuelto, mezclando por pipeteo).

6.2. Anadir 5 uL de DNasa | y 5 yL de RNasa de una solucién stock de 10 mg/mL

(concentracion final 0.25 pg/uL) e incubar por 30 min a 37°C.

6.3. Anadir 10 pL de proteinasa K de una solucién stock de 10 mg/mL (concentracién
final 0.50 pg/pL) e incubar durante 1 h a 59°C.

7. Obtencién de LPS

7.1. Precipitar nuevamente los LPS adicionando etanol 3:1 y llevar a — 20°C toda la

noche.
7.2. Centrifugar a 4200 rpm x 20 min y eliminar sobrenadante.

7.3. Pesar el tubo con el pellet seco para que por diferencia se calcule la cantidad
de los LPS obtenidos.

7.4. Resuspender el pellet obtenido de LPS en agua destilada estéril.
7.5. Guardar a 4°C hasta su uso.
Referencias:

Nguyen, MP., Tran, L.V.H., Namgoong, H., Kim, Y.H. (2019). Applications of
different solvents and conditions for differential extraction of lipopolysaccharide in
Gram-negative bacteria. Journal of Microbiology. 57.

Renukadevi, K.P., Angayarkanni, J., Karunakaran, G. (2012). Extraction and
characterization of lipopolysaccharide from Serratia rubidaea and its cytotoxicity on
lung cancer cell line-nci-h69. Acta Tech Corviniensis 2:97-101.
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Protocolo 2. Extraccion de lipidos de Arabidopsis thaliana
Materiales:

¢ Plantas de Arabidopsis thaliana (3 dias de geminacién y 7 de crecimiento)
e Tubos de polipropileno de 15 mL
e Gradilla

e Micropipeta 1000 pL

e Puntas azules

. Evaporador de gas N2

e Equipos:

e Agitador Rocker

¢ Incubadora 75°C

e Reactivos:

e Isopropanol

e Butilhidroxitolueno

e Cloroformo

e Metanol

e KCL1M

e Agua desionizada
Procedimiento:

1. Pesar 500 mg de tejido y transferirlo a 3 mL de isopropanol con 0.01% de
butilhidroxitolueno (BHT) a 75°C durante 15 min.

2. Agregar 1.5 mL de cloroformo y 0.6 mL de agua. Agitar por una hora a
temperatura ambiente, posteriormente separar el sobrenadante (Extracto A, de
este extracto se obtuvo una pequefia cantidad de lipidos, se recomienda
reservar hasta el final del experimento).

3. Adicionar cloroformo/metanol (2:1) con butilhidroxitolueno al 0.01 % y agitar
durante 30 min a temperatura ambiente. Colocar el sobrenadante en otro tubo
previamente pesado (Extracto B, de este extracto se obtiene la mayor cantidad
de lipidos). Realizar este paso 5 veces (hasta que el tejido vegetal restante
aparezca blanco), colocando el sobrenadante en el mismo tubo.
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4. Lavar los extractos combinados (se recomienda utilizar solo el extracto B) con
1 mL de KCL 1M por 10 minutos (aqui se forman dos fases) y retirar la fase
superior de la mezcla.

5. Hacer un lavado con 2 mL de agua por 5 min. Eliminar la fase acuosa (fase
superior de la mezcla).

6. Evaporar el solvente bajo una corriente de gas N2.

7. Para conocer la concentracion de los lipidos, pesar el tubo con el extracto seco
y obtener la concentracion por diferencia de peso.

8. Disolver el extracto de lipidos en 200 pL de cloroformo y guardarlos a -20°C

hasta su uso.
Referencias:
Kim, H. U. (2020). Lipid Metabolism in Plants. Plants. 9:871.

Reszczynska, E., Hanaka, A. (2020). Lipids Composition in Plant Membranes. Cell
Biochem. Biophys. 78: 401-414.

Welti, R., Li, W., Li, H., Sang, Y., Biesiada, H., Zhou, H., Rajashekar, C. B., Williams,
T. D and Wang X. (2002). Profiling membrane lipids in Plant Stress Responses. J.
biol. Chem. 277: 31994-32002.

212

——
| —



Protocolo 3. Cromatografia de capa fina para lipidos
Materiales:

e Cémara o tanque de vidrio para cromatografia.
e Placas de silica gel para cromatografia 60 F2s4 Merck

e Papelfiltro
Reactivos:

e Cloroformo (CHCLa3)

e Metanol (CH3OH)

e Amonio (NH4")

e Agua desionizada estéril

e Primulina (0.01% en 80% de acetona)
Procedimiento:

1. Llenar la camara cromatogréfica con los siguientes solventes:
CHCL3:CH3OH:NH4* (60:35:8)
Cloroformo (CHCLa3)
Metanol (CHsOH)
Amonio acuoso (NH4")

2. Saturar la camara con papel filtro durante 1 h.

3. Activar la placa cromatografica durante 1 h a 100°C.

4. Marcar las placas para colocar la muestra a una distancia de 1.5 cm del borde
inferior y 1 cm entre cada muestra y en los bordes laterales.

