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1. RESUMEN 

Los lipopolisacáridos (LPS) son moléculas que forman parte de la estructura de la 

membrana externa de las bacterias Gram negativas. Su ubicación es clave en la 

interacción de las bacterias con otros organismos, actuando como moléculas de 

señalización. La percepción 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 estimulación del crecimiento vegetal. 

Recientemente, en Arabidopsis thaliana, se reportó que los LPS de la rizobacteria 

Azospirillum baldaniorum Sp245 estimulan el crecimiento de las plantas y activan a la 

proteína cinasa TOR (Target Of Rapamycin), la cual regula el crecimiento y el desarrollo 

celular. Sin embargo, se desconocen los elementos moleculares río arriba que 

participan en la activación de TOR por los LPS.  

En esta investigación se propuso a la fosfolipasa D (PLD), una enzima encargada de 

hidrolizar fosfolípidos estructurales de la membrana plasmática, como un posible 

mediador de la activación de TOR por los LPS, a través de la producción de ácido 

fosfatídico (AF), un segundo mensajero que participa en vías de señalización del 

desarrollo, por lo que el objetivo de este estudio fue investigar el efecto de los 

lipopolisacáridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 en la actividad de la PLD y su 

conexión con la vía de señalización de TOR en el crecimiento en Arabidopsis thaliana.  

Un análisis espectrofotométrico reveló que el tratamiento con LPS (100 μg/mL) 

incrementó la actividad de la PLD en Arabidopsis thaliana a partir de los 5 minutos, 

siendo más pronunciada a los 30 minutos. La evaluación del contenido de AF mediante 

cromatografía de capa fina mostró un incremento en su producción en plántulas 

tratadas con LPS, en concordancia con la actividad de la PLD. La acumulación 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 línea mutante xipotl1, 

deficiente en la biosíntesis de fosfocolina, un precursor esencial para la producción de 

AF. La expresión del reportero de TOR en los meristemos, visualizada en plantas 

transgénicas TOR::GUS, también se incrementó con el tratamiento de LPS, efecto que 

fue atenuado por 1-butanol.  
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Por otra parte, la aplicación exógena de diversas especies de AF (di16:0-AF, di18:0-AF 

y di18:1-AF) elevó la expresión de TOR en los meristemos, destacando el AF insaturado 

(di18:1-AF) por su mayor efecto. Mediante RT-qPCR, se determinó que los LPS 

aumentan la expresión de los genes ribosomales RPS27B (Proteína de la subunidad 

ribosómica pequeña 27B) y RPL7B (Proteína de la subunidad ribosómica grande L7B), 

pero no de RPS6B (Proteína ribosómica 6S). El análisis del reportero de la división 

celular CYCB1;1::GUS en el meristemo de la raíz, demostró que las diferentes especies 

de AF estimulan su expresión, siendo el AF di18:1-AF el más efectivo. En conjunto, 

estos resultados resaltan el papel de la actividad de PLD como modulador de la 

señalización de TOR en Arabidopsis thaliana en respuesta a los LPS de Azospirillum 

baldaniorum Sp245. 

 

Palabras clave: Rizobacteria, lipopolisacáridos, Target of Rapamycin, ácido 

fosfatídico, 1- butanol, división celular, proteínas ribosomales, meristemos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 3 

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 μg/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 xipotl1 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 (di16:0-PA, di18:0-PA, and di18:1-PA) increased 

TOR expression, with unsaturated PA (di18:1-PA) being the most effective. RT-qPCR 

analysis showed that LPS treatment upregulated the expression of ribosomal genes 
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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 CYCB1;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. 
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2. INTRODUCCIÓN 

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 porción 

del suelo influenciado por las raíces de las plantas o en asociación con las raíces 

(Bhattacharyya y Jha, 2012).  

Las plantas modulan la composición de su microbiota, liberando compuestos de 

señalización que atraen especies específicas 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 

producción de fitohormonas o la facilitación de la absorción de nutrientes, o de forma 

indirecta, al mitigar o prevenir los efectos perjudiciales de fitopatógenos (Beneduzi 

et al., 2012).  

Azospirillum baldaniorum Sp245 (anteriormente clasificada como Azospirillum 

brasilense Sp245) es una rizobacteria ampliamente utilizada en el estudio de la 

promoción del crecimiento vegetal (Cassán y Diaz-Zorita, 2016; Dos Santos Ferreira 

et al., 2020). Entre sus características se encuentran su capacidad para la fijación 

de nitrógeno atmosférico y la producción 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, además, contiene lipopolisacáridos (LPS) anclados en su 

superficie. Estas moléculas comparten una estructura común con tres regiones: el 

lípido A, formado por D-glucosamina fosforilada unida por enlaces β (1→6) y 

esterificada con ácidos grasos (Molinaro et al., 2009; Silipo y Molinaro, 2011), el 

oligosacárido central o core, es una cadena corta de hexosas y heptosas, que 

además incluye a el ácido 2-ceto-3-deoxioctulosónico (KDO), y el antígeno O que 
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se encuentra compuesto por repeticiones de oligosacáridos de hasta cinco 

monosacáridos. Cada región que constituye al LPS suele presentar variaciones en 

su composición entre las distintas especies bacterianas. Dada su posición 

superficial, el LPS puede interactuar con diversos organismos, lo que le permite 

participar en la interacción 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 μg/mL) incrementó el índice mitótico de células en el 

meristemo radicular, con aumentos comparables a los observados tras la 

inoculación con la bacteria completa. También se demostró la capacidad de estas 

moléculas para mejorar la actividad morfogenética de los tejidos somáticos 

(Evseeva et al., 2018). En estudios previos por nuestro grupo de trabajo, se observó 

que tanto en invernadero como in vitro, el tratamiento con LPS a plantas de trigo 

promovió un aumento en la longitud de la lámina foliar y de la raíz, incrementó el 

peso fresco y la formación temprana de espigas (Chavéz-Herrera et al., 2018; 

Hernández-Esquivel et al., 2020). A nivel bioquímico, se observó un incremento 

dosis-dependiente en la actividad de la enzima peroxidasa (POX), la producción de 

especies reactivas de oxígeno y la disponibilidad de Ca2+ (Hernández-Esquivel et 

al., 2020), lo que sugiere que las plantas pueden reconocer a los LPS de bacterias 

benéficas. Recientemente se reportó que los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp24 

activan la vía de señalización TOR (Target Of Rapamycin) en Arabidopsis, 

aumentando la expresión de esta proteína en el meristemo radicular, así como la 

fosforilación de la cinasa ribosomal S6K, un blanco regulado por TOR. Estos efectos 

fueron bloqueados por el inhibidor de TOR, AZD-8055 (Méndez-Gómez et al., 2020). 

TOR es una proteína cinasa conservada que regula procesos celulares 

fundamentales en respuesta a señales ambientales. Si bien se ha demostrado una 

conexión entre los LPS y TOR, el mecanismo específico por el cual los LPS activan 

esta vía se señalización aún 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 percepción e inicio 
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de la estimulación metabólica para el crecimiento inducido por rizobacterias. Los 

fosfolípidos, 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 catalítica que realizan (Zien et al., 2001). 

La PLD cataliza la hidrólisis de fosfolípidos para producir ácido fosfatídico (AF), un 

lípido mensajero implicado en el crecimiento y la proliferación celular (Hong et al., 

2008). En Arabidopsis thaliana, la familia de las PLD comprende 12 isoformas 

caracterizadas: PLDα (1, 2 y 3), β (1 y 2), γ (1, 2 y 3), ε y ζ. Estas isoformas se 

clasifican con base en su secuencia, su estructura proteica, sus propiedades 

notables en la regulación de la actividad y su preferencia por fosfolípidos (Ali et al., 

2022). La producción de AF por la PLD, desempeña una función importante en el 

crecimiento, desarrollo y respuestas de las plantas a diversos tipos de estrés, como 

sequía, salinidad, heladas y deficiencia de nutrientes. Este lípido mensajero influye 

en procesos celulares a través de diferentes mecanismos, incluyendo la unión 

directa a proteínas diana y la modulación de las propiedades biofísicas de las 

membranas celulares (Li et al., 2009). En mamíferos, el AF producido por la PLD 

activa la vía de señalización de TOR (Fang et al., 2001). Mientras que en plantas la 

isoforma PLDα3, en condiciones de estrés hiperosmótico y salino, incrementó los 

niveles de transcrito de TOR y estimuló la fosforilación de su blanco S6K, 

posiblemente por mediación de la producción de AF (Hong et al., 2008).  

En esta investigación se analizó el efecto de los LPS de Azospirillum baldaniorum 

Sp245 sobre la actividad de la PLD y su relación con la proteína TOR en la 

promoción 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 modulación de la vía de señalización de TOR 

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

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

El uso de bacterias para promover el crecimiento vegetal se remonta a la 

antigüedad, 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 botánica”, recomendaba la mezcla de suelos para mejorar su calidad, lo que 

sugiere un aprovechamiento intuitivo de los microorganismos. Más tarde, en 1888, 

Hellriegel y Wilfarth demostraron que las bacterias de la rizosfera de gramíneas y 

leguminosas pueden convertir el nitrógeno atmosférico en formas disponibles para 

las plantas (Bhattacharyya y Jha, 2012). En 1978 Kloepper y Schroth acuñaron 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; Montaño et al., 2014).  

Según su ubicación, las PGPR se dividen en iPGPR (intracelulares) o endófitas y 

ePGPR (extracelulares) o de vida libre. Las iPGPR, colonizan los tejidos internos de 

las plantas sin causar daño, algunas pueden formar nódulos o estructuras 

especializadas. Las ePGPR, en cambio, viven fuera de las células vegetales, no 

forman nódulos, pero promueven el crecimiento de las plantas (Cheng et al., 2010; 

Ghosh et al., 2024). Además, por sus funciones, las PGPR se clasifican en cuatro 

tipos: biofertilizantes (mejoran los nutrientes), fitoestimulantes (ayudan al 

crecimiento con hormonas), rizorremediadores (limpian contaminantes orgánicos) y 

biopesticidas (controlan enfermedades con antibióticos y antifúngicos) (Ghosh et al., 

2024).  

3.1.1. Mecanismos de estimulación del crecimiento vegetal de las PGPR 

Las PGPR influyen en el crecimiento de las plantas a través de mecanismos directos 

bien documentados, como la fijación del nitrógeno atmosférico, la solubilización del 

fosfato, la producción de hormonas de crecimiento (auxinas, citocininas y 

giberelinas), la producción de la enzima ACC desaminasa (que reduce el estrés en 

las plantas) y la síntesis de sideróforos (moléculas que ayudan a la planta a obtener 

hierro y dificultan el crecimiento de patógenos). Además, tienen mecanismos 

indirectos que se definen como las actividades inhibitorias que las bacterias 
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promotoras del crecimiento ejercen cuando impiden el efecto negativo de los 

organismos patógenos (estrés biótico). Algunos de los mecanismos indirectos más 

comunes son la producción de cianuro de hidrógeno, antibióticos y enzimas 

degradativas que dañan la pared celular de los patógenos (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 absorción de nutrientes y la resistencia a enfermedades. Su uso 

ayuda a disminuir la necesidad de fertilizantes y pesticidas químicos, promoviendo 

prácticas agrícolas ecológicas. Sin embargo, su aplicación exitosa se enfrenta a 

desafíos como la variabilidad de su efectividad según la planta y el entorno, así 

como la competencia con los microorganismos nativos del suelo, lo que exige una 

comprensión profunda de sus interacciones complejas para asegurar resultados 

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

Entre las PGPR, el género Azospirillum destaca como el más estudiado. Su 

relevancia mundial se consolidó en la década de 1970, convirtiéndose en el principal 

inoculante comercial para varios cereales (Fernandes et al., 2020; Pedraza et al., 

2020). La inoculación con Azospirillum puede disminuir el uso de fertilizantes 

nitrogenados, generando un ahorro estimado de 30 a 50 kg/ha de nitrógeno (N) en 

el cultivo de maíz (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% (García-Olivares et al., 2007; Askary et al., 2009; Islam et al., 

2012). A continuación, se describirán algunos aspectos relevantes de este género.  

3.2. Características del género Azospirillum 

El género Azospirillum se clasifica dentro de la subclase α-proteobacterias que 

pertenecen a la familia Rhodospirillaceae (Baldani y Baldani, 2005). En 1925 

Beijerinck observó por primera vez a una bacteria similar a un espirilo capaz de 

aumentar el contenido de nitrógeno en medios deficientes de nitrógeno a base de 

malato que nombró Azotobacter largimobile, posteriormente esta bacteria fue 

renombrada como Spirillum lipoferum (Cassán et al., 2020). Tras un largo periodo 
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de escasa atención, en 1974, Johana Döbereiner y colaboradores lograron aislar a 

esta bacteria de diversas gramíneas y muestras de suelos. Un estudio taxonómico 

detallado de 61 aislados llevó a la descripción del género Azospirillum con dos 

especies principales: A. lipoferum y A. brasilense. El aislamiento de estas bacterias 

se realizó utilizando un medio semisólido libre de nitrógeno con una pequeña 

cantidad de extracto de levadura, llamado medio NFb (Nitrogen Free broth) (Baldani 

y Baldani, 2005; Reis et al., 2015).  