5. Depositar el extracto (0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg concentraciones sugeridas).

6. Introducir la placa a la cdmara cromatografica cuidadosamente para que el
sistema de solventes no toque directamente a las muestras y no se diluyan.

7. Correr las muestras hasta que el frente de solventes llegue a 1 cm del borde
superior de la placa retirarla (aproximadamente 30-35 min). Secar verticalmente
a temperatura ambiente para evaporar los solventes durante 30 min.

Revelado con primulina
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1. Rociar la placa con primulina hasta que el adsorbente esté uniforme y dejar
secar toda la noche a temperatura ambiente.

2. Observar y tomar fotografias en el transiluminador (312 nm longitud de onda de
excitacion y 605 nm longitud de onda de emisién) o en fotodocumentador.

3. Analizar la imagen digitalizada con el software image J, midiendo el area y la
intensidad de la mancha.

4. Para obtener el factor de retencion medir la distancia del origen de la muestra
al centro de la mancha, y la distancia del origen de la muestra al frente del
solvente.

RF= Distancia desde el punto de aplicaciéon de la mancha/distancia desde el

punto de aplicacién al frente del disolvente
NOTAS:
La cantidad de primulina rociada deben ser controlada.

La humedad y el tiempo de aplicacion de primulina influyen en la intensidad de

fluorescencia.
Referencias:

Bligh, E.G., Dyer, W.J. (1959). A rapid method of total lipid extraction and
purification. Can. J. Biochem. Physiol. 37

Tanaka, T., Kassai, A., Ohmoto, M., Morito, K., Kashiwada, Y., Takaishi, Y., Urikura,
M., Morishige, J., Satouchi, K and Tokumura A. (2012). Quantification of
phosphatidic Acid in Foodstuffs Using a Thin- Layer -Chromatography-Imaging
Technique. J. Agric. Food. Chem. 2012. 60. 4156-4161.

Tanaka, T., Horiuchi, G., Matsuoka, M., Hirano, K., Tokumura, A., Koire, T. and

Satouchi K. (2009). Formation of Lysophosphatidic Acid, a Wound-Healing Lipid,
during Digestion of Cabbage Leaves. Biosci. Biotechnol. Biochem. 73 .1293-1300.
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Protocolo 4. Ensayo histoquimico para la B-glucuronidasa (GUS).
Materiales:

e Micropipeta 1000 pL
e Puntas azules

e Caja de microtitulo

e Papel aluminio

e Rotulador

e Incubadora 37°C

e Estufa 62°C

¢ Pinzas relojeras

e Pinceles

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Esmalte transparente

e Microscopio
Reactivos:

e X-Gluc 2mM

e Soluciones de aclaramiento (1y 2)
e Etanol (40%, 20% y 10% v/v)

e Glicerol 50% v/v

Procedimiento:

1. Adicionar 500 pL de X-Gluc a los pozos de la caja de microtitulo y con ayuda de
las pinzas colocar cuidadosamente las plantas, asegurandose que queden bien
sumergidas en la solucion.

2. Rotular en la tapa de la caja el nombre del tratamiento.

3. Cubrir la caja con papel aluminio y llevar a incubar a 37°C por un tiempo de 8
horas para la linea TOR::GUS. (El tiempo de incubacién depende de la linea

reportera).
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4. Después del tiempo de incubacion retirar el x-Gluc en un tubo limpio para poder
reutilizarlo (Si el tratamiento tiene bacteria este es desechado).

5. Agregar la soluciéon 1 (500 pL o 1 mL, debe cubrir las plantas) e incubar a 62°C
durante 1 h.

6. Remplazar la solucién 1 por la solucion 2. Incubar a temperatura ambiente.

7. Retirar la solucidén 2 y agregar etanol al 40%, 20%, 10% por 20 min en cada
concentracion.

8. Colocar las plantas en glicerol 50% para su montaje en el portaobjetos.

Referencias:
Malamy, J.E., Benfey, P.N. (1997). Organization and cell differentiation in lateral

roots of Arabidopsis thaliana. Development 124, 33—44.
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Protocolo 5. Extraccion de ARN de Arabidopsis thaliana con TRIzol

Materiales:

o Tejido de Arabidopsis thaliana
e Nitrogeno liquido

e Tubos Eppendorf

e Morteros

e Espatulas

e Micropipetas 1000 pLy 100 uL
e Puntas azules

e Puntas amarillas

e TRIzol

e Cloroformo

e Isopropanol

e Etanol 75%

e Agua libre de RNAsas

e Buffer de reaccién de DNasa |

e DNasal
e Agua DEPC
e EDTA25uM

Procedimiento:

1.
2.
3.
4.