La descripción de nuevas especies de Azospirillum experimentó un incremento 

exponencial con el tiempo. La adopción de la formulación del medio NFb por otros 

grupos de investigación facilitó el descubrimiento de especies y géneros 

adicionales, revelando así nuevas interacciones de estas bacterias con diversas 

plantas (Reis et al., 2015). En 2014, una reclasificación del género Azospirillum 

condujo a la creación de dos nuevos géneros: Niveispirillum y Nitrospirillum. Como 

resultado, A. irakense fue transferida al género Niveispirillum (denominándose 

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 (Cassán et al., 2020).  

Las bacterias de este género se caracterizan por su morfología espiral o ligeramente 

curvada, con forma de bastón. Son Gram-negativas, no forman esporas y presentan 

una notable movilidad gracias a un único flagelo polar y múltiples flagelos laterales 

de menor longitud (Pedraza et al., 2020). Su temperatura de crecimiento varía entre 

20 y 38 °C (Dos Santos Ferreira et al., 2020). Su composición lipídica revela una 

abundancia significativa del ácido graso C18:1 (55.3%), siendo también relevantes 

16:1 y 16:0, así como los ácidos grasos hidroxilados 3-OH C14:0 y 3-OH C16:0 

(Pedraza et al., 2020).  

Azospirillum manifiesta un metabolismo de carbono y nitrógeno flexible que le 

confiere una ventaja competitiva en la colonización de la rizósfera. Su capacidad 

para habitar tanto la superficie como el interior de las raíces, especialmente en la 

zona de elongación y la zona de formación de los pelos radicales, justifica su 

denominación como diazotrofos endófitos facultativos. En el entorno de la rizósfera, 
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establecen colonias tanto en la capa de mucigel que rodea las raíces (colonización 

externa) como en los espacios intercelulares del tejido radicular (colonización 

interna) (Fernandes et al., 2020). La asociación de Azospirillum confiere beneficios 

directos en las plantas como la fijación de nitrógeno (entre 20 y 40 kg N/ha en la 

rizosfera), la síntesis de hormonas, como los indoles, principalmente el ácido indol-

3-acético (AIA; Spaepen et al., 2008), y diversos tipos de giberelinas (GA) (Bottini 

et al., 2004) podrían desempeñar un papel importante. Estas fitohormonas alteran 

el metabolismo y la morfología de las plantas, lo que conduce a una mejor absorción 

de nutrientes minerales y agua, y, en consecuencia, promueven el crecimiento y la 

salud vegetal (Díaz y Ortegón, 2006; Bashan y de Bashan et al., 2010; Villa-Castro 

et al., 2014). Mediante una combinación de mecanismos no relacionados que 

operan bajo las condiciones ambientales o agrícolas que requiere el cultivo en 

ubicaciones específicas, la bacteria contribuye en la mitigación del estrés (sal, 

sequía, compuestos tóxicos, ambiente adverso) así como en el control biológico o 

reducción de la microflora patógena (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 más 

estudiada. La cepa Sp245 se aisló de raíces de trigo (Triticum aestivum L.) y se le 

considera un modelo debido al conocimiento acumulado durante más de tres 

décadas (Reis et al., 2015; Cassán et al., 2020).  

Dos Santos Ferreira et al. (2020) reclasificaron la cepa Sp245 de Azospirillum 

brasilense. Mediante análisis filogenéticos, genómicos, fenotípicos y fisiológicos 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 microbiólogos brasileños Dr. José Ivo Baldani y Dra. 

Vera Divan Baldani por sus contribuciones pioneras al conocimiento del género 

Azospirillum.  
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3.3. Lipopolisacáridos  

Los lipopolisacáridos (LPS) son moléculas características de la superficie celular de 

las bacterias Gram negativas, incluyendo el género Azospirillum. Constituyen el 

componente mayoritario de dicha superficie, ocupando un poco más 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 múltiples aspectos de las interacciones entre organismos 

(Kutchera y Ranf, 2018). 

Estas moléculas se consideran componentes bioactivos asociados a patógenos o 

microbios (PAMP/MAMP) y son reconocido por los sistemas inmunes de 

organismos de diferentes reinos (Ranf 2016). Su descubrimiento ocurrió 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 mamíferos, se sabe que la liberación del LPS 

en el torrente sanguíneo del huésped ocurre durante la reproducción bacteriana por 

fisión binaria o tras la muerte de las bacterias, como sucede con el uso de 

antibióticos. La liberación masiva de LPS puede desencadenar una respuesta 

inflamatoria sistémica severa y un shock séptico, que generalmente conduce a la 

falla multiorgánica 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 drásticamente opuestas explican el continuo 

interés científico en estas moléculas (Caroff y Novikov, 2020). En plantas, también 

han sido observadas respuestas diferenciadas a los LPS según su origen 

bacteriano, lo que sugiere la activación de distintas vías de señalización celular 

(Evseeva et al., 2018; Hernández-Esquivel et al., 2020). 
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3.3.1. Estructura de los lipopolisacáridos  

Los LPS son moléculas anfifílicas compuestas de tres regiones (Figura 1). La 

primera, es una fracción altamente conservada llamada lípido A, está formada por 

dos unidades de D-glucosamina fosforiladas unidas y esterificadas con ácidos 

grasos. Esta región, altamente conservada, ancla el LPS en la membrana 

bacteriana y es responsable de la mayoría de los efectos biológicos de estas 

potentes moléculas como la patogénesis de infecciones por bacterias Gram 

negativas. La fracción del lípido A está unida a un oligosacárido central, conocido 

como core o núcleo a través de un azúcar desoxiácido, el ácido 2-ceto-3-desoxi-

octulosónico (KDO) que es exclusivo de esta molécula. La región del núcleo es 

dividida en un núcleo interno (con KDO y heptosas), y un núcleo externo (con 

hexosas). La tercera fracción de las moléculas de LPS, denominada antígeno O o 

cadena O, está compuesta por unidades repetitivas de oligosacáridos que se 

extienden fuera de la bacteria. Es la región más variable del LPS, su variabilidad 

estructural define los serotipos bacterianos y es utilizada históricamente para 

identificar bacterias gramnegativas. Algunas bacterias presentan LPS sin antígeno 

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

Figura 1. Estructura del lipopolisacárido.  

GlcN: glucosamina; P: fosfato; KDO: ácido 2-ceto-3-desoxi-octulosónico; Hep: heptosas; Hex: 

hexosas; Ram: ramnosa. El azúcar constituyente del antígeno O varía entre especies 

bacterianas. Para el caso de A. baldaniorum Sp245 el antígeno O está 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 (lípido 

A, oligosacárido central y polisacárido O-específico), mientras que la forma R 

(rugosa) consiste únicamente de la región del lípido A y del oligosacárido central o 

núcleo (Silipo y Molinaro, 2011; Sigida et al., 2013; Caroff y Novikov, 2020). 

3.3.2. Los lipopolisacáridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 

El primer aislamiento de LPS en el género Azospirillum se reportó por Choma et al. 

(1984) quienes analizaron la estructura del LPS de Azospirillum lipoferum SpBr17. 

Sus hallazgos revelaron la producción de LPS de tipo S (caracterizado por sus tres 

regiones estructurales). Posteriormente, se detalló la región del lípido A, la cual 

presenta ácido D-galacturónico en la posición C-1, residuos de 3-hidroxipalmitoil 

unidos a los grupos amino del disacárido, ácidos 3-hidroximirísticos esterificando 

los hidroxilos en C-3 y C-3', y ácidos grasos polares primarios parcialmente 

sustituidos por ácidos grasos no polares formando restos aciloxiacil, carece de 

residuos de fosfato, lo cual es una diferencia notable con el lípido A enterobacteriano 

que contiene residuos de fosfato, una característica fuertemente asociada con la 

actividad endotóxica de las moléculas de LPS. Esta variación estructural sugiere 

una menor toxicidad del lípido A de Azospirillum hacia células eucariotas (Choma y 

Komaniecka, 2008). Hasta el momento, este es el único reporte sobre la estructura 

del lípido A en este género bacteriano. A pesar de ser la región más conservada del 

LPS, el lípido A puede exhibir diversas modificaciones entre géneros e incluso 

dentro de especies del mismo género, particularmente en las sustituciones de 

fosfato y en el número, tipo y distribución de los ácidos grasos (Silipo y Molinaro, 

2011). En la cepa de Azospirillum baldaniorum Sp245, únicamente se ha analizado 

la estructura del antígeno O, identificándose como un homopolímero lineal de D-

ramnosa con la siguiente estructura: 

β-D-RhapI(1→3)-α-D-RhapII-(1→3)-α-D-RhapIII-(1→3)-α-D-RhapIV-(1→3)-α-D-

RhapV (Fedonenko et al., 2002). 

3.3.3. Receptores de lipopolisacáridos en plantas 

Las plantas detectan las diferentes regiones del LPS (Kutchera y Ranf, 2018). En 

Arabidopsis thaliana, se identificó el primer receptor para LPS, el cual es activado 
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tanto por el LPS completo como por su fracción del lipído A. Este receptor fue 

denominado LORE (LipoOligosaccharide-specific Reduced Elicitation). AtLORE se 

localiza en la membrana plasmática y pertenece a un grupo de proteínas 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 

específicamente para la detección 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 demostró en células en suspensión de cultivo de arroz (Oryza 

sativa) que OsCERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1), desempeña un papel 

fundamental en la percepción de LPS además de su papel documentado en la 

percepción de la quitina (Desaki et al., 2018). CERK1 es una proteína de membrana 

plasmática 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 oligosacáridos de quitina. En 

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

Aunque AtLORE y OsCERK1 representan los primeros componentes clave de la 

detección inmunitaria de LPS identificados en sistemas vegetales, actualmente se 

desconoce si estos receptores potenciales detectan LPS directamente y cómo se 

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

3.3.4. Respuestas de las plantas a los lipopolisacáridos 

Se ha observado que en Arabidopsis thaliana, las preparaciones de LPS de 

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli inducen la expresión de genes 

relacionados con la patogénesis (PR), específicamente PR1 y PR5. Estos 

tratamientos también desencadenaron la acumulación de ácido salicílico (SA) libre 

y glucosídico tanto en hojas tratadas localmente como en hojas sistémicas. Lo que 

sugiere que los LPS contribuyen a la inducción de la resistencia sistémica adquirida 

(SAR), un fenómeno en el que una inoculación localizada de un patógeno 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 

protección 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 rábano (Leeman et al., 1995). De manera similar, el LPS de Rhizobium 

etli G12 redujo significativamente la infección por el nematodo Globodera pallida, 

actuando como inductor de resistencia sistémica en las raíces de papa (Reitz et al., 

2000). 

Los LPS desencadenan diversos efectos en la inducción de la respuesta inmunitaria 

en plantas, incluyendo el estallido oxidativo, la producción de óxido nítrico (NO), la 

afluencia de calcio, la inducción de la expresión de genes PR y alteraciones de la 

pared celular que incluyen la deposición de callosa y compuestos fenólicos. Estas 

observaciones se han realizado con preparaciones de LPS de diversas bacterias 

utilizadas en cultivos de suspensión celular o en hojas de diversas plantas, lo que 

podría 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 monocotiledónea modelo) están 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 

monocotiledóneas como en dicotiledóneas.  

Por otro lado, el antígeno O de muchas bacterias fitopatógenas 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 expresión de genes PR en 

Arabidopsis thaliana (Bedini et al., 2005). Sin embargo, hasta la fecha, los 

componentes de la planta que median la detección del antígeno O, o del núcleo del 

LPS aún no han sido identificados (Kutchera y Ranf, 2018). 

Además de su participación en la inducción de la defensa de las plantas, los LPS 

pueden participar en la estimulación del crecimiento vegetal. En plantas de trigo 

(Tritricum aestivum) el tratamiento con LPS aislados de A. brasilense Sp245 (10 
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μg/mL) activó la división celular en el meristemo de raíces de trigo e incrementó la 

longitud y el peso fresco de las plantas, teniendo un efecto similar al observado con 

la inoculación de la bacteria A. brasilense Sp245 (Evseeva et al., 2011). Una 

respuesta similar fue observada en condiciones de invernadero donde la aspersión 

semanal con dos concentraciones de LPS de A. brasilense Sp245 (2 y 5 µg/mL) 

durante tres meses mejoró los parámetros de crecimiento como la elongación de 

hojas, el peso seco y la formación de espigas. Sin embargo, también acelera el 

envejecimiento de la planta, pero no la composición química ni el rendimiento del 

grano (Chávez-Herrera et al., 2018). 

Los LPS de A. brasilense Sp245 también estimulan el crecimiento temprano de las 

plantas de trigo, así como respuestas bioquímicas relacionadas con el crecimiento. 

En condiciones in vitro, plántulas de cuatro días después del tratamiento con 

diversas concentraciones de LPS (10 a 1000 μg/mL), mejoraron su crecimiento 

teniendo un aumento significativo en la longitud de las hojas y las raíces, así como 

en el peso fresco. La actividad de la enzima peroxidasa (POD) aumentó 

significativamente en las raíces tratadas con LPS y fue dependiente de la 

concentración. Este incremento fue disminuido ante la presencia del lantano, un 

inhibidor de los canales de calcio, lo que sugirió que los niveles de Ca2+ están 

involucrados en la actividad biológica mediada por LPS (Hernández-Esquivel et al., 

2020). 

En plantas de pepino (Cucumis sativus) cultivadas en invernadero, la aspersión 

semanal de LPS de A. brasilense Sp245 (a concentraciones de 10 y 100 µg/ml) 

durante dos meses, iniciada cinco días después de la germinación, tuvo diversos 

efectos. Ambas concentraciones incrementaron la longitud total de las plantas en 

comparación con los controles no tratados, pero solo la concentración de 10 µg/ml 

aumentó significativamente el peso fresco total. El contenido de fenoles totales en 

las hojas se incrementó notablemente con ambas concentraciones de LPS. La 

actividad in situ de la POD fue estimulada únicamente por la concentración de 100 

µg/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 μg/mL) de A. brasilense 

Sp245 incrementó el peso fresco total de la planta, la longitud de la raíz y los niveles 

de transcrito de TOR en el meristemo radicular. Además, se observó un aumento 

en la fosforilación de la proteína S6k, un blanco de TOR. El tratamiento prolongado 

con LPS también aumentó el tamaño de la roseta y el número 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 

proteína TOR (Méndez-Gómez et al., 2020). 

También ha sido evaluado el efecto de los LPS de Azospirillum brasilense Sp245 

en la actividad morfogenética en tejidos somáticos de trigo, utilizando dos líneas con 

diferentes capacidades embriogénicas; una de estas líneas porta el gen de 

enanismo Rht-B1, mientras que la otra carece de él. Al añadirse al medio nutritivo, 

LPS de A. brasilense Sp245 se promovió la formación de callos con centros 

meristemáticos y se estimuló la capacidad de regeneración de los tejidos cultivados 

en ambas líneas (Evseeva et al., 2018).  El antígeno 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 reveló que el LPS de A. lipoferum 

SR65 promovió la morfogénesis del callo en ambas líneas 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 línea LRht-B1a, de 

baja capacidad morfogenética, que en la línea LRht-B1c, de alta capacidad 

morfogenética (Tkachenko et al., 2021). 

3.4. Las fosfolipasas en plantas  

Las fosfolipasas (PL) representan una familia ubicua de proteínas que escinden 

diversos enlaces en los fosfolípidos para mantener la homeostasis y la estabilidad 

de los lípidos de la membrana. Se clasifican en cuatro tipos principales: fosfolipasa 

D (PLD), fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa A1 (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 ácidos grasos de los fosfolípidos 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 reacción (Wang et al., 2012). 

Estas enzimas catalizan la remodelación lipídica, necesaria para generar 

respuestas rápidas de las plantas a las señales ambientales. Producen segundos 

mensajeros, como el ácido fosfatídico (AF), y, por lo tanto, desencadenan o modulan 

cascadas de señalización que provocan cambios en la expresión génica. También 

participan en las respuestas de las plantas al estrés abiótico y en diversos procesos 

de su desarrollo (Takác et al., 2019b). Así como en la actividad de algunas 

fosfolipasas participa en la biosíntesis de lípidos de almacenamiento (Wang et al., 

2012). Además, la PLD y su producto AF median la señalización de varias hormonas 

vegetales, entre ellas el ácido abscísico, las giberelinas, el etileno, las citoquininas, 

el ácido jasmónico, y las auxinas (Li et al., 2007). Dada la extensa investigación 

sobre su papel en estas respuestas, se abordará únicamente la PLD, enzima de 

interés en esta investigación.  

3.4.1. La fosfolipasa D en plantas 

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

que catalizan la hidrólisis de fosfolípidos 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 describió por 

primera vez en la década de 1940 (Hanahan y Chaikoff, 1947). Sin embargo, su 

estudio cobró relevancia en la década de 1990 al descubrirse su papel en la 

señalización celular. La primera clonación de una PLD se realizó a partir de la 

semilla de ricino (Wang et al., 1994), lo que facilitó la comprensión de sus funciones 

a nivel molecular. Actualmente, se conoce la existencia de múltiples tipos de PLD 

en plantas superiores (Wang et al., 2014), las cuales se localizan en diversos 

compartimentos subcelulares, como la pared celular, la membrana plasmática, el 
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citoplasma, el cloroplasto, la vacuola y el núcleo (McGee et al., 2003; Novak et al., 

2018). 

Los miembros de la familia PLD participan en una amplia gama de procesos 

celulares y fisiológicos cruciales para la vida de la planta. Estos incluyen la 

regulación estomática, la señalización de respuestas a estrés abiótico (sequía, 

salinidad, etc.) y biótico, la organización del citoesqueleto (microtúbulos y actina), el 

crecimiento del tubo polínico, el reciclaje de fósforo y la señalización de la 

disponibilidad de nitrógeno, (Li y Wang, 2019; Takác et al., 2019b).   

Las PLD vegetales se puede clasificar en dos grupos según sus requerimientos de 

Ca2+: Las PLD dependientes de Ca2+ contienen un dominio C2 de unión a 

fosfolípidos dependiente de Ca2+ en el extremo amino terminal y las PLD 

independientes de Ca2+ tienen dominios PX (homología con phox), PH (homología 

con pleckstrina) y SP (péptido señal). Los dominios PX y PH son dos pliegues 

estructurales distintos que interactúan con fosfoinosítidos y dirigen la localización 

de proteínas a la membrana en la señalización mediada por polifosfoinosítidos (Li y 

Wang, 2019). El dominio PX se une a fosfoinosítidos específicos como el 

fosfatidilinositol 3-fosfato y el fosfatidilinositol (3,4)-bisfosfato (Seet y Hong, 2006), 

mientras que el dominio PH reconoce varios fosfoinosítidos, incluyendo el 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato y el fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (Maffucci y 

Falasca, 2001). Las SP-PLD contienen un péptido señal en su extremo amino en 

lugar del dominio C2 o PX/PH; solo se ha identificado una SP-PLD vegetal, que está 

codificada en el genoma de O. sativa (Li et al., 2007; Pacheco y Quinto, 2022) y la 

remodelación de fosfolípidos de membrana en respuestas a la privación 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 fosfolípidos (Deepika y Singh, 2021). 
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3.4.2. La fosfolipasa 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: α (1,2,3), β (1,2), γ (1,2,3), δ, ζ (1,2) y ε basados en su secuencia y 

propiedades bioquímicas. Además, estas isoformas se clasifican según los 

dominios de unión a fosfolípidos en sus extremos amino: C2-PLD y PX/PH-PLD 

(Pacheco y Quinto, 2022). Las PLD α, β, γ, δ y ε presentan un dominio C2 cerca del 

extremo amino terminal mientras que las PLDζ tiene dominios PH y PX (Qin y Wang, 

2002). En ambas subfamilias se requieren dos motivos HKD para la catálisis, un 

residuo de histidina actuando como nucleófilo y el otro como ácido/base (Stuckey y 

Dixon 1999; Wang et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

3.4.3. Funciones de las PLD en Arabidopsis thaliana 

 Los patrones de expresión de las PLD están controlados por el desarrollo y son 

dependientes del tejido (Takác et al., 2019b). Sus características bioquímicas y 

moleculares diversas sugieren una activación selectiva en función de las 

condiciones de crecimiento y desarrollo, lo que les confiere funciones 

especializadas (Li et al., 2009), a continuación, se mencionarán algunas de ellas.  

 

 

 

 

Motivo de 
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(PLDδ) 

Motivo DRY 

(PLDα1) 

Motivo de unión a 

PIP2 (PLDβ1) 

Motivo de unión a 

actina (PLDβ1) 

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

C2, dominio de unión a fosfolípidos dependiente de Ca2+; PH, dominio de homología de 
pleckstrina; PX, dominio de homología de phox; HKD, motivo HxKxxxxD (HKD) involucrado 
en la catálisis; motivo DRY, que interactúa con Gα. Modificado de Wang et al. (2014).  
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3.4.3.1. Respuesta al estrés abiótico  

El estrés abiótico, como la sequía, la salinidad, las heladas y el calor, estimulan las 

PLD de las plantas. Las PLDα1 y PLDδ contribuyen a la reducción de la pérdida de 

agua a través de su función en la señalización del ácido abscísico (ABA), el cual 

induce el cierre estomático. El análisis de la epidermis foliar de Arabidopsis reveló 

que la supresión o inactivación de PLDα1 comprometía el cierre estomático 

promovido por ABA. Se observó el mismo efecto en plantas deficientes en PLDδ 

(Zhang et al., 2004; Distéfano et al., 2012; Guo et al., 2012; Wang et al., 2014). El 

AF derivado de PLDα1 inhibe la enzima insensible a ABA 1 (ABI1) y activa la enzima 

Figura 3. Funciones de las PLD. 

Las diferentes PLD se activan por diferentes estímulos, mostrando distintas 

preferencias de sustrato y asociándose con diferentes membranas. Sus patrones de 

expresión varían tanto temporal como espacialmente. La activación diferencial se 

manifiesta en los distintos requerimientos de reacción y en su interacción con proteínas 

como Gα, actina y los citoesqueletos de microtúbulos. En varios casos, esta 

diferenciación se ha documentado mediante el uso de plantas mutantes deficientes en 

PLD específicas bajo condiciones fisiológicas particulares. La activación de diferentes 

PLD regula la ubicación, el momento y la especie molecular de AF, que interactúa con 

dianas específicas en diversos procesos celulares. Cabe destacar que GL2 se une a 

la región promotora de PLDζ1, en lugar de una interacción directa proteína-proteína. 

Modificado de Li et al. (2009). 
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NADPH oxidasa, lo que promueve la producción de peróxido de hidrógeno (H₂O₂) 

(Zhang et al., 2004). El H₂O₂ oxida y, por lo tanto, inactiva las gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasas reducidas (GAPCred) en el citosol. La GAPC oxidada 

(GAPCox), a su vez, interactúa con PLDδ y la activa. El AF producido por la PLDδ 

activada probablemente regula componentes de la vía de señalización de ABA para 

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

Durante el estrés salino, la PLDα1 y el AF, interactúan y regulan las proteínas 

cinasas activadas por mitógenos 3 (MAPK3) y 6 (MAPK6). La MAPK6, activada por 

el AF interactúa y fosforila el antiportador de Na+/H+ SOS1, facilitando la eliminación 

del exceso de Na+ de la célula y previene así la toxicidad por sodio. Adicionalmente, 

el AF derivado de PLDα1 se une a la proteína asociada a microtúbulos MAP65-1, 

mediando la estabilización de estos, lo que contribuye a una mayor tolerancia a la 

sal (Yu et al., 2010; Vadovič et al., 2019; Deepika y Shigh,2021). 

La PLDα3 regula positivamente las respuestas de las plantas al estrés 

hiperosmótico. La sobreexpresión de PLDα3 promueve el crecimiento de las raíces, 

la floración y la prevención del estrés causado por el déficit hídrico y la salinidad, 

mientras que la inactivación de PLDα3 presenta mayor sensibilidad, las plantas 

florecen más tarde que las silvestres en condiciones ligeramente secas y tienden a 

inducir genes sensibles al ácido abscísico con mayor facilidad que las plantas 

silvestres. Además, bajo ambas condiciones de estrés hiperosmótico, los niveles de 

transcrito de TOR y el estado de fosforilación de la proteína S6K fueron inferiores 

en las plantas PLDα3-KO y superiores en las plantas OE en comparación con las 

plantas silvestres (Hong et al., 2008).  