© © N o O

Moler 100 mg de tejido con nitrégeno liquido y colectarlo en tubo Eppendorf.
Agregar 1 mL de TRIzol y homogenizar las muestras por inversion.

Incubar las muestras por 5 min a temperatura ambiente.

Adicionar 0.2 mL de cloroformo frio por cada mL de TRIzol utilizado para la
lisis. Tapar de forma segura.

Agitar vigorosamente con la mano por 15 segundos.

Incubar 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12 000 g por 15 minutos a 4°C.

Transferir la fase acuosa que contiene el RNA a un tubo nuevo.

Agregar 0.5 mL de isopropanol frio por cada mL de TRIzol usado para la lisis.

10.Incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
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11.Centrifugar a 10 000 g por 10 minutos.

12.Remover el sobrenadante.

13.Resuspender el pellet en 1 mL de etanol al 75%.

14.Homogenizar por percusion y centrifugar a 7 500 g por 5 minutos a 4°C.

15.Descartar el sobrenadante.

16.Secar el pellet por 10 minutos en la campana de flujo laminar.

17.Resuspender el pellet en 20-50 yL de agua libre de RNasas.

18.Incubar a 60°C por 10 minutos.

19.Llevar el RNA a un volumen final de 50 pL.

20.Agregar 6 uL del buffer de reaccién de DNasa |, 3.5 uL de agua DEPC y 0.5
ML de DNasa | para tener un volumen final de 60 uL.

21.Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

22.Inactivar la DNasa | con 1 yL de EDTA 25 uM.

23.Calentar a 65°C por 10 minutos.

24. Almacenar a -70°C hasta su uso.
Referencias:

Este protocolo fue compartido por la D.C. Idolina Flores Cortéz del Laboratorio

de Ecologia Microbiana.
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Protocolo 6. Sintesis de ADNc a partir de ARN de Arabidopsis thaliana

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccién en un tubo Eppendorf.

Reaccion

RNA X UL (concentracién final 500 ng)
dNTPmix |1 L (10 mM)
OligodT | 1 L (100 pM)

H20 X gL
Volumen 10 uL

final

2. Incubar la mezcla a 65°C por 5 minutos y después colocar en hielo por 1
minuto.

3. En otro tubo Eppendorf estéril preparar la siguiente mezcla (ajustar el
volumen para las reacciones deseadas, en el ejemplo se prepararon 9

reacciones).

Reaccion 9 reacciones
10x RT Buffer 2 yL 18 pL
25 mM MgClz24 pL 18 pL
0.1 MDTT 2 uL 18 pL
RNAsa OUT 0.5 uL a. UL

4. Agregar 8.5 L de la mezcla a cada tubo y centrifugar 3 segundos.

5. Incubar a 42°C por 2 minutos.

6. Agregar 0.5 uL de SuperScript Il RT a cada tubo e incubar a 42°C por 50
minutos.

7. Terminar la reaccion a 70°C por 15 minutos.

8. Dar un spin y agregar 0.5 yL de RNasa H e incubar por 20 minutos a 37°C.
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9. Almacenar a -20°C.

Referencias:

Este protocolo fue compartido por la D.C. Idolina Flores Cortez del Laboratorio de

Ecologia Microbiana.
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Protocolo 7. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa
cuantitativa (RT-qPCR).

. Preparaciéon de los oligonucledtidos u oligos. Las secuencias de
oligonucledtidos para los genes RPS6B, RPS27B y RPL7B se obtuvieron de Yun-
Kyoung et al., 2014. Posteriormente se enviaron sintetizar con la empresa T4 Oligo.

A partir de su certificado de analisis obtuvimos la siguiente tabla:

Oligo Secuencia T | Nanomol | pg/lO | PM Mg
m es D de
finales oligo
RPS6B- | CTGTTGTAGCAGCAGTGTCTATCG | 69. 24.66 32 | 8017. | 197.7
F GA 4 3 1
RPS6B- | CAATGACCAAGTTAAGAACAGACA | 69. 24.13 29.4 | 8936. | 215.6
R GGTCA 6 9 1
RPS27 | TTAGCTTCTTGCGAAGATGGTTCT | 70. 24.63 32.6 | 8584.|211.4
B-F TCAA 9 I 4
RPS27 | AGAATTGTCTGGCAGTTTCCGCAC | 77. 24.77 32.1 | 8548. | 211.7
B-R ACCA 4 6 2
RPL7B- | CTCCACAGAGGATTCGGAAATGGT | 74. 22.24 31.1 | 8677.| 193.0
F TGAG 2 7 3
RPL7B- | ACTCCTTCTCCTTCTCGGCATATT | 71 24.68 35.3 | 8367. | 206.5
R CCTT 5 1

100 uM, una vez resuspendidos almacenar a -20°C hasta su uso.