Respecto a la respuesta a bajas temperaturas, la supresión genética de PLDδ 

sensibilizó a las plantas de A. thaliana a la congelación, en contraste con la 

sobreexpresión de PLDδ, que incrementó su tolerancia. Durante la congelación en 

plantas silvestres, la PLDδ participa en la producción de aproximadamente el 20% 

del ácido fosfatídico, y su sobreexpresión aumenta la producción de especies de 

ácido fosfatídico. Sin embargo, las modificaciones en PLDδ no influyeron en la 

expresión de los genes COR47 (cold-regulated47) y COR78 (cold-regulated78) 
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inducidos por el frío, ni alteraron la acumulación de prolina o azúcares solubles en 

respuesta a bajas temperaturas, lo que indica que la vía PLD constituye un factor 

determinante específico en la respuesta a la congelación (Li et al., 2004). Además, 

el aumento de la actividad lipolítica durante la congelación altera la composición 

lipídica de la membrana. Mutantes en PLDα revelaron que la PLDα causa la 

hidrólisis de PC tras la congelación 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 PLDα (Welti et al., 2002). 

3.4.3.2. Respuesta a nutrientes 

La inactivación de PLDε (KO) resulta en una disminución del crecimiento radicular 

y la acumulación de biomasa, mientras que su sobreexpresión (OE) tiene el efecto 

contrario. Los niveles de AF se correlacionan positivamente con la sobreexpresión 

de PLDε mientras que en la KO fue menor que en plantas silvestres. En respuesta 

a la disponibilidad de nitrógeno (N), la OE y la KO de PLDε mostraron efectos 

opuestos en la elongación de las raíces laterales. Sin embargo, la sobreexpresión 

de PLDε también promovió el crecimiento de los pelos radiculares y la raíz primaria 

bajo condiciones de severa deficiencia de N. Esto concluye que la PLDε y su 

producto AF desempeñan un papel importante en la promoción del crecimiento 

general de la planta y en la respuesta a la disponibilidad de nitrógeno (Hong et al., 

2009). 

 Las PLDζ1 y ζ2 participan en la conservación y el reciclaje del fósforo en 

condiciones de crecimiento con fósforo limitado, iniciando la vía de remodelación 

que convierte los fosfolípidos en galactolípidos (Li et al., 2006; Cruz-Ramírez et al., 

2006; Wang et al., 2012).  La mutante de PLDζ2 exhibe deficiencias en la hidrólisis 

de fosfolípidos y una capacidad reducida para la acumulación de galactolípidos bajo 

condiciones limitantes de fosfato (Pi). Adicionalmente, su sistema radicular mostró 

una alteración en la arquitectura en respuesta a la deficiencia de Pi. Esto sugiere 

que PLDζ2 participa en la ruta de biosíntesis de galactolípidos, específicamente en 

la hidrólisis de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina para generar diacilglicerol, 

precursor de la síntesis de digalactosildiacilglicerol, y Pi libre, esencial para otros 

procesos metabólicos (Cruz-Ramírez et al., 2006). La señalización lipídica podría 
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ser un mecanismo clave en la traducción de la detección del estado nutricional por 

la membrana para aumentar el crecimiento vegetal y la producción 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 

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

y hormonas, que van acompañados de acumulación de AF (Takáč et al., 2019b). 

La deficiencia de PLDζ2 en Arabidopsis disminuye la sensibilidad a la auxina, el 

gravitropismo radicular y la elongación del hipocótilo. En contraste, la 

sobreexpresión genera efectos opuestos, lo que sugiere que PLDζ2 media 

positivamente las respuestas a la auxina, a través del AF. Además de PLDζ2 

también participa en la regulación del tráfico vesicular. PLDζ2 y AF son necesarios 

para un ciclo normal de vesículas 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 PLDζ2 promueve el crecimiento de la raíz 

primaria e inhibe la densidad y longitud de los pelos radiculares. El desarrollo de los 

pelos radiculares en Arabidopsis está controlado por una red de genes, siendo 

GLABRA2 (GL2) un factor de transcripción clave en las etapas finales. Se ha 

encontrado que PLDζ1 es un blanco directo de GL2 que regula el desarrollo de los 

pelos radiculares a través de la modulación de la señalización de fosfolípidos 

(Ohashi et al., 2003).  

Durante la germinación de las semillas, la inactivación de PLDα1 o PLDδ resulta en 

semillas con menor sensibilidad a la inhibición de ABA, y el efecto fue mayor en 

mutantes dobles de PLDα1 y PLDδ (Uraji et al., 2012). Estos resultados sugieren 

que PLDα1 y PLDδ intervienen en la mediación del efecto de ABA no solo en el 

cierre estomático, sino también en la germinación de las semillas (Wang et al., 

2014). 

Experimentos con 1-butanol indican que la producción de AF dependiente de PLD 

es crucial para la germinación y la morfogénesis en Arabidopsis, posiblemente al 

mantener la correcta alineación transversal de los microtúbulos en las células 
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radiculares en elongación ya que, a nivel celular, el 1-butanol (0.2 y 0.4%) altera la 

organización de los microtúbulos corticales. En contraste, otros isómeros de butanol 

(2- y 3-butanol) que no inhiben la producción de AF no mostraron efectos en la 

germinación, el crecimiento o la organización de los microtúbulos. (Gardiner et al., 

2003).  

La PLD y el AF desempeñan un papel en el proceso de expansión celular polarizada 

de las plantas, representado por el crecimiento del tubo polínico. La germinación del 

polen y el crecimiento del tubo polínico se inhiben con la presencia de 1-butanol al 

0.5%, mientras que los isómeros secundarios y terciarios no tienen efecto. Esta 

inhibición puede revertirse al añadir liposomas exógenos de AF (Potoký et al., 2003).  

La PLDα1 también participa en la biogénesis de los cloroplastos. PLDα1-KO 

presentó alteraciones en los niveles de TIC40, un regulador clave en la importación 

de proteínas a los cloroplastos. Además, de una acumulación diferencial de 

complejos proteicos fotosintéticos y cambios en el tamaño de los cloroplastos. La 

mutación en PLDα1 también afectó proteínas relacionadas con la pared celular, la 

homeostasis redox y la señalización del ácido abscísico (Takáč et al., 2019a).  

3.4.3.4. Participación en la interacción planta-bacteria 

La deficiencia de PLDβ1 en plantas de Arabidopsis confiere una mayor resistencia 

a la infección por Pseudomonas syringae pv. DC3000 (Pst DC3000) en relación con 

las plantas silvestres. Esta resistencia fue más marcada frente a la cepa virulenta 

de Pst DC3000 que ante la cepa avirulenta avrRpt2. Además, se observa una 

producción incrementada de ácido salicílico (SA) y una respuesta inmunitaria 

vinculada a SA en plantas de Arabidopsis con PLDβ1-KO indicando que PLDβ1 

funciona como un regulador negativo de la inmunidad basada en SA, promoviendo 

así la susceptibilidad a patógenos bacterianos biotróficos (Zhao et al., 2013; Li y 

Wang, 2018).  

En la interacción simbiótica, no se han reportado estudios de la participación de PLD 

en Arabidopsis, pero en células en suspensión de un cultivo de alfalfa (Medicago 

sativa) se demostró 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. Regulación de la PLD  

La actividad de la PLD en plantas se incrementa en diversas condiciones, sin 

embargo, la sobreexpresión de PLD no produce un aumento en la hidrólisis de 

lípidos de membrana bajo condiciones normales de crecimiento (Hong et al., 2008), 

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

Su actividad está regulada principalmente por la unión del Ca2+. Se ha propuesto 

que el Ca2+ promueve la unión del sustrato fosfolipídico al sitio catalítico, regulando 

así la actividad de PLD (Deepika y Singh, 2021). Estudios in vitro han demostrado 

que la PLDα es activa a altas concentraciones milimolares de Ca2+, en contraste las 

PLDβ, γ, δ que son más activas en un rango micromolar de Ca2+, la PLDε es activa 

bajo ambas concentraciones (Li y Wang, 2019). Mientras que las PLDζ se estimulan 

mediante la unión directa de fosfoinosítidos, en particular el fosfatidilinositol 4,5-

bisfosfato (Maffucci y Falasca, 2001). La PLDδ es activada de manera dosis-

dependiente por el ácido oleico libre, alcanzando su máxima eficacia a 0,5 mM. 

Otros ácidos grasos insaturados, como el linoleico y linolénico, mostraron menor 

efectividad, mientras que los saturados (esteárico y palmítico) no indujeron 

activación (Wang y Wang, 2001). 

Las PLD también pueden ser reguladas por las especies reactivas de oxígeno 

(ERO). Yamaguchi et al. (2004) observaron que el tratamiento con H₂O₂ (10–100 

µM) estimuló la formación de AF dependiente de PLD en células en suspensión de 

un cultivo de arroz. En Arabidopsis thaliana la PLDδ se activa en respuesta al H₂O₂. 

Plantas mutantes pldδ son más susceptibles a la muerte celular inducida por H₂O₂, 

mientras que el ácido fosfatídico generado por la actividad de PLDδ juega un papel 

en la reducción de este proceso (Zhang et al., 2003). 

Además, se ha documentado que las PLD interactúan con proteínas. Por ejemplo, 

la PLDα1 interactúa con la subunidad α heterotrimérica de la proteína G regulando 

su actividad (Zhao y Wang, 2004). La PLDβ1 contiene una región específica de 

unión a la actina. Mientras que la G-actina inhibe la actividad de PLDβ, la F-actina 

la estimula (Kusner et al., 2002; Wang et al., 2014). En la interacción PLDα1-Gα, 

PLDα1 se une a Gα, unida a GDP, y esta interacción disminuye su actividad. En 
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respuesta al ABA, la activación de Gα puede interrumpir la unión de Gα-GDP a 

PLDα1 y, por lo tanto, activar PLDα1 (Wang et al., 2014).  

Adicionalmente, la expresión de PLDζ2 es potenciada por las auxinas. Las raíces 

de las plántulas mutantes en PLDζ2 fueron menos sensibles a esta hormona que 

las de las plántulas 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. 

Además, sus diferencias en la expresión espacial y temporal en plantas afectan la 

ubicación de la hidrólisis lipídica y la producción de AF (Li y Wang, 2019).  

3.4.5. Inhibidores de la señalización 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 nucleofílico, siendo el agua el 

aceptor habitual, lo que resulta en la formación de AF (Munnik et al., 1995).  Sin 

embargo, la PLD tiene la capacidad única de transferir el grupo fosfatidilo a un 

alcohol primario, formando un alcohol fosfatídico en lugar de AF (Wang, 2005). Este 

proceso conocido como transfosfatidilación desvía la producción AF derivado de 

fosfolípidos hacia la formación de fosfatidilalcohol. Esto se debe a que los alcoholes 

primarios, lejos de inhibir a las PLD, generalmente activan su función, dirigiendo la 

reacción hacia la formación de fosfatidilalcohol y reduciendo así la disponibilidad de 

precursores para la síntesis de AF (Li y Wang, 2019). Los alcoholes secundarios y 

terciarios no pueden inhibir la formación de AF, puesto que no son sustratos para 

la transfosfatidilación (Munnik et al., 1995).  

El n-butanol o 1-butanol es un alcohol primario considerado como un inhibidor 

competitivo en la formación 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 biológicos (Pacheco y Quinto, 2022). 
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3.4.6. Síntesis de fosfatidilcolina  

La colina es una amina cuaternaria que se destina principalmente a la síntesis de 

fosfatidilcolina (PC). Esta síntesis ocurre a través de la vía de Kennedy, la cual 

implica la activación 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 síntesis de PC en plantas ocurre a través de la vía CDP-colina, una ruta 

metabólica conservada también en levaduras y otros organismos eucariotas (Datko 

y Mudd, 1988; Bolognese y McGraw, 2000). Esta vía biosintética requiere la 

fosfocolina (PCho) como precursor fundamental para la formación de PC. 

Particularmente en plantas, la PC se sintetiza mediante una serie de tres reacciones 

secuenciales de N-metilación de la fosfoetanolamina (PEA). Estas metilaciones son 

catalizadas por una única enzima, la S-adenosil-L-metionina:fosfoetanolamina N-

Fosfatidilcolina 

Ácido fosfatídico Colina 

Colina Fosfatidilalcohol 

Hidrolisis 

Transfosfatidilación 

Figura 4. Reacción de hidrólisis y transfosfatidilación por la fosfolipasa D. 

La hidrólisis 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 fracción OH, generando ácido fosfatídico (AF) y liberando el grupo 

funcional o “cabeza” del fosfolípido. Una característica distintiva de la PLD es su capacidad para 

transferir el grupo fosfatidilo a un alcohol primario, produciendo un fosfatidil alcohol en lugar de 

ácido fosfatídico. Modificado de Nakazawa et al. (2011). 
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metiltransferasa (PEAMT) (Datko y Mudd, 1988; Munnik et al., 1998; Cruz-Ramírez 

et al., 2004). 

En Arabidopsis thaliana la mutante xipotl (xpl1), posee una mutación en el gen 

PEAMT (XIPOTL1), presenta un fenotipo caracterizado por una raíz primaria corta, 

un mayor número de raíces laterales y células epidérmicas cortas con morfología 

aberrante. La inhibición de la biosíntesis de PC en esta mutante no solo altera el 

desarrollo radicular, sino que también induce la muerte celular en las células 

epidérmicas de la raíz. Este proceso de muerte celular puede revertirse mediante el 

tratamiento con ácido fosfatídico, lo que sugiere que moléculas posteriores en la 

ruta de biosíntesis de PC son cruciales para el desarrollo radicular y actúan como 

señales para la integridad celular (Cruz-Ramírez et al., 2004). 

3.4.7. Vías de producción de ácido fosfatídico 

El ácido fosfatídico (AF) es un glicerolípido de membrana compuesto de  glicerol-3-

fosfato y dos cadenas de ácidos grasos (Kolesnikov et al., 2022). Que puede ser 

generado por tres mecanismos principales: primero, por la vía de síntesis de novo 

que ocurre en el retículo endoplasmático y los plastidios a través de dos vías de 

acilación diferentes, denominadas según su precursor: la vía del glicerol 3-fosfato 

(G3P) y la vía de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). En la vía del G3P, este es 

acilado primero por la G3P aciltransferasa para formar 1-acil-G3P (también 

conocido como ácido lisofosfatídico; LPA). En la vía de la DHAP, tras la síntesis de 

1-acil-DHAP a partir de DHAP por la DHAP aciltransferasa, este producto se 

convierte en LPA mediante una reacción de reducción dependiente de fosfato de 

nicotinamida adenina dinucleótido (NADPH). Una vez que se forma LPA a través de 

cualquiera de las dos vías, finalmente es acilado a AF por la aciltransferasa del ácido 

lisofosfatídico (LPAAT) (Foster, 2013; Kolesnikov et al., 2022; Zou et al., 2024). 

La segunda vía para la generación 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). El DAG es fosforilado 

instantáneamente a AF por la actividad de la diacilglicerol cinasa (DGK) (Munnik, 

2001). 



 31 

La tercera vía consiste en la hidrólisis de los fosfolípidos por la PLD descrita 

anteriormente. Las distintas clases de fosfolípidos (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 

producción de distintas especies moleculares de AF (Li y Wang, 2018). El AF 

derivado de la vía DGK se puede distinguir del AF derivado de PLD, en función de 

su composición de ácidos grasos y sus características diferenciales de marcaje con 

32Pi (Arisz et al., 2009; Testerink y Munnik, 2011). 

La síntesis de AF es fundamental en la síntesis de fosfolípidos y triglicéridos de 

membrana y, por lo tanto, representa un indicador potencial de la capacidad de 

generar los fosfolípidos de membrana necesarios para aumentar la masa celular 

durante la división (Foster, 2013). 
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Figura 5. Vías de biosíntesis del ácido fosfatídico (AF). 

El AF puede sintetizarse de novo mediante dos vías de acilación diferentes: la vía 
del glicerol 3-fosfato (G3P) y la vía de la dihidroxiacetona fosfato (DHAP). El AP 
también puede generarse mediante la vía de la fosfolipasa D (PLD) y la vía de la 
diacilglicerol quinasa (DAGK). La hidrólisis del enlace P-O del fosfolípido mediada 
por PLD produce AP. La DAGK fosforila el diacilglicerol (DAG) para formar PA. El 
DAG se obtiene por desacilación del triacilglicerol por la lipasa de triacilglicerol 
(TAG), o por hidrólisis de fosfolípidos de glicerol por la acción de la fosfolipasa C 
(PLC). Modificado de Zhou et al. (2024). 
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3.4.8. El ácido fosfatídico como segundo mensajero 

El AF es un importante segundo mensajero lipídico en las células fundamental en la 

regulación del metabolismo y la transducción de señales en plantas y otros 

organismos (Munnik et al., 2001).  Al igual que los niveles de la mayoría de los 

fosfolípidos, su concentración es altamente dinámica y experimenta cambios 

específicos, rápidos (en segundos o minutos) y transitorios (volviendo finalmente al 

nivel basal) en respuesta a diversos estímulos extracelulares, hormonales o de 

estrés. La concentración de AF difiere significativamente según el tipo de tejido 

vegetal, la fase de desarrollo de la planta, la condición 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 concentración de 50 a 150 μM (Welti et al., 2002; Zhang et al., 2004). La 

formación de AF se ha vinculado a diversos tratamientos y respuestas de las 

plantas. Curiosamente, la mayoría de estos implican estrés biótico o abiótico, lo que 

sugiere que el AF desempeña un papel como molécula general de señalización del 

estrés (Munnik et al., 2001). Actúa como segundo mensajero en las vías de 

señalización de diversas hormonas (auxina, brasinoesteroides, ácido salicílico, 

ácido abscísico, ácido jasmónico y giberelinas) y otros compuestos bioactivos, 

siendo crucial para el crecimiento, desarrollo y resistencia a estrés ambiental 

(Kolesnikov et al., 2022).  

El ácido fosfatídico influye en las funciones celulares mediante diversos 

mecanismos, que incluyen la unión directa a proteínas y la alteración biofísica de 

las membranas. La unión del AF a proteínas modula su actividad o las ancla a la 

membrana. Biofísicamente, el AF altera la curvatura e integridad de las membranas 

e influye en las interacciones proteína-membrana. El AF es un intermediario clave 

en el metabolismo de glicerolípidos y participa en la generación de mensajeros 

lipídicos como lisofosfolipidos (lisoPA), diacilgliceroles (DAG), ácidos grasos libres 

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

En Arabidopsis thaliana se han identificado varias proteínas de unión a AF entre 

ellas están 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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MKK7 (mitogen-activated protein kinase kinases), SnRK2.4(sucrose non-

fermenting-1-related protein kinase). Se cree que muchas de ellas desempeñan un 

papel en la transducción de señales en plantas. Sin embargo, solo se dispone de 

una caracterización detallada de su función biológica, así como del descifrado de la 

interacción con AF a nivel molecular, para algunas de ellas dado que aún no se ha 

identificado ningún motivo de reconocimiento de AF en proteínas vegetales (ni en 

proteínas animales), se ha propuesto que los complejos pliegues estructurales de 

una proteína intervienen en el reconocimiento de AF. Los módulos de unión de AF 

suelen consistir en una hélice anfipática con aminoácidos con carga positiva en un 

lado (p. ej., un motivo de secuencia rico en lisina) y residuos hidrofóbicos en el otro 

(Kolesnikov et al., 2022). 

3.5. La Proteína Blanco de la Rapamicina (TOR)  

En 1975, Sehgal y colaboradores purificaron un metabolito macrólido, 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 recibió 

entonces el nombre de “Rapamicina” en referencia a su lugar de origen (Sehgal et 

al., 1975; Liu y Xiong, 2022). La rapamicina es un antibiótico y antimicótico, en la 

levadura Saccharomyces cerevisiae, detiene la división celular y el crecimiento. La 

búsqueda de mutaciones que causan resistencia a la rapamicina en levaduras 

identificó la proteína de unión a FK506 12 (FKBP12) junto con una proteína cinasa 

grande, que se denominó blanco de la rapamicina (TOR; Target Of Rapamycin) 

(Heitman et al., 1991; Dobrenel et al., 2016).  TOR es una proteína cinasa serina-

treonina atípica con un tamaño de 280 KDa, pertenece a la familia de las proteínas 

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 señales ambientales y nutricionales 

para dirigir el crecimiento y desarrollo (Shi et al., 2018; McCready et al., 2020). La 

mayoría 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 algodón 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 proteína TOR (Menand et al., 2002). 

3.5.1. Complejos de la proteína TOR  

La proteína TOR forma dos complejos distintos en los organismos: el complejo TOR 

1 (TORC1) y el complejo TOR 2 (TORC2) (Figura 6). En mamíferos son formados 

ambos complejos mientras que en plantas TOR existe solo como TORC1 (Zhao y 

Wang, 2020). En TORC1, los constituyentes incluyen a la proteína TOR, LST8; 

(Lethal with Sec 13 protein 8) en plantas y levaduras, mLST8 (mammalian Lethal 

with Sec 13 protein 8) en mamíferos y RAPTOR (Regulatory Protein Associated with 

TOR) en mamíferos 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).  

La cinasa TOR posee varios motivos y dominios característicos, en la región amino 

terminal se presenta un tándem de 20 repeticiones HEAT (Huntingtin, Elongation 

factor 3, subunit of protein phosphatase 2A and TOR1), el dominio FAT (Focal 

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

TORC1 incluye tres componentes principales: TOR, RAPTOR y LST8, mientras que TORC2 incluye 

a las proteínas: TOR, RICTOR y LST8. La proteína 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). 
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Adhesion Target), un motivo FRB (FKBP12/Rapamycin-Binding), un dominio cinasa 

y por último la región FATC (FAT C-terminal), localizado en el extremo carboxilo 

terminal de la proteína (De Virgilio y Loewith, 2006; Rexin et al., 2015; Dobrenel et 

al., 2016; Rabeh et al., 2024). La proteína RAPTOR interactúa con el dominio HEAT 

y regula la actividad de sus sustratos (Zhao y Wang, 2020). LST8 se asocia con el 

dominio catalítico de mTORC1 y también se requiere para la correcta localización 

de este complejo. Las repeticiones HEAT facilitan las interacciones proteína-

proteína, mientras que los dominios FAT y FATC desempeñan funciones en las 

interacciones proteicas y la activación de cinasas. El dominio FRB es un blanco para 

la unión del complejo inhibidor FKBP12-rapamicina (Rabeh et al., 2024). AtTOR 

comparte una alta similitud en la secuencia de aminoácidos con TOR de humanos, 

especialmente para su dominio cinasa, sugiriendo que podrían tener propiedades 

similares y podrían compartir sustratos (Menand et al., 2002).  

3.5.2. Componentes río arriba de la ruta TOR en plantas 

TOR detecta una amplia variedad de señales, como la luz, glucosa, fitohormonas, 

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

La señalización glucosa-TOR proporciona energía esencial, metabolitos, biomasa y 

mecanismos del ciclo celular mediante la activación transcripcional coordinada en 

células madre y progenitoras (Xiong et al., 2013). En plantas, se ha descubierto que 

las raíces acumulan mucha más sacarosa y trehalosa 6-fosfato (Tre6p) que los 

brotes, lo que puede inhibir la autofagia en gran medida a través de los 

transportadores de azúcar 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 proteína G (RGS1) para inducir la autofagia mediante un mecanismo 

aún no caracterizado. A su vez, la autofagia ayuda a eliminar el exceso de azúcar 

del citosol, regulando así el nivel de azúcares disponibles (Janse van Rensburg et 

al., 2019; Signorelli et al., 2019; Zhao y Wang, 2020). La glucosa puede activar la 

señalización de TOR indirectamente mediante la inactivación de la cinasa sensora 

de glucosa/energía conservada SnRK1 (Sucrose non-fermenting-1 (SNF1)-related 

protein kinases) en plantas (ortóloga de AMPK en mamíferos). En Arabidopsis, las 
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subunidades catalíticas 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 inanición, falta de energía y estrés abiótico (Shi et al., 2018).  

Las auxinas son fitohormonas esenciales que orquestan una amplia gama de 

procesos de crecimiento y desarrollo vegetal, incluyendo la división celular, la 

elongación y la diferenciación (Teale et al., 2006).  Estas fitohormonas activana la 

proteína TOR (Beltrán-Peña et al., 2002; Schepetilnikov et al., 2013; Turck et al., 

2004; Rabeh et al., 2024). En contraste con las auxinas, el ABA reprime la activación 

de TOR y activa a la proteína SnRK2 (SNF1-related protein kinase 2) durante 

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

Las plantas no poseen homólogos de los sensores de aminoácidos, pero estos 

activan TOR, lo que sugiere la existencia de transportadores-sensores de 

aminoácidos específicos de plantas aún por identificar (Shi et al., 2018). También 

TOR es activada por nutrientes esenciales como el nitrógeno (N), el fosfato (Pi) y el 

azufre (S) que son cruciales para el crecimiento y desarrollo vegetal. Por ejemplo, 

la disponibilidad de azufre coordina la activación de TOR por la glucosa. El nitrato, 

una fuente de nitrógeno, actúa como señal para promover el crecimiento de brotes 

y raíces, y la sobreexpresión de TOR confiere hiposensibilidad a la inhibición del 

crecimiento de raíces por altos niveles de nitrato (Shi et al., 2018). 