Homogenizar bien por pipeteo.
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Resuspender los oligos en agua libre de nucleasas llevando a una concentracion de

Realizar una dilucion de los oligos para trabajar con una concentracién de 10 pM.
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4. Para las reacciones adicionar la siguiente mezcla a cada tubo para PCR (vienen

9.

por tiras de 8). Se puede preparar la mezcla en tubo Eppendor sin el ADNc y poner

8 uL de la mezcla general a cada tubo y por separado los 2 uL del ADNc.

Master mix 5uL
Oligo R 1L
Oligo F 1L
ADNCc 2L

H20 1 L

Una vez terminadas las reacciones colocar cuidadosamente la tira de tapas con

ayuda de una pinza estéril.

Colocar la placa de los tubos en aluminio y llevar a la centrifuga para microplacas

por 1 minuto. Supervisar que no se hayan formado burbujas.

Colocar cuidadosamente la placa sobre el termociclador StepOne PCR tiempo real.

Abrir el software StepOne y configurar el proceso de PCR. (El volumen final de
pocillo fue de 10 pL, se utilizé el fluorocromo SYBR Green, se corrieron 40 ciclos.
La temperatura para el Holging stage fue de 95°C por 10 minutos, la Tm para los
oligos en el Cycling stage fue de 70°C para RPS6B, RPS27B y RPL7B y 60°C para
los oligos de actina.

Analizar los resultados por el método de cuantificacion de CT comparativos (AACT).

Referencias:

Este protocolo fue compartido por la D.C. Idolina Flores Cortez del Laboratorio de

Ecologia Microbiana.
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Protocolo 8. Deteccidon de H202 en Arabidopsis thaliana con DAB
Materiales y equipo:

e 3,3 diaminobenzidina (DAB)
e Etanol 96%

e Agua desionizada

e Micropipetas 1000 uM

e Puntas azules

e Cajas Petri chicas
Procedimiento:

1. Preparar con anticipacion la DAB (1mg/mL) en agua desionizada ajustando pH
con HCI hasta llegar a 3.5 para que se pueda disolver. (Este paso es tardado 120

minutos aprox).

2. Colocar cuidadosamente las plantas en cajas Petri con un volumen suficiente de

DAB para que la planta sea tefiida. (Evitar lastimar o estresar a las plantas).
3. Incubar por 30 minutos protegiendo de la luz.

4. Pasar las plantas a un vaso de precipitados que contenga etanol al 96% y calentar
hasta que se observe blanco el tejido y se pueda apreciar mejor la produccién de

H20:. (Aproximadamente 40 min).

5. Colocar las plantas en agua desionizada o en glicerol al 50% para que se puedan

documentar.
6. Observar en el microscopio y tomar fotografias ese mismo dia.
Referencias:

Thordal-Christensen, H., Zhang, Z, Wei, Y, Collinge, D.B. (1997). Subcellular
localization of H202 in plants: H202 accumulation in papillae and hypersensitive
response during the barley-powdery mildew interaction. The Plant J. 11(6):1187-
1194.
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Protocolo 9. Ensayo de la viabilidad celular en Arabidopsis thaliana
Materiales y equipo:

e Evans Blue al 0.025% (w/v)
e Agua desionizada

e Micropipetas 1000 uM

e Puntas azules

e Cajas Petri chicas

Procedimiento:

1. Después de los tratamientos colocar las plantas en cajas Petri que contengan el
colorante Evans Blue al 0.025% (w/v) durante 15 minutos.

2. Lavar dos veces con agua desionizada o hasta eliminar por completo el colorante.
3. Observar el tejido en el microscopio y tomar fotografias.
4. Colocar el tejido en un tubo Eppedorf y congelar durante 1 h a -20° C.

5. Adicionar 1 mL de DMSO al tejido congelado y dejar reposar a temperatura

ambiente.

6. Tomar lecturas a 600 nm en el espectrofotometro.
7. Graficar los resultados.

Referencias:

Baker, C. J. y Norton, M. M. (1994). An improved method for monitoring cell death
in cell suspension and leaf disc assays using evans blue. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture. 39: 7-12. https://doi.org/10.1007/bfO0037585.
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