La aplicación de H₂O₂ a plantas de Arabidopsis aumentó la expresión del gen 

RPS27B (Small Ribosomal Subunit Protein 27) asociado con la biogénesis de 

ribosomas, lo que sugiere la activación de la vía TOR por EROs. Esta relación fue 

respaldada por el tratamiento con el inhibidor de TOR, Torin2, que suprimió 

eficazmente la expresión de RPS27B inducida por H₂O₂ (Hernández-Esquivel et al., 

2024). 

3.5.3. Componentes río debajo de la ruta TOR en plantas 

Uno de los sustratos posteriores de TOR, es la proteína cinasa ribosomal S6 de la 

subunidad 40S. Arabidopsis posee dos genes homólogos de la proteína 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 común para examinar la actividad de TOR (Xiong 

y Sheen, 2015; Van Leene et al., 2019). Tras la estimulación con auxina, TOR 

fosforila S6K1, lo que conduce a la fosforilación del factor 3 de iniciación eucariótica 

(eIF3h) y activa la reiniciación de la traducción 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 

mamíferos) y su homólogo vegetal TAP46 son subunidades reguladoras de la 

proteína 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 expresión génica sensible al estrés, la autofagia, el metabolismo 

del nitrógeno y la traducción de proteínas, coordinando así el crecimiento celular 

con las condiciones ambientales y nutricionales (Ahn et al., 2011; Xiong y Sheen, 

2015; Zhao y Wang, 2020). 

La fosforilación directa de E2Fa y E2Fb (Transcription factor E2Fa y b) por TOR 

activa la transcripción de genes de la fase S (fase de síntesis), lo que a su vez 

estimula el meristemo radicular, el rápido crecimiento de la raíz, la proliferación de 

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

En mamíferos, la vía mTOR-S6K1 regula la biosíntesis de lípidos y la vía de las 

pentosas fosfato al estabilizar la forma activa de SREBP  

Sterol Regulatory Element-Binding Protein) (Düvel et al., 2010). Además, mTOR 

fosforila directamente a la fosfatidato fosfatasa LPIN1 (Lipin 1), un supresor de 

SREBP, para prevenir su translocación nuclear y la inactivación de SREBP 

(Peterson et al., 2011). Aunque las plantas carecen de ortólogos de SREBP, se han 

identificado dos homólogos de LPIN1 en Arabidopsis, AtPAH1 y AtPAH2, que 

codifican fosfatidato fosfatasas 1 y 2 respectivamente (Nakamura et al., 2009; Shi 

et al., 2018). 

Se ha demostrado que las proteínas ATG1 y ATG13 (Autophagy related1 y 13) de 

Arabidopsis thaliana interactúan 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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regulación por la vía de señalización TOR (Suttangkakul et al., 2011; Marshall y 

Vierstra, 2018). 

El ABA induce la fosforilación de RAPTOR1 mediante la activación de SnRK2, lo 

que provoca su separación del complejo AtTORC1. Esta disociación reduce la 

fosforilación de TOR, lo que a su vez potencia la señalización del receptor de ABA 

(PYL) en las respuestas al estrés y disminuye la inhibición de los receptores de ABA 

(Wang et al., 2018; 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 proteína de unión 

al ARN y un factor específico involucrado en la alteración del destino celular. TOR 

suprime el desarrollo meiótico mediante la fosforilación de Mei2p (Watanabe y 

Yamamoto, 1994; Otsubo et al., 2014; Dobrenel et al., 2016; Zhao y Wang, 2020). 

Figura 7. Vía de señalización de AtTOR. 

Diversas señales ambientales regulan el complejo TOR para controlar distintos procesos 

involucrados en el crecimiento y desarrollo de las plantas. FT: Factores de transcripción. 

Modificada de Shi et al. (2018). 
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La vía de señalización TOR ejerce una influencia considerable en la transcripción y 

traducción, procesos fundamentales para mantener la homeostasis celular. Se 

sugiere que TOR regula la disponibilidad de nucleótidos, cruciales para la expresión 

génica, optimizando así la transcripción. Además de su papel en el ciclo celular, 

TOR coordina la transcripción del ARNr, la activación de genes de proteínas 

ribosómicas, el ensamblaje de ribosomas y la regulación dinámica de la traducción, 

actuando como un regulador central de la expresión génica. La inhibición de TOR 

mediante Torin2 provoca una reducción en los niveles de ARNm de las proteínas 

ribosómicas en cloroplastos, citosol y mitocondrias, lo que resalta la implicación de 

TORC1 en la regulación de la traducción a través de su participación en la 

biogénesis ribosómica (Scarpin et al., 2020; Dobrenel et al., 2016; Rabeh et al., 

2024) 

3.5.4. Activación de mTOR por el Ácido fosfatídico  

En mamíferos, se ha demostrado la participación del AF en la regulación de mTOR. 

Fang et al. (2001) reportaron que la administración exógena de AF a células 

embrionarias de riñón humano HEK293 estimuló la activación de la S6 cinasa (S6K), 

un sustrato de mTOR, y la fosforilación de factor de iniciación eucariota 4E-1 (4E-

BP1), otra proteína sustrato de mTOR. Este efecto del AF fue sensible a la 

rapamicina y depende completamente de la suficiencia de aminoácidos. Por lo tanto, 

el AF puede gobernar la señalización paralela a la vía de detección de aminoácidos. 

Aunque el AF puede imitar a los mitógenos en la activación de la señalización 

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 proteínas que interactúan 

con AF, la unión parece involucrar interacciones electrostáticas, ya que una alta 

fuerza iónica disminuye parcialmente la afinidad. El residuo (Arginina) ARG2109, se 

identificó como importante para la unión de AF (Chen y Fang, 2002). Cabe destacar 

que este sitio está 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 asociación entre AF y mTOR llevó a considerar 

que el AF podría 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 proteína WT, descartando 

esta posibilidad. En contraste, en levaduras, los motivos HEAT de Tor2p son 

conocidos por su función en el anclaje a la membrana. Por lo tanto, el AF regula la 

señalización de TOR a través de una vía diferente al control de la localización de 

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

Se ha documentado que especies moleculares de AF con cadenas de ácidos grasos 

insaturados, como las producidas por PLD, son capaces de desplazar a la proteína 

que interactúa 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 regulación de mTOR y proporcionan una explicación molecular de la 

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

3.5.5. Participación 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 azúcares 

producidos en las hojas o los distribuyen a otros órganos como brotes jóvenes, 

raíces o semillas (Dobrenel et al., 2016). Por lo tanto, las plantas han desarrollado 

mecanismos para detectar y responder a las diversas señales externas, 

coordinando así su crecimiento multicelular de manera precisa (McCready et al., 

2020). En este contexto, la señalización de TOR funciona como un regulador central 

al integrar señales nutricionales y orquestando múltiples etapas del ciclo de vida 

vegetal, desde la embriogénesis y la activación del meristemo, hasta el crecimiento 

de raíces y hojas, así como la floración, la senescencia y la determinación de la 

longevidad (Fu et al., 2020).  

Durante el desarrollo de las plantas, la división celular se encuentra limitada a 

regiones específicas 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 raíz (RAM) son responsables del crecimiento de los órganos aéreos y 

subterráneos, respectivamente. La proliferación celular en ambos meristemos es 

esencial para el crecimiento y la producción de órganos nuevos, y está 

estrictamente controlada por señales internas de desarrollo, nutrientes, hormonas y 

señales ambientales externas (Li et al., 2016). En Phaseolus vulgaris, TOR presenta 

niveles más altos de transcripción en los meristemos de la raíz (Nanjareddy et al., 

2016). Mientras tanto en Arabidopsis thaliana, la expresión de TOR se localizó 

principalmente en regiones con alta actividad celular, como los meristemos SAM y 

RAM, lo anterior sugiere su implicación en la división celular (Menand et al., 2002). 

Además, se ha reportado que la división celular en el SAM requiere tanto señales 

de glucosa como de luz, mientras que en el RAM depende únicamente de la 

señalización energética proporcionada por la glucosa (Li et al., 2017). TOR es 

activada por la glucosa generada durante la fotosíntesis y desempeña un papel 

importante en el desarrollo de los pelos radiculares (Xiong y Sheen, 2015; Zhao y 

Wang, 2020). 

Existe una correlación positiva entre los niveles de expresión de TOR y el 

crecimiento de las plantas. Por ejemplo, la sobreexpresión de AtTOR provocó un 

aumento en el tamaño de las células y en órganos, mientras que la mutación de 

este gen bloqueó el desarrollo embrionario en la etapa de 16-32 células (Menand et 

al., 2002; Deprost et al., 2007; Rabeh et al., 2024). Asimismo, la sobreexpresión de 

AtTOR completo o del dominio cinasa produce anomalías en el desarrollo en el SAM 

y el RAM, en el tallo, el tiempo de floración y en la senescencia (Ren et al., 2011). 

Todos estos resultados sugieren que la regulación temporal y espacial de la 

expresión 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. JUSTIFICACIÓN 

Los lipopolisacáridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 participan en la 

estimulación del crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana por mecanismos 

que hasta ahora son pocos conocidos. Uno de los elementos involucrados en el 

crecimiento y desarrollo de las plantas es la fosfolipasa D, cuya función es hidrolizar 

a fosfolípidos de la membrana generando ácido fosfatídico como segundo 

mensajero, regulador de diversas proteínas cinasas. Por otra parte, la cinasa TOR 

integra varias señales para coordinar el crecimiento celular. El estudio de los LPS 

de Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre la actividad de esta enzima y su relación 

con la proteína TOR durante la promoción del crecimiento de Arabidopsis thaliana 

nos permitirá entender algunos de los mecanismos moleculares involucrados en los 

efectos benéficos de esta rizobacteria.  
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5. HIPÓTESIS 

 

Los lipopolisacáridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 promueven el crecimiento 

de Arabidopsis thaliana a través de la activación de la vía de TOR mediada por la 

fosfolipasa D.  

 

6. OBJETIVOS 

 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de los lipopolisacáridos de Azospirillum baldaniorum Sp245 sobre 

la actividad de la fosfolipasa D y su relación con la proteína 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 participación de la PLD en el crecimiento de Arabidopsis thaliana. 

3. Conocer el efecto de los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 y del ácido 

fosfatídico en la expresión y en la actividad de ATOR. 

4. Identificar la isoforma de PLD involucrada en las vías de señalización 

relacionadas a la promoción de crecimiento por los LPS de Azospirillum baldaniorum 

Sp245 

5. Conocer el efecto del H2O2 como molécula señalizadora en la modulación de 

TOR.  
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7. RESULTADOS 

Los principales resultados obtenidos en este proyecto de tesis se presentan en los 

capítulos 1 y 2.    

Capítulo 1: Phospholipase D is required for the activation of target of rapamycin 

(TOR) signaling in Arabidopsis thaliana by lipopolysaccharides from Azospirillum 

baldaniorum Sp245. 

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

(TOR) and cell division in Arabidopsis thaliana.  

Capítulo 3: Resultados adicionales 

Capítulo 3.1. La inoculación con Azospirillum baldaniorum Sp245 promueve la 

acumulación de ácido ascórbico, y disminuye la expresión de la cinasa TOR y la 

división celular en la raíz de Arabidopsis. 

Capítulo 3.2. Lipopolisacáridos: Moléculas clave en las interacciones bacterianas.  

Capítulo 3.3. Molecular Signals and Elicitors in Azospirillum-Plant Interactions. 

Capítulo 3.4. PLDα1 improves saline stress tolerance in Arabidopsis thaliana 

inoculated with Azospirillum baldaniorum Sp245. 

Capítulo 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. CAPÍTULO 1. Phospholipase D is required for the activation of target of 

rapamycin (TOR) signaling in Arabidopsis thaliana by lipopolysaccharides from 

Azospirillum baldaniorum Sp24. 
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7.2. CAPÍTULO 2. Hydrogen peroxide modulates the expression of the target of 

rapamycin (TOR) and cell division in Arabidopsis thaliana. 
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7.3. CAPÍTULO3. RESULTADOS ADICIONALES 

7.3.1. La inoculación con Azospirillum baldaniorum Sp245 promueve la acumulación 

de ácido ascórbico, y disminuye la expresión de la cinasa TOR y la división celular 

en la raíz de Arabidopsis 
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7.3.2. Lipopolisacáridos: Moléculas clave en las interacciones bacterianas. 
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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 essential to 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 from various 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 (Vigna 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 player in 

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-Góngora 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), rmlD (dTDP 4-rhamnose 

reductase), phbC (poly-β-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 appear to enhance bacterial viability, protects inoculants, 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 (Ilyas 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 for improving 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 I 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 II 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 II Azospirilla includes various 

gramineous plants, such as crabgrass, Cynodon, millet, rice, and wheat. Serogroup III 

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 β-(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 on these 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 (Chávez-Herrera et al. 2018). 



 129 

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 Ca²⁺ availability 

(Hernández-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 development in 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 (Ivanova 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 µg/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-Gómez 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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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 µm in 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 D0 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). 
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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 

Tomás 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 plant immune responses (Felix et al. 

1999; Boller and Felix 2009; Gómez-Gómez and Boller 2002). Research has identified 

a conserved 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 a role in the plant growth-promoting effects 

of Azospirillum or whether plants associated with Azospirillum possess specific 

receptors for its 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 (Gómez-Gómez 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 (Gómez-

Gómez 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 

(Croes et al. 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 (Elías 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 

2.  Refrigerator 

3.  Autoclave 

4.  Bacteriological incubator  

5.  Laminar flow hood 

6.  IEC Centra CL2 centrifuge 

7.  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). 

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

inoculum. 

4.  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 OD600 nm ≥0.9. 

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

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

7.  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. 

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

9.  Centrifuge again at 3,200 rpm for 5 minutes. 

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

equal weight of water. 

• 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 pellet in 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. 

• Tip: Before adding the 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 it in 

a beaker containing sterile distilled water. 

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

phenol traces. 

• The resulting 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.  Incubate at −20°C for 24 hours. 

25.  Centrifuge at 4,200 rpm for 20 minutes. 

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

minutes. 

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

weighed Eppendorf tube. Ensure complete dissolution by pipetting. 

28.  Add 5 µL of DNase I and 5 µL of RNase from a 10 mg/mL stock solution (final 

concentration: 0.25 µg/µL). Incubate at 37°C for 30 minutes. 

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

0.50 µg/µL). Incubate at 59°C for 1 hour. 

30.  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 

the pre-weighed tube mass. 

33.  Resuspend the LPS pellet in sterile distilled water. 

34.  Store at 4°C until use. 

References 

 

1.  Renukadevi KP, 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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In vitro bioassay  

 

1.  Wash and disinfect Arabidopsis thaliana seeds as follows: 

• Add 96% (v/v) ethanol for 5 minutes. 

• Remove the ethanol and add 20% (v/v) chlorine for 5 minutes. 

• 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 cm in 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 μg/mL. 

5.  Pour the prepared culture medium into Petri dishes and allow it to solidify. 

6.  Using 1,000 µL 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. 

https://doi.org/10.1007/s12275-019-9116-5
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7.3.4. PLDα1 improves saline stress tolerance in Arabidopsis thaliana inoculated 

with Azospirillum baldaniorum Sp245.  

 



 159 



 160 



 161 

 



 162 



 163 



 164 



 165 

 



 166 

 



 167 

 

 



 168 

7.3.5. 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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Plántulas de 4 días de geminación crecidas en medio MS sin y con LPS (100 μg/mL) durante 7 

días. 

7.3.6. Participación de diferentes isoformas de PLD en la bioestimulación de 

Arabidopsis thaliana por los LPS. 

 

En los resultados mostrados en el 

capítulo 1, se reportó que la PLD de 

Arabidopsis thaliana responde a los 

LPS de Azospirillum baldaniorum 

Sp245. Para determinar la isoforma de 

PLD implicada en el efecto de los LPS 

sobre Arabidopsis, se analizaron cuatro 

líneas knockout (KO) (α1, ζ1, ζ2 y ε) y 

dos líneas sobreexpresoras (OE) (α1 y 

ζ1), cuyas funciones en el crecimiento y 

desarrollo vegetal son conocidas. Las 

plantas se cultivaron en medio MS con 

y sin la adición de LPS (Figura 1). En 

ausencia de LPS, y en comparación con 

las plantas de tipo silvestre (WT), se 

observó una disminución en la longitud 

total de las líneas PLDα1-KO, PLDζ1-

KO y PLDζ2-KO. Por el contrario, las 

líneas PLDε-KO, PLDα1-OE y PLDζ1-

OE presentaron una mayor longitud 

(Figura 2A). El tratamiento con LPS 

promovió un aumento en la longitud de 

las plantas en casi todas las líneas 

analizadas, con excepción de las líneas  

Pldε-KO y PLDζ1-OE, las cuales 

mostraron una reducción en su longitud.  

Figura 8. Comparación del crecimiento de plantúlas de las diferentes isoformas de PLD.  
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Con respecto al peso fresco total, la línea PLDζ1-KO (Figura 2B) registró el menor 

peso de las plantas, mientras que en las PLDζ1-KO y PLDζ2-KO fue similar al de 

las plantas WT. Por otro lado, las líneas PLDε-KO, PLDα1-OE y PLDζ1-OE 

mostraron un peso mayor que las WT. Después del tratamiento con LPS, se observó 

un aumento en el peso fresco total en casi todas las líneas, siendo más significativo 

en PLDα1-OE. En la PLDε-KO el peso fue menor. Este comportamiento diferencial 

sugiere que PLDε podría estar involucrada en un mecanismo de regulación negativa 

del crecimiento en respuesta a LPS.   
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Figura 9. Comparación en los parámetros de crecimiento. 

A) Longitud total de la planta (cm). B) Peso fresco total (g). n: 30. ANOVA 
Tukey α: 0.05. 
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A) Fotografías representativas de raíces de A. thaliana de 3 días de germinación y 7 días de 

crecimiento en medio MS 0.2X y MS con LPS (100 μg/mL) Barra 1mm. B) Longitud de los 

pelos radicales. n:150. ANOVA Tukey α: 0.05. 

Debido a que los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 incrementan la longitud 

de los pelos radiculares (Capítulo 1), se comparó su efecto en este parámetro 

radicular. En ausencia de LPS, la longitud de los pelos radiculares fue mayor en 

todas las líneas en comparación con la WT, con un aumento notable en ambas 

líneas sobreexpresoras. En contraste, la línea PLDε-KO mostró pelos radiculares 

más cortos que la WT. El tratamiento con LPS incrementó la longitud de los pelos 

en PLDε-KO, así como en las sobreexpresoras PLDα1-OE, y PLDζ1-OE pero la 

disminuyó significativamente en las líneas PLDα1-KO y PLDζ1-KO. Esta reducción 

sugiere un posible mecanismo de regulación negativa de la longitud de los pelos 

radiculares mediado por las isoformas α1 y ζ1 (Figura 3).  
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Figura 10. Comparación del efecto de los LPS en el desarrollo de los pelos radiculares 
de las diferentes isoformas de PLD. 
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Además, se cuantificó el contenido de ácido fosfatídico (AF) en las distintas líneas 

de PLD tratadas con LPS. En general, sin LPS las líneas analizadas mostraron un 

mayor contenido de AF que la WT, a excepción de la mutante en PLDα1-KO que 

registró el nivel más bajo de AF, mientras que su línea sobreexpresora exhibió los 

niveles más altos (Figura 4). El tratamiento con LPS incrementó el contenido de AF 

en PLDα1-KO y lo disminuyó en PLDζ2-KO. No se observaron efectos significativos 

en los niveles de AF en las líneas PLDζ1-KO y PLDε-KO, lo que sugiere una posible 

implicación de estas isoformas en la respuesta a los LPS. 
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Figura 11. Producción de ácido fosfatídico en las diferentes líneas de PLD. 

A) Cromatoplacas de la producción de ácido fosfatídico en plántulas de las 

diferentes líneas en PLD con LPS 100 μg/mL durante 7 días, estándar di18:1-AF, 

RF:0.17. B) Cuantificación de la producción de ácido fosfatídico por imageJ. n: 3. 

ANOVA Tukey α: 0.05.  
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8. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

 

La enzima PLD se ha implicado en una amplia gama de procesos fisiológicos 

esenciales para el crecimiento, desarrollo y supervivencia de las plantas. El estudio 

de plantas con deficiencia o sobreexpresión de isoformas específicas de PLD ha 

revelado la participación de diferentes PLD en respuestas fisiológicas 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 investigación, se emplearon líneas deficientes en la expresión de las 

isoformas ζ1, ζ2 y ε de la PLD, involucradas en el desarrollo radicular en condiciones 

de insuficiencia de nutrientes. También se incluyó a la isoforma α1 por ser la más 

abundante y expresarse en los pelos radiculares, lo que sugiere su posible 

participación en el desarrollo de estos (Takáč et al., 2019b). En nuestros resultados 

se observó que las isoformas α1, ζ1 y ζ2 de PLD son importantes para el crecimiento 

vegetal, ya que las líneas mutantes deficientes en estas isoformas presentaron una 

reducción significativa en la longitud y el peso, mientras que sus sobreexpresoras 

mostraron un efecto opuesto. Esto coincide con estudios previos que vinculan a la 

PLDα1 con la expansión celular mediante la modulación de la organización de los 

microtúbulos, y a las PLDζ1/ζ2 con respuestas a estrés nutricional, como la carencia 

de fosfato (Zhang et al., 2017; Li et al., 2006).  

El tratamiento con LPS estimuló el crecimiento en todas las líneas analizadas, con 

excepción de la mutante ε, que disminuyó su crecimiento. Esto sugiere que la PLDε 

podría actuar como un regulador negativo de la respuesta a LPS de Azospirillum 

baldaniorum Sp245, lo cual contrasta con su función positiva en la elongación de la 

raíz bajo deficiencia de nitrógeno (Hong et al., 2009) demostrando la plasticidad 

funcional de las PLD dependiendo del contexto fisiológico y los estímulos 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 ácido fosfatídico, desempeña un papel 

crucial en la expansión 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 líneas mutantes, se 

observó que PLDα1 y PLDζ1 parecen esenciales para la elongación inducida por 

LPS dado que sus mutantes disminuyeron significativamente la longitud de los pelos 

radiculares. Estudios previos han asociado a PLDζ1 con la morfogénesis de pelos 

radiculares a través de su regulación por el factor de transcripción GLABRA 2 (GL2) 

(Ohashi et al., 2003). No obstante, el patrón de los pelos radiculares en mutantes 

simples o dobles de PLDζ1 y PLDζ2 se mantiene normal (Li et al., 2006), lo que 

indica que el efecto preciso de las PLDζ en la organización de estas estructuras aún 

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

Se ha reportado que durante la interacción planta-microorganismo ocurre una 

acumulación de AF en respuesta a patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP), como la xilanasa, la flagelina, el acetilquitooligosacárido y el quitosano, en 

células de tomate, alfalfa y arroz (Munnik et al., 2011). Aquí observamos que el 

tratamiento con LPS estimuló la producción de AF en casi todas las líneas de PLD 

analizadas, pero no afectó los niveles de AF en las mutantes en ζ1 y ε lo que 

propone la implicación de estas dos isoformas en el incremento del ácido fosfatídico 

en respuesta a los LPS. Asimismo, al analizar la producción de AF en condiciones 

basales encontramos niveles superiores en todas las líneas de plantas, con la 

excepción de la mutante en α1, que registró el nivel más bajo. En contraste, su línea 

sobreexpresora exhibió los niveles más altos de AF, esto indica que esta isoforma 

es responsable de la mayor parte del ácido fosfatídico producido en condiciones 

normales. 

Las PLD son reguladas por las especies reactivas de oxígeno (ERO), llevando a la 

producción 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 peróxido de hidrogeno (H₂O₂), a concentraciones de 10–100 µM, 

estimuló la formación de AF dependiente de PLD (Yamaguchi et al., 2004), mientras 

que en Arabidopsis thaliana la PLDδ se activó en respuesta al H₂O₂. El AF generado 

por la actividad de PLDδ reduce la muerte celular causada por el incremento de 

H2O2 (Zhang et al., 2003). Por otro lado, en plántulas de trigo los LPS de 
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Azospirillum baldaniorum Sp245 aumentaron el contenido de H2O2 en la raíz, el cual 

está relacionado con el desarrollo del sistema radicular (Hernández-Esquivel et al., 

2020). Se observó que la aplicación de H₂O₂ a concentración de 0.5 y 1 mM indujo 

cambios morfológicos en Arabidopsis, caracterizados por una reducción en la 

longitud de la raíz primaria y un aumento significativo en la formación y densidad de 

raíces laterales. Además, se observó un incremento en la expresión de TOR en el 

meristemo radicular y del gen RPS27B, lo que sugiere que el H2O2 activa la vía 

TOR. Sin embargo, no se ha analizado si existe un incremento en la producción de 

H2O2 durante la interacción de los LPS de Azospirillum baldaniorum Sp245 con 

Arabidopsis thaliana y si esta molécula activa a la PLD.   

En conclusión, esta investigación sugiere una función de la PLD como activadora 

de la proteína cinasa TOR durante la estimulación del crecimiento de Arabidopsis 

thaliana por los LPS de la rizobacteria Azospirillum baldaniorum Sp245. Los 

resultados sugieren que las isoformas ζ1 y ε de PLD podrían estar implicadas en 

esta respuesta, sin embargo, se requieren estudios más profundos que permitan 

caracterizar con precisión su contribución y su interacción con otros componentes 

de la red de señalización de TOR, como el H2O2. Además, este hallazgo abre la 

puerta a nuevas investigaciones sobre cómo las especies reactivas de oxígeno son 

integradas en redes de señalización complejas como la vía TOR para regular el 

desarrollo y la adaptación de las plantas. 
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10.  APÉNDICE 

 

Protocolo 1. Extracción de lipopolisacáridos de Azospirillum baldaniourum 

Sp245 

Materiales y equipo: 

• Tetraciclina 

• Fenol equilibrado con Tris-HCL, pH 8.0 

• Alcohol absoluto 

• Agua destilada estéril 

• Acetato de Sodio 3 M 

• RNasa A 

• DNasa I 

• Proteinasa K 

• Tubos de cristal con tapa metálica  

• Matraz Erlenmeyer 250 mL 

• Vaso de precipitados 500 mL 

• Probeta 50 mL 

• Tubos Falcon 50 mL 

• Tubos Eppendorf 

• Hilo 

• Membrana para dializar (Flat width 33 mm) 

• Varilla 

• Bala magnética (mosca de agitación) 

• Micropipeta 1000 μL y 100 μL 

• Puntas para micropipeta (azules y amarillas) 

• Incubadora (Cámara de calor seco) 

• Centrifuga Central CL 

• Centrifuga Eppendorf 
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Procedimiento: 

1. Crecimiento bacteriano 

1.1. Para el preinóculo, agregar en un tubo de ensayo 3 mL de LB mínimo (LBm) 

con el antibiótico tetraciclina (Tc) a una concentración de 10 µg/mL e inocular una 

colonia de la cepa bacteriana: Azospirillum baldaniorum Sp245. 

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

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

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

LBm con TC 10 µg/mL e inocular 300 µLdel preinóculo. 

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

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

1.2.2. Medir densidad óptica. 

2. Obtención de un solo paquete celular 

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

2.2. Centrifugar el cultivo a 3200 rpm (Usar la centrífuga 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 Falcón (40 mL de volumen final). 

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

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

*Si se desea conocer el peso del paquete celular se deberá pesar el tubo falcón 

antes de juntar los paquetes celulares y después de centrifugarlos, obteniéndolo por 

la diferencia de pesos. 

3. Separación 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 diálisis  

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

4.2. Colocar la fase acuosa en una membrana de diálisis, cerrando la base de esta 

con hilo de algodón. (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 diálisis (formando un dulce), y colocarla 

en un vaso de precipitado que contenga agua destilada estéril. 

4.4. Dejar por 3 o 4 días la membrana de diálisis en agua destilada estéril, 

cambiándola cada 24 horas o hasta eliminar las trazas de Fenol. A lo obtenido se le 

llama “dializado”.  

5. Fase de precipitación 

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 concentración final de 0.15M pH 8.0. 

5.6. Agregar Etanol Absoluto en una proporción de 1:4. 

5.7. Incubar a -20°C x 24horas. 

5.8. Centrifugar a 4200 rpm x 20 min. 
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5.9 Eliminar el sobrenadante y secar a temperatura ambiente x 20 min (para el 

secado colocar el tubo Falcón boca abajo sobre una sanita, teniendo mucho cuidado 

con el pellet obtenido para que éste no resbale). 

6. Fase de purificación 

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. Añadir 5 μL de DNasa I y 5 μL de RNasa de una solución stock de 10 mg/mL 

(concentración final 0.25 μg/μL) e incubar por 30 min a 37°C.  

6.3. Añadir 10 μL de proteinasa K de una solución stock de 10 mg/mL (concentración 

final 0.50 μg/μL) e incubar durante 1 h a 59°C. 

7. Obtención 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. Extracción de lípidos de Arabidopsis thaliana 

Materiales: 

• Plantas de Arabidopsis thaliana (3 días de geminación y 7 de crecimiento) 

• Tubos de polipropileno de 15 mL 

• Gradilla  

• Micropipeta 1000 µL 

• Puntas azules  

• Evaporador de gas N2 

• Equipos: 

• Agitador Rocker 

• Incubadora 75°C 

• Reactivos: 

• Isopropanol 

• Butilhidroxitolueno  

• Cloroformo 

• Metanol 

• KCL 1 M 

• 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 pequeña cantidad de lípidos, 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 lípidos). 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 (aquí 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 concentración de los lípidos, pesar el tubo con el extracto seco 

y obtener la concentración por diferencia de peso. 

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

hasta su uso. 

Referencias: 

Kim, H. U. (2020). Lipid Metabolism in Plants. Plants. 9:871. 

Reszczyńska, 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.  
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Protocolo 3. Cromatografía de capa fina para lípidos 

Materiales: 

• Cámara o tanque de vidrio para cromatografía. 

• Placas de silica gel para cromatografía 60 F254 Merck 

• Papel filtro 

Reactivos:  

• Cloroformo (CHCL3) 

• Metanol (CH3OH) 

• Amonio (NH4
+) 

• Agua desionizada estéril  

• Primulina (0.01% en 80% de acetona) 

Procedimiento: 

1. Llenar la cámara cromatográfica con los siguientes solventes: 

CHCL3:CH3OH:NH4
+ (60:35:8) 

Cloroformo (CHCL3) 

Metanol (CH3OH) 

Amonio acuoso (NH4
+) 

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

3. Activar la placa cromatográfica 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 cámara cromatográfica 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 fotografías en el transiluminador (312 nm longitud de onda de 

excitación y 605 nm longitud de onda de emisión) o en fotodocumentador. 

3. Analizar la imagen digitalizada con el software image J, midiendo el área y la 

intensidad de la mancha. 

4. Para obtener el factor de retención 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 aplicación de la mancha/distancia desde el 

punto de aplicación al frente del disolvente 

NOTAS:  

La cantidad de primulina rociada deben ser controlada. 

 La humedad y el tiempo de aplicación 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 histoquímico para la β-glucuronidasa (GUS). 

Materiales: 

• Micropipeta 1000 µL 

• Puntas azules 

• Caja de microtítulo 

• Papel aluminio 

• Rotulador 

• Incubadora 37°C 

• Estufa 62°C 

• Pinzas relojeras 

• Pinceles 

• Portaobjetos 

• Cubreobjetos 

• Esmalte transparente 

• Microscopio  

Reactivos:  

• x-Gluc 2mM 

• Soluciones de aclaramiento (1 y 2) 

• Etanol (40%, 20% y 10% v/v) 

• Glicerol 50% v/v 

Procedimiento: 

1. Adicionar 500 µL de X-Gluc a los pozos de la caja de microtítulo y con ayuda de 

las pinzas colocar cuidadosamente las plantas, asegurándose que queden bien 

sumergidas en la solución.  

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 línea TOR::GUS. (El tiempo de incubación depende de la línea 

reportera). 
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4. Después del tiempo de incubación retirar el x-Gluc en un tubo limpio para poder 

reutilizarlo (Si el tratamiento tiene bacteria este es desechado). 

5. Agregar la solución 1 (500 µL o 1 mL, debe cubrir las plantas) e incubar a 62°C 

durante 1 h. 

6. Remplazar la solución 1 por la solución 2. Incubar a temperatura ambiente. 

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

concentración. 

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. Extracción de ARN de Arabidopsis thaliana con TRIzol 

Materiales: 

• Tejido de Arabidopsis thaliana 

• Nitrógeno líquido 

• Tubos Eppendorf 

• Morteros 

• Espátulas 

• Micropipetas 1000 μL y 100 μL 

• Puntas azules 

• Puntas amarillas 

• TRIzol 

• Cloroformo 

• Isopropanol 

• Etanol 75% 

• Agua libre de RNAsas 

• Buffer de reacción de DNasa I 

• DNasa I 

• Agua DEPC  

• EDTA 25 μM 

Procedimiento:  

1. Moler 100 mg de tejido con nitrógeno líquido y colectarlo en tubo Eppendorf. 

2. Agregar 1 mL de TRIzol y homogenizar las muestras por inversión.  

3. Incubar las muestras por 5 min a temperatura ambiente. 

4. Adicionar 0.2 mL de cloroformo frío por cada mL de TRIzol utilizado para la 

lisis. Tapar de forma segura.  

5. Agitar vigorosamente con la mano por 15 segundos.  

6. Incubar 3 minutos a temperatura ambiente.  

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

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

9. 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 percusión 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 μL de agua libre de RNasas. 

18. Incubar a 60°C por 10 minutos. 

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

20. Agregar 6 μL del buffer de reacción de DNasa I, 3.5 μL de agua DEPC y 0.5 

μL de DNasa I para tener un volumen final de 60 μL. 

21. Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente. 

22. Inactivar la DNasa I con 1 μL de EDTA 25 μM. 

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 Ecología Microbiana.  
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Protocolo 6. Síntesis de ADNc a partir de ARN de Arabidopsis thaliana 

 

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

 

Reacción  

RNA X μL (concentración final 500 ng) 

dNTPmix 1 μL (10 mM) 

Oligo dT 1 μL (100 μM) 

H2O X μL 

Volumen 

final 

10 μL 

 

 

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). 

 

Reacción 9 reacciones  

10x RT Buffer 2 μL 18 μL 

25 mM MgCl2 4 μL 18 μL 

0.1 M DTT 2 μL 18 μL 

RNAsa OUT 0.5 μL a. μL 

 

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

5. Incubar a 42°C por 2 minutos. 

6. Agregar 0.5 μL de SuperScript II RT a cada tubo e incubar a 42°C por 50 

minutos.  

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

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



 220 

9. Almacenar a -20°C. 

Referencias:  

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

Ecología Microbiana.  
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Protocolo 7. Reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa 

cuantitativa (RT-qPCR). 

 

1. Preparación de los oligonucleótidos u oligos. Las secuencias de 

oligonucleótidos 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 análisis obtuvimos la siguiente tabla:  

 

 

 

2. Resuspender los oligos en agua libre de nucleasas llevando a una concentración de 

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

 

3. Realizar una dilución de los oligos para trabajar con una concentración de 10 μM. 

Homogenizar bien por pipeteo.  

Oligo Secuencia T
m 

Nanomol
es 

finales 

μg/O
D 

PM μg 
de 

oligo 

RPS6B-
F 

CTGTTGTAGCAGCAGTGTCTATCG
GA 

69.
4 

24.66 32 8017.
3 

197.7
1 

RPS6B-
R 

CAATGACCAAGTTAAGAACAGACA
GGTCA 

69.
6 

24.13 29.4 8936.
9 

215.6
1 

RPS27
B-F 

TTAGCTTCTTGCGAAGATGGTTCT
TCAA 

70.
9 

24.63 32.6 8584.
7 

211.4
4 

RPS27
B-R 

AGAATTGTCTGGCAGTTTCCGCAC
ACCA 

77.
4 

24.77 32.1 8548.
6 

211.7
2 

RPL7B-
F 

CTCCACAGAGGATTCGGAAATGGT
TGAG 

74.
2 

22.24 31.1 8677.
7 

193.0
3 

RPL7B-
R 

ACTCCTTCTCCTTCTCGGCATATT
CCTT 

71 24.68 35.3 8367.
5 

206.5
1 
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4. Para las reacciones adicionar la siguiente mezcla a cada tubo para PCR (vienen 

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

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

 

 

 

 

 

 

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

ayuda de una pinza estéril.  

 

6. 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.  

 

 

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

 

8. Abrir el software StepOne y configurar el proceso de PCR. (El volumen final de 

pocillo fue de 10 μL, se utilizó 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.  

 

 

9. Analizar los resultados por el método de cuantificación de CT comparativos (∆∆CT). 

Referencias:  

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

Ecología Microbiana.  

Master mix 5 μL 

Oligo R 1 μL 

Oligo F 1 μL 

ADNc 2 μL 

H2O 1 μL 
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Protocolo 8. Detección de H2O2 en Arabidopsis thaliana con DAB 

Materiales y equipo: 

• 3,3 diaminobenzidina (DAB) 

• Etanol 96% 

• Agua desionizada 

• Micropipetas 1000 μM 

• Puntas azules 

• Cajas Petri chicas 

Procedimiento:  

1. Preparar con anticipación la DAB (1mg/mL) en agua desionizada ajustando pH 

con HCl 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 teñida. (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 producción de 

H2O2. (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 fotografías ese mismo día.  

Referencias: 

Thordal-Christensen, H., Zhang, Z, Wei, Y, Collinge, D.B. (1997). Subcellular 

localization of H2O2 in plants: H2O2 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: 

• Evans Blue al 0.025% (w/v)  

• Agua desionizada 

• Micropipetas 1000 μM 

• Puntas azules 

• 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 fotografías.   

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 espectrofotómetro. 

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/bf00037585. 
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